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Small-Angle X-Ray Scattering Studies on the X-Ray Induced Aggregation of
Ribonuclease, Lactate Dehydrogenase, Hlyceraldehyde-3-phosphate Dehydrogenase
and Serum Albumin. A Comparison with Malate Synthase

The X-ray induced aggregation of ribonuclease, lactate dehydrogenase
(LDH), glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) and serum
albumin in aqueous solution was monitored in situ by means of small-angle X-
ray scattering. The time dependence of several molecular parameters viz. the
apparent radius of gyration R, the maximum visible diameter D, the mean

degree of aggregation Z, and the mean radius of gyration B was used to
compare the various proteins with each other and with malate synthase which
has been studied previously (P. Zipper and H. Durchschlag, Radiat. and
Environm. Biophys., 1980).

Measurements carried out with ribonuclease, LDH and serum albumin in
the absence of dithiothreitol (DTT) and with GAPDH in the presence of
0.2 mM DTT established the following series for the rates of aggregation of the
proteins under these conditions: ribonuclease > LDH > GAPDH > serum
albumin. The rate of aggregation of GAPDH was found to be of similar
magnitude as that obtained for malate synthase under comparable experi-
mental conditions (presence of 0.2mM DTT, similar X-ray intensity) in our
previous study. Within six hours from the beginning of irradiation (i.e. about
the time required for the exposure of one complete scattering curve under the
conditions of our experiments) the following increases of E resulted: ribo-
nuclease 9%, LDH 7%, GAPDH 4%, serum albumin < 1%. Changes of R
exceeding 1, are, of course, too high to be tolerated in conventional scattering
experiments.

64 Monatshefte fiir Chemie, Vol. 111/4

0026-9247/80/0111/0981/$ 04.80



982 P. Zipper u. a.:

Measurements carried out with LDH and GAPDH in the presence of
2mM DTT established a strong protective effect of DT'T against the X-ray
induced aggregation of these enzymes. The initial increase of £ upon irradiation
of LDH and GAPDH in the presence of 2mM DTT was found to be even lower
than the increase of K& observed when serum albumin was irradiated in the

absence of DT'7T. However, the observed decrease of z of LDH and GAPDH at
the early stages of irradiation suggested the occurrence of fragmentation of the
enzymes as another consequence of radiation damage. This finding is discussed
in context with the results from previous scattering experiments and elec-
trophoretic studies on malate synthase.

( Keywords: Qlyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; Lactate dehydro-
genase, Radiation damage, Ribonuclease, Serum albumin, Small-angle X-ray
scattering )}

Einleitung

Die Technik der Réntgenkleinwinkelstreuung hat sich in bereits
sehr zahlreichen Anwendungen als eine duflerst wertvolle Methode zur
Durchfiihrung von Sfrukturuntersuchungen an Biopolymeren in
Losung erwiesenl—4. Die Moglichkeit des Auftretens von Strahlen-
schiden in der zu untersuchenden Probe wihrend der Réntgenklein-
winkelmessung wurde allerdings bisher, wenn iberhaupt, zumeist nur
beildufig erwahnt. Nur wenige Autoren berichteten iiber Verinde-
rungen der Probe, welche eventuell auf Strahlenschiaden zurickzu-
fithren waren (z.B.5:6). Von mehreren Autoren wurde bei der Durch-
fithrung von Rontgenkleinwinkeluntersuchungen an Enzymen die
Enzymaktivitit vor und nach dem Streuexperiment verglichen; die
beobachteten Unterschiede waren zumeist nur geringfiigig (vgl.711).

Andererseits ist das Phidnomen der Strahlenschadigung von Bio-
polymeren auf Grund der Ergebnisse anderer Untersuchungsmethoden
wohlbekannt. Untersuchungen der Schiadigung von Proteinen in
wilBriger Losung haben gezeigt, dafl die Bestrahlung unter anderem zur
Verinderung der Aminosidurezusammensetzung, zur Zerstérung von
Sekundir- und Tertidrstruktur, zu Strangbriichen, zur Bildung von
Aggregaten und zum Verlust der biologischen Funktion fithren
kanni2-15, Als besonders strahlenempfindlich erwiesen sich die
schwefelhaltigen und die aromatischen Aminoséduren der Proteine.

