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Small Angle X-Ray Scattering Studies on a Dissociation Pro-
duct of Helix Pomatia «-Haemocyanin

x-Haemocyanin of Helix pomatia was split into homo-
geneous fragments in an ethanolamine/HCl 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 nm3, 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 B-haemocyanin.

Einleitung

Hamocyanine sind die blauen Blutfarbstoffe vieler Arthropoden
und Mollusken. Dabei iitbernehmen im Gegensatz zu Hdmoglobin zwei
Rupferatome die reversible Bindung eines Sauerstoffmolekiils?, 2.

Die groBten Himocyanine kommen in der Klasse der Gastropoden
vor. So hat3 4 das Hamocyanin der Weinbergschnecke Helix pomatia
ein Molekulargewicht von 9x 108,

* Herrn Prof. Dr. Dr. h.c. 0. Kratky zum 75. Geburtstag mit den
herzlichsten Glickwiinschen gewidmet !
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Dieser Blutfarbstoff der Weinbergschnecke besteht aus zwei Kom-
ponenten, die o- und B-Hiémocyanin genannt werden. Die erste Unter-
scheidung war, daf die «-Komponente in 1M-NaCl-Losung bei pH 5,7
in 2 Teile zerfillt, der p-Anteil nicht®. Inzwischen sind weitere Unter-
schiede bekannt geworden, zum Beispiel verschiedenes Verhalten bei
Dialyse und Dissoziation: 7.

Erste Rontgenkleinwinkeluntersuchungen an einem Héamocyanin
wurden bereits 1943/44 vorgenommen8, allerdings mit apparativ un-
zulinglichen Mitteln. Weitere Untersuchungen wurden am Grazer
Institut ab 1970 durchgefithrt® ® und lieferten wichtige Resultate
iiber verschiedene Molekiilparameter und die Gestalt des Molekiils.
Danach ist das Hamocyanin der Helix pomatia ein Hohlzylinder aus
kugelférmigen Untereinheiten?.

Nach dhnlichen Versuchen am B-Anteil!® wurde auch bei der a-
Komponente versucht, durch Untersuchungen der Dissoziations-
produkte Aufschliisse iiber die Quartirstruktur des Molekiils zu ge-
winnen. Uber eines dieser Bruchstiicke wird hier berichtet.

Material

a-Hamocyanin der H. pomatia wurde nach Heirwegh et al.1! prdpariert.
Diese Lésung, deren Konzentration bei 80 mg/ml lag, wurde im Grazer
Institut 36 Stdn. gegen einen Athanolamin/HCl-Puffer, pH = 10,2, di-
alysiert. In diesem Puffer, der eine Ionenstérke I = 0,01 aufwies, sollten
nach Siezen und Van Driel® Zwanzigstel des Molekils vorliegen. Ein Ultra-
zentrifugenlauf (Abb. 1) bestdtigte die Homogenitét der Ldsung. Wegen
der extrem niederen Ionenstérke (Primary Charge Effect) konnten die
Sedimentationskonstante und das Molekulargewicht des Teilchens nicht
genau berechnet werden.

Fir die Konzentrationsbestimmung mit einem Spektralphotometer
bei 278 nm in 0,10 -Na-Tetraborat, pH = 9,2, wurde ein Extinktions-

koeffizient von Ai Z‘}l = 14,16 verwendet!l.

Methodik

Die Réntgenkleinwinkelmessungen wurden mit einer Philips PW 1140-
Anlage (50 kV, 30 mA) mit Kupfer-K-Strahlung durchgefiihrt. Als Klein-
winkelkamera wurde die im Grazer Institut entwickelte Type!? verwendet.
Ein elektronisches Schrittschaltwerk® ermdglichte einen kontinuierlichen
Tag- und Nachtbetrieb. Die Lésungen wurden in Markkapillaren von
1 mm Durchmesser bei 4 °C untersucht. Die Registrierung der gestreuten
Strahlung erfolgte mit einem Proportionalzéhlrohr; ein Impulshéhen-
diskriminator, auf Cu-K-Strahlung eingestellt, eliminierte die Brems-
strahlung.

