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Small Angle X-Ray  Scattering Studies on a Dissociation Pro- 
duct o] Helix Pomatia c~-Haemocyanin 

~-Haemocyanin of Helix pomatia was split into homo- 
geneous fragments in an ethanolamine/HC1 buffer, pH 10.2 
and ionic strength 0.01. These fragments were studied by 
small angle X-ray scattering. The following results were 
obtained: radius of gyration 7.4 nm, volume 588 nm 3, maximal 
diameter of the particle 23.9 nm, radius of the spherical sub- 
units 2.5 nm and number of the subunits 6-9. With this in- 
formation models of the particles were built  and their theo- 
retical scattering curves compared with the experimental 
one. Concerning molecular parameters and shape of the curve 
the results agreed within the limits of error with a study on 
the twentieths of the ~-haemoeyanin. 

E i n l e i t u n g  

Hamocyan ine  si~d die b lauen Blutfarbstoffe vieler Ar thropoden 
u n d  Molluskem Dabei i ibernehmen im Gegensatz zu H/~moglobin zwei 
Kupfera tome die reversible B indung  eines Sauerstoffmo]ekiils l, 2. 

Die gr61~ten Hamoeyan ine  kommen  in der Klasse der Gastropoden 
vor. So ha t  ~, 4 das H/~mocyanin der Weinbergschneeke Helix loomatia 
ein Molekulargewieht yon  9 • 10 6. 

* Herrn Prof. Dr. Dr. h . c . O .  Kratky zum 75. Geburtstag mit  den 
herzlichsten G16ekwfmsehen gewidmet! 
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Dieser Blu t farbs tof f  der  Weir tbergschnecke bes teh t  aus zwei Kom-  
ponenten ,  die ~- u a d  ~-H~mocyanin  genann t  werden. Die erste Unter-  
scheidung war, dab  die g -Komponen t e  in 1M-NaC1-LSsung bei p H  5,7 
in 2 Teile zerf~llt,  der  ~-Antei l  n ieht  5. Inzwischen sind weitere Unter -  
schiede bekann t  geworden,  zum Beispiel  verschiedenes Verha l ten  bei 
Dia lyse  und  Dissoziatiort  ~, 7. 

Ers te  RSntgenk le iawinke lun te r suchungen  an einem H ~ m o c y a n i a  
wurden berei ts  1943/44 vo rgeaommen  8, al lerdings mit. a p p a r a t i v  un- 
zul&ngliche~ Mitteln.  Wei tere  Unte r suchungeu  wurden am Grazer  
I n s t i t u t  ab 1970 durchgef i ihr t  a, 9 und  l iefcr ten wichtige Resn l t a te  
fiber verschiedene Molekf i lparameter  und  die Ges ta l t  des Molekfils. 
Danach  is t  das  H g m o c y a n i a  der Hel ix  p o m a t i a  ein Hohlzy l inder  aus 
kugelfSrmigen Unte re inhe i t en  9. 

Nach  glmliehen Versuchen am ~-Antei l  1~ wurde  auch bei der  ~- 
K o m p o n e a t e  versucht ,  durch  Unte r suchungen  der  Dissoziat ions-  
p r o d u k t e  Aufschlfisse fiber die Quar t i i r s t ruk tu r  des Molekiils zu ge- 
winnen. (Yber eines dieser Bruchst i icke  wird hier  ber ichtet .  

M a t e r i a l  

~-H/~mocyanin der H. pomat ia  wurde naeh Heirwegh et al. ~1 pr~pariert .  
Diese LSsung, deren Konzentrat ion bei 80 mg/ml lag, wurde im Grazer 
Ins t i tu t  36 Stdn. gegen einen Athanolamin/ttC1-Puffer, p H  = 10,2, di- 
alysiert. In  diesem Puffer, der eine Ionenst/~rke 1 ~ 0,01 aufwies, sollten 
nach Siezen und Van Driel 6 Zwanzigstel des Molekfils vorliegen. Ein Ultra- 
zentrifugenlauf (Abb. 1) bes t~ ig te  die Homogenit~t  der LSsung. Wegen 
der extrem niederen Ionenst/~rke (Primary Charge Effect) konnten die 
Sedimentat ionskonstante und das Molekulargewicht des Teilchens nieht 
genau berechnet werden. 