Daf auch wihrend Rontgenkleinwinkelmessungen durchaus
Strahlenschaden in betrichtlichem Ausmal auftreten kénnen, zeigte
sich deutlich bei der Durchfiihrung von Messungen an der Malat-
synthase16-19. Das aus wahrscheinlich 3 Untereinheiten aufgebaute
Enzym besitzt ein Molekulargewicht von 170 000—187 000 und enthélt
17 + 1 SH-Gruppen®. Bei den Kleinwinkelmessungen konnten mit
zunehmender Bestrahlungsdauer wesentliche Verdnderungen des
Streuverhaltens der Probe festgestellt werden, die sich unschwer als
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Ausdruck einer durch die Bestrahlung ausgelosten Aggregation der
Enzymmolekiile interpretieren lielen. Eine genaue Analyse der bei
einem Langzeitversuch in regelméBigen Zeitabstdnden aufgenomme-
nen Streukurven des Enzyms fithrte schlief§lich zu einem Modell fiir den
riumlichen Ablauf des Aggregationsprozesses!®.2h22. Weiters zeigte
sich, daf} die Aggregationsgeschwindigkeit durch verschiedene Fakto-
ren betrachtlich reduziert werden konnte, so zum Beispiel durch die
Verringerung der Intensitat der Primérstrahlung oder durch die Zu-
gabe von Dithiothreitol (DT'T") oder Ethanol oder den Substraten oder
einem Substratanalogen zur Enzymlésung!?.2l, Die Kombination von
niedriger Primérintensitit und hoher Konzentration von DTT setzte
die Aggregationsgeschwindigkeit so weit herab, dafl Réntgenklein-
winkeluntersuchungen des nativen Enzyms durchgefihrt werden konn-
ten, bei denen, nicht zuletzt dank einem hiufigen Praparatwechsel und
einer strengen Kontrolle der Mefidaten, eine Verfilschung der Resul-
tate durch Strahlenschiden weitgehend auszuschliefen war?3. Diese
Vorsichtsmalnahmen erwiesen sich insbesondere fiir die Untersuchung
von Strukturdnderungen bei der Substratbindung als unumginglich
notwendig.

Zur Klarung der Frage, ob sich die Malatsynthase etwa durch eine
ungewdhnlich hohe Strahlenempfindlichkeit auszeichnet oder ob auch
andere Proteine bei Rontgenkleinwinkelmessungen unter den iiblichen
Bedingungen eine Strahlenschidigung in vergleichbarem Ausmal er-
leiden, fiithrten wir entsprechende Untersuchungen an den Enzymen
Ribonuclease, Lactat-Dehydrogenase (LDH) und Glycerinaldehyd-3-
phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) sowie an Serumalbumin durch.
Diese vier Proteine wurden deshalb gewahlt, da sie alle bereits Gegen-
stand eingehender strahlenbiologischer Untersuchungen mittels
anderer Methoden waren, wobei in vielen Fallen ebenfalls Aggregat-
bildung festgestelit werden konnte24-35. Mit Ausnahme der LDH sind
an diesen Proteinen auch schon mehrmals Rontgenkleinwinkelunter-
suchungen durchgefithrt worden5.11.36—46 Bei den Réntgenkleinwinkel-
messungen an der G4 PDH wurde bereits eine Aggregation beohachtet
diese wurde zum damaligen Zeitpunkt aber nicht auf eine Strahlen-
schidigung des Enzyms zuriickgefithrts.

Die Eigenschaften der von uns verwendeten Proteine sind bereits
ausfiihrlich beschrieben worden%?-5¢. Alle vier Proteine enthalten
Cystein und/oder Cystin: Ribonuclease A aus Rinderpankreas
(M, = 13700) besitzt, 4 Disulfidbriicken, aber keine freie SH-Gruppe;
LDH aus Schweineherz (M, = 140000) besitzt 16 Cystein, aber keine
Disulfidbriicken; GAPDH aus Hefe (M, = 146 000) besitzt 8 Cystein
und ebenfalls keine Disulfidbriicken; Albumin aus Rinderserum
(M, = 66200) enthalt 17 Disulfidbricken und < 1 freie SH-Gruppe.
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LDH und GAPDH sind aus je 4, Ribonuclease und Serumalbumin aus
je 1 Untereinheit aufgebaut.

Die Schutzwirkung von DTT gegen die strahleninduzierte Inakti-
vierung von Enzymen ist wohlbekannt15.51-53, Alg Schutzfaktor gegen
das Auftreten von strahleninduzierten Aggregaten wahrend Rontgen-
kleinwinkelmessungen wurde D77 bisher nur im Fall der Malat-
synthase angewandt18:19.21,23. Durch unsere vorliegenden Unter-
suchungen, iiber die an anderer Stelle bereits kurz berichtet wurded,
solite auch geklart werden, ob D77 auch bei anderen Proteinen als
Schutzfaktor gegen strahleninduzierte Strukturanderungen wéihrend
Rontgenkleinwinkelmessungen Verwendung finden kann.