Die erhaltenen Werte wurden mit verschiedenen EDV-Programmen
an einer Univac 494 weiterverarbeitet. Das Programm Fylax? mittelte
die verschiedenen Streukurven, zog die Blindstreuung ab, dividierte die
Intensitdten durch die verschiedenen Konzentrationen ¢ und berechnete
die Fehlerwerte. Der Kollimationseffekt, der durch die Verwendung eines
strichférmigen Primérstrahls auftrat (,,Verschmierung‘‘), wurde gemein-
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sam mit der CuKf-Strahlung durch das Programm Desmglatt von ({atter'®
eliminiert. Der Anteil der K@-Linie wurde durch Absorption dieser Strah-
lung mit einem 30 um Ni-Filter festgestellt. Die Primdirintensitét, die
zur Molekulargewichtsbestimmung bekannt sein muBte, wurde mit Hilfe
eines nach der Rotatormethode geeichten Lupolenplittchens bestimmt 6, 17,

Wegen des langen Guinierbereiches!® der Streukurve konnte auf die
Verwendung eines zweiten kleinen Eintrittsspaltes zur Erzielung einer
hoheren Aufldsung verzichtet werden; der gesamte Streubereich wurde
mit einem 120 pm-Spalt vermessen und nach innen in der Guinierauftragung
extrapoliert. Mit 107 Punkten wurde ein Winkelbereich von 0,0023 bis
0,12 radians erfaf3t.

Vier verschiedene Konzentrationen wurden vermessen, sie lagen zwi-
schen 6,7 und 34,3 mg/ml. Die Zahl der registrierten Impulse lag pro Mef3-
punkt bei 100 000, was einem relativen statistischen Fehler von etwa
0,39, entspricht.

Resultate
Streumassenradius

Bei Vorliegen aller rdumlichen Orientierungen eines Teilchens in
einer Losung ist der Innenteil der Streukurve nach Guinier!® eine
Gaufische Kurve. Aus der Auftragung — Logarithmus der Streu-
intensitit gegen das Quadrat des Streuwinkels — erhdlt man eine
Gerade, deren Neigung dem Streumassenradius B direkt proportional
ist. Durch die Verlingerung zu kleinsten Winkeln erhalt man die Streu-
intensitit beim Winkel Null (Nullintensitit), die dem Molekularge-
wicht und dem Volumen direkt proportional ist. Die aus dieser Auf-
tragung (der sogenannten Guinierauftragung) erhaltenen Werte des
Streumassenradius und der Nullintensitdt sind mit einem Konzentra-
tionseffekt behaftet und miissen graphisch auf die Konzentration
null extrapoliert werden. Abb.2 zeigt die entschmierten Innenteile
der Streukurve in Gusnierauftragung. Der so erhaltene Wert fiir den
Streumassenradius war 7,35 4 0,2 nm.

Bine andere Moglichkeit, den Streumassenradius zu bestimmen, ist
die Korrelationsfunktion vy ()%, wobei man unter Korrelationsfunk-
tion die Wahrscheinlichkeit versteht, auf zwei Punkte im Abstand r
innerhalb des Teilchens zu stofen. R ergibt sich aus folgender Be-
ziehung:
v{r)yridr
Rt (1)
2[y(r)r2dr
0

g

v (r) wird durch Fouriertransformation der gestreuten Infensitdt er-
halten. AuBler dem Streumassenradius wird aus der Korrelations-
funktion noch der gréBte Durchmesser Dmax innerhalb eines Teilchens
erhalten, da v (r) bei diesem Wert null wird.
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Fiir den Streumassenradius wurde aus der Fouriertransformation
ein. Wert von 7,46 nm erhalten, fiir Dyax 23,9 nm. Wihrend der Streu-
massenradius auf Fehler im extrapolierten Innenteil nicht sehr empfind-
lich reagiert, machen sie sich im maximalen Durchmesser leider sehr
bemerkbar. Da der ¥ehler bei der Extrapolation auf die Konzentra-
tion null relativ grofl war (4 59,), ist auch der Wert fiir Dyax mit
Unsicherheiten behaftet.