Ffir die Konzentrat ionsbest immung mit  einem Spektralphotometer  
bei 278nm in 0,1M-Na-Tetraborat ,  p H  = 9,2, wurde ein Extinktions-  
koeffizient yon A 1% = 14,16 verwendet~L 

1 c m  

M e t h o d i k  

Die R5ntgenkleinwinkelmessungen wurden mit  einer Philips P W  1140- 
Anlage (50 kV, 30 mA) mit  Kupfer-K-Strahlung durehgeffihrt. Als Klein- 
winkelkamera wurde die im Grazer Ins t i tu t  entwickelte Type 1~ verwendet. 
Ein elektronisches Schrit tschaltwerk 1~ erm5glichte einen kontinuierlichen 
Tag- und Nachtbetrieb.  Die L5sungen wurden in Markkapil laren von 
1 mm Durchmesser bei 4 ~ untersucht.  Die Registrierung der gestreuten 
Strahlung erfolgbe mit  einem Propor~ionalzs ein Impulsh5hen- 
diskriminator,  auf Cu-K-Strahlung eingestellt, eliminierte die Brems- 
strahlung. 

Die erhaltenen Werte  wurden mit  verschiedenen EDV-Programmen 
an einer Univac 494 wei~erverarbeitet. Das Programm Fylax  1~ mit tel te  
die verschiedenen Streukurven, zog die Blindstreuung ab, dividierte die 
In~ensit~ten durch die verschiedenen Konzentrat ionen c und berechnete 
die Fehlerwerte. Der Kollimationseffekt,  der dureh die Verwendung eines 
strichfSrmigen Prim&rstrahls auftrat  (,,Verschmierung"), wurde gemein- 
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sam mit  der CuK~-Strahlung durch das Programm Desmglat t  yon Glatter 1~ 
eliminiert. Der Anteil  der K~-Linie wurde durch Absorption dieser Strah- 
lung mit  einem 30 Bm Ni-Fil ter  festgestellt. Die Prims die 
zur Molekulargewichtsbestimmung bekannt  sein muf3te, wurde mit  I-Iilfe 
eines nach der Rotatormethode geeichten Lupolenpl/~ttchens best immt 16, iv 

Wegen des langen Guinierbereiches is der Streukurve konnte auf die 
Verwendung sines zweiten kleinen Eintr i t tsspal tes  zur Erzielung einer 
h6heren Aufl6sung verziehtet werden; der gesamte Streubereich wurde 
mit  einem 120 ~m-Spalt  vermessen und nach innen in der Guinierauftragung 
extrapoliert .  Mit 107 Punkten  wurde ein Winkelbereich yon 0,0023 bis 
0,12 radians erfa/3t.. 

Vier verschiedene Konzentrat ienen wurden vermessen, sie lagen zwL 
sehen 6,7 und 34,3 mg/ml. Die Zahl der registrierten Impulse lag pro Mef3- 
punkt  bei 100 000, was einem relativen stat.istischen Fehler von etwa 
0,3% entspricht.  