Methodik

Chemikalien

Dithiothreitol (DT'T) wurde von Calbiochem, Luzern, Phenylmethylsul-
fonylftuorid (PMSF) von Serva, Heidelberg, ultrareines Ammoniumsulfat von
Schwarz/Mann, Orangeburg (USA), bezogen. Alle anderen verwendeten Rea-
genzien waren von analytischem Reinheitsgrad, zumeist von Merck, Darm-
stadt.

Proteine

GAPDH (EC 1.2.1.12) wurde in Anlehnung an bestehende Vorschriften55.56
bel 4°C aus Béackerhefe isoliert: Der Zellaufschlufi erfolgte bei niederer
Ionenstarke in Anwesenheit von D77, EDTA und des Proteaseinhibitors
P MSF mit Hilfe eines Manton-Gaulin Hochdruckhomogenisators (600 kg/em?).
Nach zwei fraktionierten Fallungen mit Ammoniumsulfat (0—65%, 65—85%
Sattigung) und Entsalzung durch Gelfiltration (Sephadex G-50 medium)
erfolgte die weitere Reinigung durch DEAE-Cellulose Chromatographie
(Whatman DE52). Nach Konzentriernng des Enzyms, durch Fallung mit
Ammoniumsulfat (85% Séttigung) und Entsalzung durch Dialyse, wurde das
Enzym mit Aktivkohle behandelt, um coenzymifreies Apoenzym zu erhalten.
Durch mehrmaliges Umkristallisieren aus ultrareinem Ammoniumsulfat
konnte schlieBlich ein elektrophoretisch reines Enzym mit einer spezifischen
Aktivitat von etwa 160 U/mg und einem Verhdltnis Aygy/dog = 2,15 erhalten
werden. Das Enzym wurde als Kristallsuspension in Ammoniumsulfatlésung
aufbewahrt.

Die anderen verwendeten Proteine waren kommerziell erhéltlich:
Ribonuclease A (EC 3.1.27.5) aus Rinderpankreas (Typ III-A) von Sigma,
Miinchen; LDH (EC 1.1.1.27) aus Schweineherz (Kristallsuspension in
Ammoniumsulfatlésung) von Boehringer, Mannheim; Albumin aus Rinder-
serum (krist. reinst) von Serva, Heidelberg.

Proteinlosungen

Zur Herstellung der Losungen fiir die Réntgenkleinwinkelmessungen
wurden die Proteine in den folgenden Puffern gelost und durch ausreichende
Dialyse { > 60 h) bei 4 °C ins Gleichgewicht gebracht: 1/15 M -Kaliumphosphat-
puffer pH 7,0 fiir Ribonuclease und LDH ; 50mM Tris-HCI Puffer pH 7.0 fur
Serumalbumin; 50mM Natriumpyrophosphat-HNO; Puffer pH 8,5, mit
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5mM NagEDT A und 0,2 oder 2mM DTT, fur GAPDH. Die Herstellung einer
an DTT 2mM Losung von LDH erfolgte durch Zugabe einer konzentrierten
DTT-Lésung zur bereits dialysierten Losung. Zur Herstellung aller Losungen
wurde bidestilliertes Wasser verwendet.

Die Konzentrationsbestimmungen der Proteine erfolgten spektralphoto-
metrisch durch Messung der Absorption bei 280nm. Fir 0,1%ige Lésungen

wurden folgende Werte zugrunde gelegt: A,o/° " = 0,695 fiir Ribonuclease,

1,40 far LDH, 0,894 fur GAPDH, 0,66 fiir Serumalbumin.

Falls erforderlich, wurden die Proteinlésungen vor Beginn der Kleinwinkel-
experimente zentrifugiert (Sorvall RC2-B Kihlzentrifuge, 30min bel
20000 rpm).

Rontgenkleinwinkelstreuung

Die Durchfithrung der Réntgenkleinwinkelmessungen und die Auswertung
der Streudaten erfolgte in dhnlicher Weise wie bei fritheren Messungenl9.2t.
Die Arbeit!® enthélt auch einen kurzen Abrifl der Streutheorie. Die Priparate
befanden sich wéhrend der Messung in Mark-Kapillaren von 1mm Durch-
messer und wurden auf 4°C gekiihlt. Alle Rontgenkleinwinkelexperimente
wurden unter Verwendung der nicht monochromatisierten Strahlung einer Cu-
Rohre (betrieben mit 50 kV und 30mA) durchgefithrt. Die fiir die Rontgen-
kleinwinkelstreuung malgebliche integrale Intensitdt der Primirstrahlung
(das ist im wesentlichen der auf die Cu K- und Kg-Linien entfallende Inten-
sitdtsanteil) wurde mit Hilfe eines geeichten Lupolenblattchens®” bestimmt.