/bg I/c

10%+ (28 )% radians®

Abb. 2. Guinierauftragung der Innenteile der entschmierten Streukurven

eines Bruchstiicks des «-Hémocyanins der H. pomatia. Kurve 1:

¢ = 6,67 mg/ml; Kurve 2: ¢ = 10,28 mg/ml; Kurve 3: ¢ = 25,19 mg/ml.
I = Intensitat (Impulse/sec)

Molekulargewicht

Fiir das Molekulargewicht, das direkt proportional der Nullintensi-
tat und indirekt proportional dem Quadrat der Elektronendichte-
differenz zwischen geléstem Makromolekiill und Ldsungsmittel ist,
wurde ein Wert von rund 300 000 erhalten. Dabei wurde auf eine
eigene Messung des isopotentialen spezifischen Volumens vy’ verzichtet
und der Wert von 0,727 cm3 g-1 aus fritheren Bestimmungen2® ver-
wendet. Da Ultrazentrifugenuntersuchungen der Zwanzigstel des
o-Hémocyanins ein Molekulargewicht von 365000 bis 450 000 er-
gaben, kénnte entweder das hier untersuchte Bruchstiick kleiner sein
oder es lieferte die Molekulargewichtsbestimmung mit Hilfe der
Rontgenkleinwinkelstreuung einen zu tiefen Wert. Viel wahrschein-
Licher ist der zweite Fall, da, wie bereits erwihnt, die Nullintensitét
nur mit einem relativ groBen Fehler erhalten wurde und das ermittelte
Molekulargewicht daher nur eine halbquantitative Grofie darstellt.
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Volumen wnd Hydratation

Das Volumen eines gelésten Makromolekiils ist direkt proportional
der Nullintensitit und indirekt der Invariante @°. Die Invariante

o«

Q=[I126)2d26 @)
0

wurde auf folgende Art berechnet: Soweit die MeBgenauigkeit es zu-
liel, wurde graphisch nach Simpson integriert (0—0,07 radians), der
AuBenteil, der nach k/(2 0)* abfillt, wurde nach Bestimmung von £
analytisch bis co bestimmt. Der auf diese Art erhaltene Wert fiir das
Volumen des Teilchens war 588 nm3.

Kurvengestalt

Abb. 3 zeigt die Streukurve in doppelt-logarithmischer Darstellung.
Aus der Lage der beiden ausgeprigteren Minima im AuBenteil, die
eine charakteristische Distanz aufweisen, kann man nach Glatter®
bei Vorliegen kugelférmiger Untereinheiten deren Radius berechnen.
In diesem Fall betrug er 2,68 -+ 0,2 nm.

Diskussion und Modelle

Die in dieser Arbeit untersuchten Bruchstiicke sind wahrscheinlich
identisch mit den in der Literatur beschriebenen sogenannten ,,Zwanzig-
steln* des ganzen Molekiils®. Die im AuBenteil der Streukurve auf-
tretenden. Minima weisen darauf hin, daB das untersuchte Fragment
aus annidhernd kugelférmigen Untereinheiten aunfgebaut ist; die glei-
chen Minima wurden bei den Streukurven des ganzen Molekiils der
«- und B-Komponente und verschiedenen anderen Bruchstiicken des
Molekiils gefunden?®: 1% 22, Aus dem Invariantenvolumen des in der
vorliegenden Arbeit beschriebenen Bruchstiickes und dem Volumen
der kugelférmigen Untereinheiten errechnet sich die Zahl der Unter-
einheiten zu 6 bis 9. Bei genaueren Messungen an dem offenbar identi-
schen Bruchstiick der B-Komponente, den ,Zwanzigsteln™, hatten
wir einen Radius der kugelformigen Untereinheiten von = 2,5 nm
gefunden und als wahrscheinlichsten Wert fiir die Zahl der Unterein-
heiten acht bis neun ermittelt.