R e s u l t a t e  

Streumassenradius 

Bei Vorliegen aller rauml ichen  Oriei l t ierungen eines Teilchens in 
einer L6sung ist  der  Inrmntei l  der  S t reukurve  nach  Guinier ~s eine 
GauJ3sche Knrve .  Aus der  Auf t ragung  - -  Logar i thmus  der Streu-  
intensit/s gegen das Quadra t  des Streuwinkels  - -  erhgIt  man  eine 
Gerade,  deren Neigung dem St reumassenrad ius  R d i rek t  p ropor t iona l  
ist. Durch  die Verl/~ngerung zu k le ins ten  Winke ln  erhal t  man  die Streu-  
in tens i t s  beim Wirxkel Nul l  (Null intensi ts  die dem ~o teku la rge -  
wieht  und  dem Volumen d i rek t  p ropor t iona l  ist. Die aus dieser Auf- 
t ragung  (der sogenannten  Guinierauftragung) erha l tenen  Wer t e  des 
S t reumassenrad ius  und  der  Nul l in tens i tg t  sind mi t  einem Konzen t ra -  
t ionseffekt  behaf te t  und  miissen graphisch  auf die Konzen t r a t i on  
null  ex t rapo l i e r t  werden.  Abb.  2 zeigt die en tsehmier ten  Innente i le  
der  S t reuknrve  in Guinierauftragung. Der so erh~ltene W e r t  fiir den 
S t reumassenrad ius  war  7,35 d= 0,2 nm. 

Eine andere  M6gliehkeit ,  den S t reumassenrad ius  zu bes t immen,  is t  
die Kor re la t ions funk t ion  y (r) xs, wobei  man  un te r  Kor re la t ions funk-  
t ion  die Wahrsehe in l ichke i t  vers teht ,  auf zwei P u n k t e  im A b s t a n d  r 
innerhalb  des Teilchens zu stoSen. R ergibt  sich aus folgender Be- 

z iehung:  

~ y  (r) r 4 d r 
RZ _ o (1) 

co 

2 f 7 (r) r z d r 
0 

y (r) wird  durch  Fourier transformation der ges t reu ten  In tens i t~ t  er- 
hal ten.  Aui]er dem St reumassenrad ius  wird aus der  Korre la t ions-  
funk t ion  noch der  grSl~te Durchmesser  Dmax innerhalb  eines Teilchens 
erhal ten,  d a y  (r) bei diesem W e r t  null  wird.  
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Ftir den Streumassenradius wurde aus der Fouriertransformation 
eia Wert  yon 7,46 nm erhalten, fiir Dmax 23,9 nm. Wghrend der Streu- 
massenradius auf Fehler im extrapolierten Innenteil nieht sehr empfind- 
lieh reagiert, maehe~ sie sieh im maximMen Durehmesser leider sehr 
bemerkbar.  Da der Fehler bei der Extrapolat ion auf die Konzentra- 
tion null relativ groB war ( •  5%), ist aueh der Weft  fiir Dmax mit  
Unsieherheiten behaftet. 
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Abb. 2. G u i n i e r a u f t r a g u n g  der Innentei le tier entsehmierten Streukurven 
eines B r u e h s t i i e k s  des  a - H g m o e y a n i n s  tier H .  p o m a t i a .  K u r v e  1: 
c = 6,67 m g / m l ;  K u r v e  2: c = 10,28 m g / m l ;  K u r v e  3: e = 2 5 , 1 9 m g / m I .  

I = I n t e n s i t g t  ( Impulse /see)  

Molekulargewicht 
Fiir das Molekulargewieht, das direkt proportional der Nul]intensi- 

t~t und i~direkt proportionM dem Qnadrat der Elektrone~dichte- 
differenz zwisehen gel6stem Makromolekiil und L6sungsmittel ist, 
wurde ein Weft  yon ruad  300 000 erhalten. Dabei wurde auf eine 
eigene Messung des isopotentialen spezifisehen Volnmens vu' verzichtet 
und der Weft  yon 0,727 emag  -1 aus friiheren Bestimmungen 2~ ver- 
wendet. Da Ultrazentrifugenuntersnehungen der Zwanzigstel des 
~.-Ilgmocyanins ein Molekulargewieht yon 365 000 bis 450 000 er- 
gabert, k6nnte entweder das hier untersuehte Bruchsttiek kleiner sein 
oder es lieferte die Molekulargewiehtsbestimmung mit  Hilfe der 
RSntgenkleinwinkelstreuung einen zu tiefen Wert. Viel wahrsehein- 
lieher ist der zweite Fall, da, wit bereits erwghnt, die Nullintensitgt 
nut  mit  einem relativ groBen Fehler erhalten ~urde mad das ermittelte 
Nolekulargewieht d~her nnr ehle halbquantit~tive GrSl?e d arstellt. 
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Volumen und Hydratation 