Ergebnisse
Die spaltverschmierten Sireukurven

Die Durchfithrung von Réntgenkleinwinkelmessungen an Ribo-
nuclease, LDH und Serumalbumin in Abwesenheit von D77 und von
GAPDH in Gegenwart von 0,2mM DTT erbrachte folgende Ergeb-
nisse. Bei allen vier Proteinen war eine mit zunehmender Bestrahlungs-
dauer fortschreitende Verinderung des Streuverhaltens vor allem im
Bereich kleiner und kleinster Streuwinkel zu beobachten, wobei die
Streuintensitit in diesem Winkelbereich zunahm und die Streukurven
steiler wurden. Dieser experimentelle Befund, welcher eine durch die
Bestrahlung ausgeloste Aggregation widerspiegelt, wird durch die
Abb. 1, 2a, 3¢ und 4 klar zum Ausdruck gebracht. Die Abbildungen
zeigen Guinier-Auftragungen von experimentellen spaltverschmierten
Streukurven, welche in bestimmten, meist regelmafigen Zeitabstinden
aufgenommen wurden. Die aus den Steigungen der eingezeichneten
Geraden berechneten apparenten Streumassenradien R sind in der
Tabelle 1 zusammengefait. Um die einzelnen Proteine besser ver-
gleichen zu kénnen, erfolgt die Angabe der apparenten Streumassen-
radien in relativen Einheiten R/E,, wobei B, der apparente Streu-
massenradius des nicht aggregierten Proteins ist. Wie man der Tab. 1
(Werte fir 0 bzw. 0,2mM DTT) entnehmen kann, nimmt unter den



986 P. Zipper u. a.:

log I {29

/f
()
a
o ° a
° °
o o
a o
[ o
° o
o °
° o
° o
o o
a °
o
° °
° o °
o o o
()] (2] ~J w

o
o
o

W

Moﬂc
- ! .

1 2
—_—p [29)% x 10° [rad?]

Abb. 1. Guinier-Auftragungen von experimentellen Réntgenkleinwinkelstreu-

kurven von aggregierender Ribonuclease (¢ = 10 mg/ml, ohne DT'T'; integrale

Primérintensitit Py =4,4-107 Pulse cm™1s™1). Zeitintervall zwischen auf-

einanderfolgenden Kurven jeweils etwa 8,3h. (/: spaltverschmierte Streu-
intensitdt; 2 &:Streuwinkel)
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Abb. 2. Guinier-Auftragungen von experimentellen Rontgenkleinwinkelstreu-

kurven von aggregierender LDH. a ¢ = 7,1 mg/ml, ohne DTT, P, = 4,09~ 107

Pulse em—1g-L1; Zeitintervall zwischen aufeinanderfolgenden Kurven jeweils

etwa, 7,8h, nur zwischen den Kurven 7 und 8 15,8h; be¢=7,6mg/ml,

2mM DTT, Py = 54107 Pulse em1s71; Zeitintervall zwischen aufeinander-
folgenden Kurven jeweils etwa 14,5h
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Abb. 3. Guinier-Auftragungen von experimentellen Rontgenkleinwinkelstreu-

kurven von aggregierender GAPDH. ac¢=10mg/ml, 02mM DTT,

Py =542-10° Pulse ecm-1s71; Zeitintervall zwischen aufeinanderfolgenden

Kurven jeweils etwa 12,2h; b ¢ = 10mg/ml, 2mM DTT, Py = 5,45-107 Pulse

em~1s71; Zeitintervall zwischen aufeinanderfolgenden Kurven jeweils etwa
12,3h
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Abb. 4. Guinier-Auftragungen von experimentellen Réntgenkleinwinkelstreu-

