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Mit 4 Abbildungen 

( Eingegangen am 1. _Februar 1972) 

Small Angle X-Ray Study o/Adenovirus Type 2 Hexon 

The small angle scattering of hexon dissolved in ammonium 
acetate buffer was investigated. The radius of gyration was 
found to be 47 A and the radius of gyration of the cross-section 
30 ~-. If the molecules are cylindrical or prismatic, as indicated 
by the electron microscopy, the length of the molecule would be 
125 A. The results indicate that  the hexon molecule in solution 
has the same shape as found by electron microscopy. 

Die Kleinwinkelstreuung von Hexon in Ammoniumacetat- 
puffer wurde untersucht. Aus den Streukurven wurden der 
Streumassenradius zu 47 ~_ und der Querschnittsstreumassen- 
radius zu 30 A ermittelt. Wenn die Molekiile zylindrisch oder 
prismatisch sind, wie die Elektronenmikroskopiestudien andeu- 
ten, ware die Lgnge des Molekiils 125 A. Die Ergebnisse zeigen, 
dab das Hexonmolekiil in L6sung dieselbe Form hat, wie mit  
Elektronenmikroskopie gefunden wurde. 

E i n l e i t n n g  

Das Hexon der Adenoviren macht  den Haup tan te i l  an Capsid- 
Prote in  dieser Klasse grol~er ikosaedrischer DNS-Viren aus. Das Hexon 
des Adenovirus  Typ 2 wurde mittels  verschiedener physikalischer u n d  
chemischer Methoden untersucht .  Eine Zusammenfassung finder m a n  an 
anderer Stelle 1. I m  Zusammenhang  mi t  der vorliegenden Arbeit  sind die 
elektronenmikroskopischen Unte rsuchungen  yon  besonderem Interesse 2,3. 
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Ziel der vorliegenden R6ntgenkle inwinke lun te rsuehung  war es, festzu- 
stellen, ob die Hexonmolekii le in L6sung dieselbe Gestal t  haben,  wie es 

die Aufnahmen  mi t  dem Elektronenmikroskop ve rmuten  lassen. 

E x p e r i m e n t e l l e s  zu r  R 6 n t g e n m e t h o d e  

Die Streukurven wurden mit einer Kratky-Kamera aufgenommen. Die 
Kamera war mit einem meehanisehen Sehrittzghler ausgestattet und an der 
Breitseite des Focus einer Cu-R6ntgenr6hre angebraeht. Die Abmessungen 
des Focus betrugen 2 • 12 mm 2. Auf diese Weise erhielten wir einen Primgr- 
strahl ,,unendlieher" Lgnge. 

Die gestreute Strahlung wurde mit einem Proportionalzghler in Ver- 
bindung mit einem Impulsh6hendiskriminator registriert. Die Proben 
befanden sieh in Mark.Kapillaren, Durehmesser 0,1 em. Die Temperatur 
betrug 22 ~ 

Es wurden zwei Reihen yon Mel3kurven aufgenommen: 1. Hexon- 
konzentration 4,0 rag/era a. Eintri t tsspalt  60 ~. ZghlerspMt 0,0130-1 em ~. 
Der K~-Beitrag zur gemessenen Intensi tgt  wurde dureh ein l~eehen- 
verfahren 4 eliminiert. Die Intensitgten im Winkelbereieh unter 3 �9 10 -s rad 
wurden n i t  4 �9 104 vorgegebenen Impulsen gemessen. Im restlichen Bereieh 
wurden 2 �9 104 Impulse vorgegeben. 

2. Hexonkonzentration 6,6rag/era 3. Eintrit tsspalt  150~. ZghlerspMt 
0,0325 �9 1 em e. Zur Absorption der Kg-Strahlung wurde eine 20 ~z starke 
Niekelfolie in den Weg des Primgrstrahls eingebraeht. Zur Registrierung 
aller Intensi~gten wurden 105 Impulse vorgegeben. Die Streukurven ~warden 
viermal aufgenommen. (Die endgiiltigen Messungen wurden alle in Aarhus 
durehgeffihrt, die meisten Voruntersuehungen fanden hingegen in Uppsala 
statt.) 

B e r e i t u n g  de r  H e x o n p r o b e n  

Die Reinigung des Hexons effolgte naeh dem Veffahren von Pettersson 
und Mitarb. 2, in dem als letzter Reinigungssehritt pr/~parative Polyaeryl- 
amid-Geldektrophorese verwendet wirdL 

Auf diesem Wege hergestelltes Hexon is~ naeh folgenden Kri~erien 
homogen: analytisehe Polyaerylamid-Gelelektrophorese bei pH8 ,0  und 
pI-I 9,5 ; Immunelektrophorese; Ultrazentrifugierung ~ und Elektronen- 
mikroskopie =. Die Hexonprgparate wurden dureh Druekdialyse auf 4 bis 
6 rag/era a konzentriert und  48 Stdn. gegen 0,01~-Ammonaeetatpuffer, 
pH 6,5, diMysiert. Einige Prgparate wurden zum Sehutz gegen Bakterien 
mit 0,1% (Gew/Vol) NaN3 versetzt. 