Das Volumen eines gelSsten Makromolekiils ist direkt proportional 
der lqullintensitgt und indirekt der Invariante  Q19. Die Invariante  

09 

Q = f l ( 2 0 )  2 d 2 0  (2) 
0 

wurde auf folgende Art berechnet: Soweit die Mel3genauigkeit es zu- 
lieB, wurde graphisch nach Simpson integriert (0--0,07 radians), der 
Aul~enteil, der nach k/(2 0) 4 abfgllt, wurde nach Bestimmung yon k 
analytisch bis ~ bestimmt. Der auf diese Art erhaltene Wert  ftir das 
Volumen des Teilchens war 588 nm a. 

Kurvengestalt 

Abb. 3 zeigt die Streukurve in doppelt-logarithmischer Darstellung. 
Aus der Lage der boiden ausgeprggteren Minima im AuBenteil, die 
eine charakteristische Distanz aufweisen, kann man nach Glatter ~'1 
bei Vorliegen kugelfSrmiger Untereinheiten deren Radius berechnen. 
In  diesem Fall betrug er 2,68 ~ 0,2 am. 

D i s k u s s i o n  u n d  M o d e l l e  

Die in dieser Arbeit untersuchtcn Bruchstiicke sind wahrscheinlich 
identisch mit  den in der Literatur beschriebene~ sogenannten ,,Zwanzig- 
steln" des ganzea Molekiils 2~ Die im Aul3enteil der Streukurve auf- 
trete~de~ Minima weisen darauf hin, dal] das untersuchte Fragment  
aus anngher~d kugelfSrmigen Untereinheiten aufgebaut ist; die glei- 
chert Minima wurden bei deu Streukurven des ga~ze~ Molekiils der 
~- und ~-Kompo~ente und verschiedenen ~nderen Bruchstiicken des 
Molekiils gefunden 9, 10, 32. Aus dem Invariantenvolumen des in der 
vorliegeaden Arbeit beschriebenen Bruchstiickcs und dem Volumen 
der kugelfSrmigen Untereinhei~en errechnet sich die Zahl der Unter- 
oinheiten zu 6 bis 9. Bei genaueren Messungen an dem offenbar identi- 
schen Bruchstiick der ~-Komponente, den ,,Zwanzigsteln", hat ten 
wir einen Radius der kugelf5rmigen Untereinheiten yon z 2,5 nm 
gefundea und als wahrscheinlichsten Weft  ffir die Zahl der Unterein- 
heitea acht bis neun ermittelt. 

Abb. 3 bringt einen Vergleich der Streukurve des vorliegenden 
,,Zwanzigste]"-Bruchstiickes der ~-Komponente mit  jener der }-Kom- 
ponente ~~ Da die Streukurve und auch die Molekiilparameter, wie 
aus der Tabelle ersichtlich, sehr ghnlich sind, wurde zur Bestimmung 
eiues streunngsgquivalenten Modells auf die bereits fiir das entspre- 
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Abb. 3. Vergleieh der S t reukurven  der  ~-t t /~moeyanin-Zwanzigstel  "~2 
(- ) und  des Dissozia t ionsproduktes  des =-H/imocyanins ( .......... ) yon H.  
pomat ia .  I = In tens i tg t ,  c = Konzen t r a t ion  der  L6sung, h = (4=/) ,)-  

�9 sin 0; 6 = halber  Streuwinkel  

Tabelle  1. Vergleich eingger Moleki~lparameter eines Bruchsti~ckes des c~- 
H4mocyanins der Helix pomatia und der Zwanzigstel des ~-H4moeyanins 22 