kurven von aggregierendem Serumalbumin (¢ = 30mg/ml, ohne DT7T,

Py =3,84-10" Pulse cm1s71). Zeitintervall zwischen aufeinanderfolgenden
Kurven jeweils 12,2h
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gegebenen experimentellen Bedingungen der apparente Streumassen-
radius der Ribonuclease am raschesten zu, wihrend die Zunahme im
Fall des Serumalbumins am langsamsten erfolgt. Der apparente Streu-
massenradius der LDH wichst etwas rascher an als der der GAPDH.
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Abb. 5. Stabilititsauftragungen fiir die vier Proteine Ribonuclease (@), LDH
(m, O), GAPDH (A, A) und Serumalbumin (¢). Die Kurven geben die
Abhéangigkeit der aus den Abb.1—4 bestimmten apparenten Streumassen-
radien R von der Bestrahlungsdauer ¢ wieder. Volle Symbole beziehen sich auf
Messungen bei niedriger DT'T-Konzentration (0 bzw. 0,2mM DTT), die aus-
gezogenen Geraden entsprechen dem linearen Anfangsverlauf der Stabilitéts-
kurven unter diesen Bedingungen. Die gestrichelte Gerade ist die Stabilitats-
kurve der Malatsynthase fiar ahnliche experimentelle Bedingungen
(¢ =41,7mg/ml, 0,.2mM DTT, Py = 4,3-107 Pulse em~1571)2L. Leere Symbole
beziehen sich auf Messungen in Gegenwart von 2mM DTT

Dieser Sachverhalt wird durch die in Abb.5 gezeigten Stabilitits-
auftragungen [(}NB/RI)Z gegen das Quadrat 2 der Bestrahlungsdauer]
besonders deutlich zum Ausdruck gebracht (Kurven mit vollen
Symbolen).

Im Gegensatz zu unseren fritheren Messungen an der Malatsynthase,
deren Stabilititskurven tber einen weiten Bereich von # durch
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(eraden approximiert werden konnten!® 2L, ist eine lineare Approxi-
mation bei den vorliegenden Proteinen nur im Anfangsbereich der
Stabilitatskurven moéglich. Im Fall der Ribonuclease krammt sich die
Stabilitatskurve bei hoheren £2-Werten stark nach oben, bei den
anderen Proteinen krammt sie sich nach unten.

Die Enzyme LDH und GAPDH wurden auch in Gegenwart von
2mM DTT vermessen. Die Guinier-Auftragungen der bei diesen
Messungen erhaltenen spaltverschmierten Streukurven sind in den
Abb. 2bund 3b wiedergegeben. Wie man aus dem Vergleich der Abb. 25
mit der Abb.2a, bzw. der Abb. 35 mit der Abb.3a ersieht, sind die bei
der Bestrahlung in Gegenwart von 2mM DTT auftretenden Verdnde-
rungen im Streuverhalten der beiden Enzyme weit geringer als bei der
Bestrahlung in Abwesenheit von DTT (LDH) oder in Gegenwart von
nur 0,2mM DTT (GAPDH). Daher erfolgt auch die Zunahme der
apparenten Streumassenradien in Gegenwart von 2mM DTT
wesentlich langsamer (vgl. Tab.1). Dieser experimentelle Befund
kommt in den Stabilitatskurven (Abb.5, Kurven mit leeren Symbolen)
besonders gut zum Ausdruck. Die Stabilititskurven fiir in Gegenwart
von 2mM DTT bestrahlte LDH bzw. GAPDH verlaufen wesentlich
flacher als die in Abwesenheit von 2mM DTT erhaltenen Kurven. Sie
liegen nun knapp unter der Kurve fir das (in Abwesenheit von D7TT
bestrahlte) Serumalbumin, wobei die Werte fiir die LDH sogar noch
etwas tiefer liegen als die Werte fiir die GAPDH.

Die Abstandsverteilungsfunktionen

Die aus den spaltverschmierten Streukurven durch , Ent-
schmierung'’ erhaltenen Streukurven der vier Proteine wurden Fourier-
transformiert. Die dabei erhaltenen Abstandsverteilungsfunktionen
p (r) sind in den Abb.6—9 wiedergegeben. Wahrend in der Theorie die
Abstandsverteilungsfunktion eines Teilchens nur fiir Abstinde, die
kleiner sind als der groBte Teilchendurchmesser, von null verschieden
ist und fiir alle groBeren Abstinde den Wert null annimmt, kénnen sich
in der Praxis der p (r)-Funktion durch MeBfehler, Interferenzeffekte
und Abbruchseffekte bei der Fouriertransformation Oszillationen iiber-
lagern, welche eine genaue Bestimmung des groBten Teilchendurch-
messers erschweren. Immerhin kann aber die Lage des ersten Null-
durchganges der p (r)-Funktionen in den Abb.6—9 in guter Niherung
als Maf3 fiir den groBiten sichtbaren Teilchendurchmesser D gelten. Mit
Hilfe der p(r)-Funktionen kann also die mit fortschreitender
Aggregation erfolgende Zunahme von D unmittelbar verfolgt werden.
Dariiber hinaus ist die Flidche unter der p (r)-Funktion dem mittleren