Abb. 3 bringt einen Vergleich der Streukurve des vorliegenden
.. Zwanzigstel’-Bruchstiickes der a-Komponente mit jener der §-Kom-
ponente!®. Da die Streukurve und auch die Molekiilparameter, wie
aus der Tabelle ersichtlich, sehr dhulich sind, wurde zur Bestimmung
eines streuungsiquivalenten Modells auf die bereits fiir das entspre-
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2.0

log I/c

log A

Abb. 3. Vergleich der Streukurven der B-Hémocyanin-Zwanzigstel?

( ) und des Dissoziationsproduktes des o-Hémoeyanins (- ) von H.

pomatia. I = Intensitdt, ¢ = Konzentration der Lésung, h = (4 =/} -
- sin B; O = halber Streuwinkel

Tabelle 1. Vergleich einiger Molekilparameter eines Bruchstiickes des o-
Hdamocyanins der Helix pomatia wnd der Zwanzigstel des B-Hdamocyanins?®

Unter-  Zahlder
R[nm] V[nm?3] Dmax[nm] einheiten Unter-
[nm] einheiten

Bruchstick des
a-Hamocyaning 7,44 0,2 588 4109 23,94 2,0 2,684-0,2 6—9

Zwangzigstel des
B-Hamocyanins 7,6 40,1 63545% 21,9410 25+£0,1 8—10
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0, =27nm
Dmax =21nm
o b
Omax =28nm Omax =25nm
c d
Onax =28nm
Omax=19nm
. . . P -10 0 .0
Abb. 4. Theoretische Modelle {—~—--- ) und ihre Streukurven im Vergleich
zur experimentellen Kurve (———) eines Bruchstiicks des a-Hidmocyaning

der H. pomatia. B = Streumassenradius, weitere Symbole wie in Abb. 3.
Ausfihrliche Erklarungen im Text

chende Bruchstiick der B-Komponente berechneten Modelle zuriick-
gegriffen®. Die etwas gegeniiber dem B-Bruchstiick verschobene Lage
der beiden AuBenteil-Minima ist wahrscheinlich auf die wesentlich
niedrigere Tonenstérke der hier untersuchten Losung (0,01 gegeniiber 1,0)
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und auf die dadurch verursachte Quellung der Untereinheiten zuriick-
zufithren.

In Abb. 4 sind einige Modelle zu sehen, die nach elektronenmikro-
skopischen Bildern von Siezen und van Bruggen erstellt wurden.

Die Zahl der Untereinheiten der Modelle betrdgt 8—10. Ein streu-
ungséquivalentes Modell sollte in der Streukurvenform mit der ex-
perimentellen Kurve tbereinstimmen und auch die gleichen charak-
teristischen Daten, wie Streumassenradius und maximalen Durchmesser,

log T

Abb. 5. Modell des Bruchstiicks des o-Hémocyanins der H. pomatia und

Vergleich der theoretischen Streukurve (————- ) mit der experimentellen eines

Bruchstiicks des «-Héamocyaning der H. pomatia (Symbole siehe Abb. 3).
Das Modell besteht aus 8 Untereinheiten mit einem Radius von 2,5 nm

besitzen. Alle sichelférmig gebogenen Modelle (Modell a, ¢, e und d)
wiirden zwar in der Kurvenform in erster Naherung passen, wie der
Vergleich mit der experimentellen Streukurve in Abb.4 zeigt, be-
sitzen aber einen zu grofen Streumassenradius und einen zu groBen
Durchmesser. Ringformige oder kompakte Modelle (Modell b und f)
sind auf Grund ihrer Kurvenform auszuschlieBen. Die befriedigendste
Ubereinstimmung zeigte das Modell in Abb. 5, das fiir die B-Kompo-
nente ermittelt wurde. Dieses Modell wurde nach den neuesten morpho-
logischen® und biochemischen Ergebnissen2?* gebaut. Es besteht aus
acht Untereinheiten mit einem Radius von 2,5 nm.

Befriedigenden Aufschlull dariiber, in welcher Form das unter-
suchte Bruchstiick tatsichlich vorliegt, kénnen weitere Messungen
an grofleren Bruchstiicken — insbesondere dem Dimeren des in der
vorliegenden Arbeit beschriebenen Bruchstiickes — bringen.
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