R Into] V Into 3] 
Unte r -  Zahl der 

Dmax [nm] einhei ten Unter -  
[nm] einhei ten 

Bruchstflck des 
~-H~mocyanins 

Zwanzigstel  des 
-H~mocyanins  

7,4 • 0,2 588 :J= 10~o 23,9 :J:: 2,0 2,68 ~ 0,2 6 - - 9  

7,5 • 0,1 635 i 5% 21,9 ~ 1,0 2,5 :J= 0,1 8 - -10  
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Abb. 4. Theoretische Modelle ( . . . . .  ) und ihre Streukurven im Vergleich 
zur experimentellen Kurve ( ) eines Bruchst~cks des u-H/~mocyanins 
der H. pomatia.  R = Streumassenradius, weitere Symbole wie in Abb. 3. 

Ausfiihrliche Erkl~rungen im Text 

chende Bruchs t i ick  der  ~ -Kompoaen te  berechmeten Modelle zuriick- 
gegriffen 1~ Die etw~s gegeniiber  dem ~-Bruchst i ick  verschobene Lage  
der beiden Aul~enteil-Minim~ ist  wahrscheinl ich uuf die wesent l ich 
niedrigere Ionens t~rke  der bier  un te r such ten  LSsung (0,01 gegentiber  1,0) 
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und auf die dadurch verursachte Quellung der Untereinheiten zuriick- 
zufiihren. 

In Abb. 4 sind einige Modelle zn sehen, die naeh elektronenmikro- 
skopischeu Bildern yon Niezen nnd v a n  B, 'uggen so erstellt wurden. 

Die Zahl der Untereinheiten der Modelle betrggt 8-- I0 .  Ein stren- 
mlgsaquivalentes Modell sollte in der Streukurvenform mit der ex- 
perimentellen Knrve iibereinstimmen uItd aueh die gleiehen eharak- 
teristisehen Daten, wie Streumassenradius und maximalen Durehmesser, 
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Abb. 5. Modell des Bruchstfieks des =-H~moeyanins der H. pomatia und 
Vergleieh der theorotisehen Streukm've ( . . . . .  ) mit der experimentel]en eines 
Bruchs~cks des ~-H/~mocyanins der It. pomatia (Symbole siohe Abb. 3). 

Das !ViodeH besteht aus 8 Untereinheiten mit einem ]~adius yon 2,5 nm 

besitzen. Alle sichelf6rmig gebogenen Modelle (Modell a, c, e und d) 
witrden zwar in der Kurvenform in erster Ngherung passen, wie tier 
Vergleich mit der experimentellen Streukurve in Abb. 4 zeigt, be- 
sitzen aber einen zn grogen Streumassenradins und eirte~ zu grogen 
Durchmesser. Ringf6rmige oder kompakte Modelle (Modell b nnd f) 
sind auf Grund ihrer Kurvenform auszuschtiel~en. Die befriedigendste 
Ubereinstimmung zeigte das Modell in Abb. 5, das fiir die ~-Kompo- 
~ente ermittelt wurde. Dieses Modell wurde nach den neuesten morpho- 
logischen ~3 und biochemischen Ergebnissen 2~ gebaut. Es besteht aus 
acht Untereinheitell mit einem Radius yon 2,5 rim. 

Befriedige~den AufschluB dariiber, in welcher Form das unter- 
suchte Brnchstiick tats~ichlich vorliegt, k6nnen weitere Messungen 
an gr6Beren Bruchstiickert - -  insbesondere dem Dimeren des in der 
vorliegenden Arbeit beschriebenen Bruchstiickes - -  bringen. 