Aggregationsgrad Z proportional und aus dem Verhiltnis von zweitem
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Abb. 6. Abstandsverteilungsfunktionen p (r) fur aggregierende Ribonuclease
(ohne DT'T)
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Abb. 7. Abstandsverteilungsfunktionen p (r) fiir aggregierende LDH. a Ohne
DTT; b 2mM DTT
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Abb. 9. Abstandsverteilungsfunktionen p (r) fiir aggregierendes Serumalbumin
(ohne DTT)
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und nulltem Moment der p(r)-Funktion kann der mittlere Streu-
massenradius B berechnet werden.

Die durch Analyse der p(r)-Funktionen erhaltenen Parameter &
E und D (letztere wieder in relativen Einheiten B/R; bzw. D/D;) sind
ebenfalls in der Tab. I angefiihrt. Der Vergleich dieser Parameter fiir
die vier untersuchten Proteine zeigt folgendes:

Die Bestrahlung der Proteine in Abwesenheit einer hohen DTT-
Konzentration fihrt in jedem Fall zu einer Zunahme des Streumassen-

radius £ sowie des Durchmessers D). Ebenso erfolgt unter denselben

Bedingungen durchwegs eine Zunahme des Aggregationsgrades.7;
lediglich im Fall der GAPDH (0.2mM DTT)ist im Anfangsstadium der

Messung ein Absinken von Z auf einen Wert unter 1 festzustellen,

wéhrend bei lingerer Bestrahlung eine betrichtliche Zunahme von &
eintritt.

Die Bestrahlung der Enzyme LDH und GAPDH in Gegenwart von
2mM DTT fihrt ebenfalls zu einer Zunahme von R, die Geschwindig-
keit der Zunahme ist aber wesentlich geringer als in Abwesenheit von
DTT (LDH) oder in Gegenwart von nur 0,2mM DTT (GAPDH). Der

Durchmesser D und vor allem der Aggregationsgrad Z sinken hingegen
zeitweilig auf Werte ab, die kleiner sind als die Ausgangswerte, und
nehmen erst bei lang andauernder Bestrahlung wieder zu. Der
hemmende Einflu einer hohen D7T-Konzentration auf die Aggre-
gation von LDH und GAPDH ist auch unmittelbar aus den p (r)-
Funktionen (Abb.7 und 8) zu ersehen.

Querschnittsauftragungen der entschmierten Streukurven

Die durch die Bestrahlung der vier Proteine verursachten unter-
schiedlichen Veridnderungen des Streuverhaltens im Bereich kleiner
und mittlerer Streuwinkel lassen sich recht gut aunch durch Guinier-
Auftragungen der mijt dem Streuwinkel durchmultiplizierten ent-
schmierten Streukurven (sogenannte Querschnittsauftragungen) sicht-
bar machen.

Im Fall der in Abwesenheit von D1'T bestrahlten Enzyme Ribo-
nuclease und LDH (vgl. Abb. 10 und t1a) kommt es als Folge der
Bestrahlung zu einer betrachtlichen Intensititszunahme im Innenteil
der Querschnittskarven, welche schlieBlich zu Aufsétzen bei den
kleinsten Streuwinkeln fithrt, sowie zu einer deutlichen Intensitédts-
abnahme bei groBeren Streuwinkeln. Bei der in Gegenwart von
0.2mM DTT bestrahlten GAPDH (Abb. 12a) kommt es zwar auch zu
einer Intensititszunahme im Innenteil, diese fihrt jedoch nicht bis zur
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Abb. 10. Querschnitts-Guinier-Auftragungen von ansgewihlten Streukurven
der aggregierenden Ribonuclease (ohne DTT)
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11. Querschnitt-Guinier-Auftragungen von ausgewahlten Strenkurven
der aggregierenden LDH. ¢ Ohne DT'T; b 2mM DTT
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Abb. 12. Querschnitts-Guinier- Auftragungen von ausgewahlten Strenkurven
der aggregierenden GAPDH. a 0.2mM DTT; b 2mM DTT
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Abb. 13. Querschnitts-Guinier-Auftragungen von ausgewéhlten Streukurven
des aggregierenden Serumalbumins (chne DTT)
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Ausbildung von Aufsétzen. Hingegen ist die Intensitatsabnahme im
Mittelteil der bei der LDH beobachteten vergleichbar.