E r g e b n i s s e  

I m  folgenden werden die gemessenen In tens i tg t en  u n d  die aus den 
experimentel len K u r v e n  abgelei teten GrSBen durch einen Querstrich 
fiber d e n  entspreehenden Symbol  gekennzeichnet.  

Die St reukurve  tier HexonlSsung der Konzen t r a t i on  6,6 mg/cm a 
zeigt sehr geringe Submax ima  (Abb. 1). Die K ur ve  wnrde mittels  der 
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Programme yon Heine und Roppert 5, ~ uad Kornerup 7 entschmiert. Das 
Guinier-Diagramm der Streumassenquerschnittsfuaktio1i (Abb. 2) zeigt 
einen linearen Bereieh, der bei einem Winkel begi1iiit, der einem D-Ab- 
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Abb. 1. Gemessene S~reukurve. Konzentration 6,6 mg/cm a o. In der mit zx 
bezeichne~en Kurve ist der Intensit/itsmal3si~ab auf d~s Zehnfaehe vergr613ert 

stand voa 80 ~ entspricht. Aus der negativen Steigu1ig p der Geraden 
wurde ein Quersehnittsstreumassenradius Rq bereeh1iet. 

0,4343 "p 

Aus den drei Kurven bereeh1ieten wir folgende Werte: 

Rq = 29,8_~: Heine und Roppert, graphisehe Tangentenbestim- 
mung. 

Rq = 30,1 ~ :  Heine nnd Roppert, analytische Tangentenbestim- 
m l l n g .  

Rq = 29,9 _~ : Kornerup. 
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Aus den Guinier-Diagrammert der Hexonl6sung mit 4,0 mg/cm a 
(Abb. 3) berechneten Mr den Streumassenradius 

R = ~  o~45- p 
p is~ die rmgal)ive Steigung der GeraderL 

O 

Abb. 2. Guinier-Diagramm der Streumassenquerschnittsfunktion. Konzen- 
~ration 6,6 mg/cm 8. Die Kurven zeigen den Erfolg dreier En~schrnier- 
verfahren. Heine und Roppert, analytische Tangentenbes~immung x ;  
Heine und Roppert, graphische Tangentenbestimmung A ; P. Kornerup und 
B . T .  Jensen O. Die Kurven sind in Richtung der Ordinate willkfirlieh 

gegeneinander verschoben 

Die abgeleiteten Gr6f]ert sind: 

= 46,3/~ aus der gemessenen Streukurve, 

R = 46,2/~ aus der Streukurve unter rechnerischer Beriicksichtigung 
der ~-Strahluag. 

Die Abweichurtg vom Verlauf der Geradert im Bereich kleinster 
Winkel k6nnte durch interpartikulare Interferenz verursach~ werden. 
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Abb.  3. Guinier-Diagramm der  gemessenen  S t r e u k u r v e  vo r  o u n d  n a c h  
Monochroma t i s i e rung .  K o n z e n t r a t i o n  4 , 0 m g / c m  3. Die  K u r v e n  s ind  in 

R i c h t u n g  de r  O r d i n a t e  wit lki i r l ich v e r s c h o b e n  

log I 
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0!~ 2, 2, 0!, "~o3~,0' 

Abb.  4. Guinier.Diagramm der  S t r e u k u r v e  n a c h  Gl~t ten ,  Monochrom~t i s i e r en  
u n d  E n t s c h m i e r e n  o bzw. n a c h  Monochromat i s i e ren ,  G l iS t en  u n d  E n t -  
s chmie ren  + .  K o n z e n t r a t i o n  4,0 mg/cma.  Die K u r v e n  s ind  in R i c h t u n g  der  

O r d i n a t e  wil lki i r l ich v e r s c h o b e n  
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(Die Konzentratioasabh~rlgigkeit soU in einer folgenden Arbeit unter- 
sucht werden.) 

Die Streukurven wurden mittels des Programmes yon Schmidt s eat- 
schmiert. 

Ans den Guinier-i)iagrammerl berechneten wir folgende Streumassen- 
radiea (Abb. 4): 

R = 46,6 A: Gli~tten, Monochromatisieren und Entschmierem 
R = 47,0 A: Monochromatisieren, G1/~tten and Entschmierem 

D i s k u s s i o n  

Der ]i~eare Teil im Guinier-I)iagramm der Streumassenqnerschnitts- 
funktioa zeigt, dab man die Hexonmolekiile niiherungsweise als zylin- 
drisch oder prismatisch beschreiben kann. Aus den Werten R = 47 A 
und Rq = 30 A berechnet sieh die Li~nge des Molekiils zu 125 A. 