1396 J.  Berger u. a. : 1%Sntgenkleinwinkeluntersuehungen an a-tt/~moeyanin 

D a t t k s a g u n g  

I .  P i t z  und  J .  Berger  d a n k e n  dem (}sterreichischen For~ds zur F6r-  
derung der  wissensehat t l iehen Forsehung  ftir die groBzfigige Unter -  
st i i tzung.  R .  L o n t i e  und  R .  Wi t t e r s  wiinsehen dem Fonds  voor Collectief 
F u n d a m e n t e e l  Onderzoek (Contract  2.0016.76) zu danken.  

Literatur 

1 A .  C. Redfietd,  T.  Coolidge und H. Montgomery,  J. Biol. Chem. 76, 197 
(1928). 

2 R.  Guillemet und G. Gosselin, C. 1%. Soc. Biol. 111, 733 (1932). 
3 E . J .  Wood, W. H.  Bannis ter ,  C. J .  Oliver, R.  Lont ie  u n d  R.  Witters, C. R .  

Biochem. Physiol. 40 B, 19 (1971). 
4 I .  Pi lz ,  O. K r a t k y  und I .  Moring-Claesson,  Z. Naturforsch. 25 b, 600 (t970). 
5 S.  Brohul t  und K .  Borgman,  in:  The Svedberg 1884--1944, S. 429. 

Uppsala :  Almqvist  & Wiksell. I944. 
R.  J .  S iezen  und R. van Driel,  J. 2Viol. Biol. 90, 91 (1974). 

7 C. Gielens, G. Prdaux  und R. Lontie,  Eur. J. Bioehem. 60, 271 (1975). 
s 0.  Kra tky ,  A .  Sekora und H. Friedrich-Freksa,  Sitzber. Akad. Wiss. 

Wien, Math.-naturw. Klasse 1946, Nr. 5; 0. Kratky ,  J.  Polymer Sei. 3, 
I95 (1948). 

9 I .  Pi l z ,  0 .  GIatter und O. Kra tky ,  Z. Naturforseh. 27 b, 518 (1972). 
~o j .  Begger, I .  P i l z ,  R .  Wit ters  und R. Lontie,  Eur. J. Bioehem., einge- 

reicht. 
1~ K .  Heirwegh, H.  Borginon und R. Lontie,  Bioehim. Biophys. Acta 48, 

517 (1961). 
12 0.  Kra tky ,  Z. Elektrochem. 62, 66 (1958). 
la H .  Leopold, Elektronik 14, 359 (1965). 
14 p .  Z ipper ,  Acta Phys. Austr iaca 36, 27 (1972). 
15 O. Glatter, J.  App1. Crystallogr. 7, 147 (1974). 
1~ O. Kra tky ,  I .  P i l z  und P . J .  Sehmitz ,  J.  Colloid Interface Sci. 21, 24 

(1966). 
17 O. Kra tky ,  Makrom. Chem. 35 a, 12 (1960). 
ls A .  Guinier, Ann. Phys. 12, 161 (1939). 
1~ G. Porod, Kolloid Z. 124, 83 (1951). 
20 R.  J .  S iezen und E. F .  J .  van  Bruggen, J. Mol. Biol. 90, 77 (1974). 
21 O. Glatter, Aeta Phys. Austr iaea 36, 307 (1972). 
~ J .  Berger, I .  P i l z ,  R.  Wit ters  u n d R .  Lontie,  Eur. J. Biochem. 73,247 (1977). 
23 j .  F .  L.  van Breemen,  G. J .  Sehuurhu i s  und E. F.  J .  van  Bruggen,  Mor- 

phology of Hel ix pomat ia  hemocyanin and its subunits. Vth Hemo- 
cyanin Meeting, Malta 1976. 

24 C. Gielens, G. Prdaux  und R.  Lontie,  Structural  investigations on ~- 
haemocyanin of Helix pomatia.  Vth I-Iemocyanin Meeting, Malta 1976. 

Korrespondenz und Sonderdrucke: 

Prof .  Dr.  Ingr id  P i l z  
Ins t i tu t  ]iir Physilealisehe Chemic 
Universitdt  Graz 
Heinriehstrafie 28 
A-8010  Graz 
Osterreich 