Bei der Bestrahlung in Gegenwart von 2mM DTT kommt es sowohl
bei der LDH als auch bei der GAPDH zu nur geringfigigen Inten-
sitdtszunahmen im Innenteil der Kurven (Abb.115 und 125). Die
Intensititsabnahme bei groferen Streuwinkeln ist verringert, und zwar
bei der LDH in wesentlich starkerem Ausmal als bei der GAPDH.

Die bei der Bestrahlung von Serumalbumin (in Abwesenheit von
DTT) auftretenden Anderungen der Kurvenform in der Querschnitts-
auftragung (Abb. 13) sind sehr klein und denen von LDH in Gegenwart
von 2mM DTT éhnlich (vgl. Abb. 11b).

Diskussion

Die MeBergebnisse an den von uns in dieser Arbeit untersuchten
Proteinen zeigen, dall es bei jedem dieser Proteine wihrend der
Durchfiihrung von Roéntgenkleinwinkelmessungen zu Strahlenschiden
kommt, welche, vor allem in Abwesenheit einer hohen DTT-Konzen-
tration, zur Bildung von Proteiaggregaten fithren, wie aus der be-
obachteten gleichzeitigen Zunahme der Molekiilparameter D, & und R
folgt. o

Das bei der Messung von GAPDH in Gegenwart von 0,2mM DTT
und bei der Messung von LDH und GAPDH in Gegenwart von
2mM DT'T beobachtete zeitweilige Absinken von D und insbesondere
von Z unter die Ausgangswerte bei gleichzeitiger Konstanz oder
geringfiigiger Zunahme von R 148t darauf schlieBen, daB neben der
Aggregatbildung, welche durch DTT offensichtlich gehemmt wird,
auch die Auffaltung von Proteinmolekiilen und die Bildung von
Proteinbruchstiicken als mogliche Folgen der Strahlenschidigung in
Betracht gezogen werden miissen.

Im Fall der LDH kénnte dieses Absinken von D und & teilweise
auch mit dem Auftreten von ausgeprigten Minima in den p(r)-
Funktionen nach dem ersten Nulldurchgang zusammenhingen (vgl.
Abb.7b), welche vielleicht auf verstirkte Interferenzeffekte oder auf
MeBungenauigkeiten zuriickzufithren sind. Andererseits konnte gerade
bei der LDH die Bildung von Proteinfragmenten bei der Bestrahlung
sowohl durch eigene Untersuchungen mittels Polyacrylamid-Disk-
Elektrophorese® als auch durch Untersuchungen anderer Autoren3!
bestétigt werden. Diese Resultate stehen im iibrigen in gutem Einklang
mit den bei der Malatsynthase erhaltenen Ergebnissen, welche ebenfalls
neben Aggregation auch Fragmentierung (und Inaktivierung) als
Folgen der Strahlenschiadigung nachwiesen19.22.59,60 Bej der Malat-

65 Monatshefte fiirr Chemie, Vol. 111/4
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synthase konnte allerdings eine Abnahme von Z in dem hier be-
obachteten Ausmal} nur in einem Fall, ndmlich bei der Untersuchung
eines auBerhalb der Réntgenkleinwinkelkamera in Gegenwart von
0.2mM DT'T vorbestrahlten Enzym-Pyruvat Komplexes, festgestellt
werden®:5%, Pyruvat erwies sich als ein sehr wirksamer Inhibitor der
strahleninduzierten Aggregation von Malatsynthase9,21,52,

Die fritheren Réntgenkleinwinkelmessungen an der GAPDH?3 wur-
den unter Verwendung des exakt gleichen Puffers wie in der vorliegen-
den Arbeit (Pyrophosphatpuffer pH8,5 mit Na,ZDTA und
0,2mM DTT) durchgefiihrt, allerdings infolge der damaligen Problem-
stellung bei der viel hoheren Temperatur von 40 °C. Die damaligen
Messungen ergaben eine Zunahme des apparenten Streumassenradius
um fast 70% und eine solche des Molekulargewichts um rund 90%;
bereits nach einer MeBdauer von etwa einer Stunde ; nach drei Stunden
hatte sich der apparente Streumassenradius bereits nahezu verdrei-
facht und das Molekulargewicht war rund viermal so hoch wie zu
Beginn der Messung. Der Vergleich dieser Ergebnisse mit den in Tab. 1
angefithrten Werten zeigt, dal die Aggregatbildung bei den friheren
Versuchen mit wesentlich groBerer Geschwindigkeit erfolgt ist als bei
unseren jetzigen Versuchen. Die Erklarung fir diese Diskrepanz der
Aggregationsgeschwindigkeiten diirfte sicher in den bei beiden Messun-
gen verschiedenen Temperaturen (40 bzw. 4 °C) zu finden sein. Wih-
rend aber in der fritheren Arbeit die Aggregatbildung allein auf eine
Hitzedenaturierung der GAPDH zurickgefithrt wurde, lassen unsere
jetzigen Ergebnisse vermuten, dafl zusitzlich auch Strahlenschaden bei
der damals beobachteten Aggregation beteiligt gewesen sein durften.