L = ] / ( ~ 2  _ R q 2 ) / 1 2  

I)ieser Wert stimmt gut mit den Ergebnissen der Elektrormn- 
mikroskopie iiberein, nach denen die li~ngste Dimension 120 • betri~gt. 
Ein Molekiil von der Gestalt eines Ellipsoids miigte wesentlich 1/~nger 
sein und kann daher mit Sicherheit ausgeschlossen werden. 

])as Guinier-i)iagramm der Streumassenquerschnittsfunktion (Abb. 2) 
zeigt im Bereieh gr6Berer Streuwinkel eine negative Abweichung vom 
Verlauf der Geraden. Man kann also auf einen ziemlich regelm'~l~ig 
geformten Querschnitt schlieBen. Im augenblicklichen Stadium unserer 
Untersuchnnge~ ist es nicht m6glich, zwischen verschiedenen Modellen, 
wie nahezu regelms Kreiszylinder, nahezu regelm/iBiger dxeiseitiger 
Kubus oder hexagonales Prisma, zn unterscheiden. Wir k6nnen jedoch, 
von verschiedenen Annahme~ ausgehend, ei~ige Berechnungen anstellem 
Ein yeller Kreiszylinder Rq = 30 A ffihrt zu einem Radius vo~ 42 A. 
Ein entsprechender Hohlzylinder, dessen lichte Weite ein Drittel des 
AuBenradius ausmachen m6ge, erggbe einen Radius yon 40 A. Often- 
sichtlich h/~ngt ~lso der Aul]endurchmesser nicht stark yea  einer tt6hlung 
des Zylinders ab (80--84 A). Ein quadratisches Prisma wiirde zu gerin- 
geren AusmaBen (73--74 A) fiihre~, ein hexagonales Prisma zn da- 
zwischenliegenden Werten. Der auf elektronenmikroskopischem Weg 
gefundene Wert ist 80 A, nnd Hgglund a beschreibt die Struktur folgender- 
maBen: ,,Das Hexon sah aus wie ein Hohlprisma mit hexagonalem 
Umrig." Es ergibt sich also sehr gute (Jbereinstimmung zwischen den 
Ergebnissen der Elektronenmikroskopie und denen der R6ntgenklein- 
wir~kelstreuung. Beide Methoden weisen darauf hin, dab Hexonmolekiile 
in L6sung dieselbe Gestalt haben, wie man sie unter dem Elektrmmn- 
mikroskop beobachtet. 
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Es sei hier noch eine andere interessante Beobachtuag erwghnt. 
Durch Gelfiltration wurde der Stokessche Radius des Molekfils in LSsung 
best immt 1. Das heiBt, die Gelfiltration wurde mit Proteinen ,,geeicht", 
deren Stolcessche Radien bekannt  sind, uad hieraus fiir Hexon ein 
Stolcesscher Radius yon 60,3 A ermittelt. Diesen Radius besa~e das 
Molekiil, ware es kugelfSrmig. Eia  derartiger l~adius lgl3t sich auch aus 
dem Streumassenradius berechnen. Sein Wert  ware 61 A. Diese Uber- 
eiast immung ist verbliiffend gut und vielteicht nur zufgllig, iedoch 
diirfte maa  auf Grund dieser Ergebnisse eine in grSBerem Mal3e statt- 
fiadende gui3ere Hydratisierung am Hexonmolekiil aussehliel~en. 

Wir habea vor, wean es geliagt h6herkonzeatrierte LSsungen herzu- 
stellen, die Streukurven genauer und im Bereich grS~erer Strenwinkel zu 
messen nnd hoffen, dana mehr fiber die Strnktur dieser Molekiile zu 
erfahren. 

Wir dankea Herra  Dr. Stefan HSglund fiir die wertvollen Diskus- 
sionen beim Vergleich unserer Ergebnisse mit  denen der Elektronen- 
mikroskopie. Die Autoren mSchten auch Frl. Genomarta Ponce fiir ihr 
technisehes Geschick, mit  dem sie uns half, danken. Einer vort uns 
(B. T . J . )  dankt  Herrn Prof. S. E. Rasmussen fiir die ermutigendert 
Diskussionen und Ratschlgge ffir ihre Arbeit mit  der RSntgenklein- 
winkelstreuung. Der Staatliehe Dgnische Wissenschaftsfonds hat  die 
Kosten ffir die RSntgenkleinwinkelausrfistung in Aarhus getragen. 
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