Fiir die Aggregationsgeschwindigkeit der vier in der vorliegenden
Arbeit untersuchten Proteine bei niedriger D7'T'-Konzentration (0 bzw.
02mM DTT, vgl. Tab.l und Abb.5) gilt folgende Reihe:
Ribonuclease > LDH > GAPDH > Serumalbumin. Allerdings ist hier-
bei zu beachten, daf3 unsere Messungen aus technischen bzw. prak-
tischen Grinden nicht unter exakt denselben Bedingungen hinsichtlich
Strahlungsintensitit, Puffersystem und Proteinkonzentration durch-
gefiihrt wurden. So betrug z.B. die integrale Primérintensitit Py,
welche der von den Proben absorbierten Dosisleistung proportional ist,
etwa 3,8°107 bis 5,5-10° Pulse cm1s1 (vgl. Tab.1). Unter der
Annahme einer Abhingigkeit der Anfangssteigungen der Stabilitdts-
kurven vom Quadrat der integralen Primérintensitat?! Jilit sich aber
zeigen, daB die oben angefithrte Reihe mit Sicherheit nicht eine blofle
Folge der unterschiedlichen Primarintensitédten ist. In Tab. 2 sind die
experimentell bestimmten Anfangssteigungen k% sowie die auf eine
einheitliche Primarintensitdt von 4,3 107 Pulsen cm—1s7! (siehe unten)
umgerechneten Steigungen 4’ 32 zusammengefal3t. Wie man sieht, erhalt
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man aus den k' 2-Werten dieselbe Reihe fur die Aggregationsgeschwin-
digkeiten wie aus den kj2-Werten. Es ist allerdings nicht auszu-
schliefen, dafl die Stellung der GAPDH in der angegebenen Reihe
durch den Umstand beeinflulit wurde, dal} dieses Enzym in Gegenwart
von 0,2mM DTT untersucht wurde, die anderen Proteine aber in
Abwesenheit von DTT. DTT vermag ja, wie unsere Messungen gezeigt
haben, die Aggregationsgeschwindigkeit der GAPDH zu verlangsamen.
Auch das im Puffer fir die GAPDH auBer DTT noch enthaltene
EDT A konnte tbrigens eine dhnliche Wirkung haben (vgl.6t). |

Tabelle 2. Die aus Abb.5 bestimmten (kg?) und die auf eine einheitliche
Primérintensitit Py = 4,3 107 korrigierten (k' j2) Anfangssteigungen der Stabili-

tatskurven

Protein eprT Py-1077 k108 k108

(mM) (Pulse cm1g71) (h—2) (h=2)
Ribonuclease 0 4.4 5.1 4.9
LDH 0 4,09 3.9 4.3,
GAPDH 0,2 542 2.2 14
Serumalbumin 0 3,84 0,46 0,58
Malatsynthase 0,2 4.3 1,7

Bei unseren friheren Untersuchungen an der Malatsynthase?!
wurden einige Messungen unter experimentellen Bedingungen durch-
gefuhrt, die den hier verwendeten Bedingungen annihernd vergleich-
bar sind, namlich unter Verwendung einer integralen Primérintensitit
von 4,3 107 Pulsen em~1s7! und in Gegenwart von 0.2mM DTT. Die
bei diesen Kleinwinkelmessungen erhaltene Stabilititskurve der Malat-
synthase ist in der Abb.5 eingezeichnet (gestrichelte Gerade) und ihre
Steigung ist auch in Tab. 2 enthalten. Wie man sieht, ist die Steigung
dieser Geraden etwas kleiner als die unkorrigierte Anfangssteigung der
GAPDH-Kurve, aber wesentlich grofer als die Anfangssteigung der
Stabilitatskurve des Serumalbumins. Eine Korrektur fiir die unter-
schiedlichen Priméarintensititen wiirde den Unterschied in den Stei-
gungen der Stabilitdtskurven fir G4APDH und Malatsynthase gerade
umkehren, so dall unter identischen Intensitidtsbedingungen die Stabi-
litdtskurve der Malatsynthase etwas steiler verlaufen wiirde als die
Kurve fiir die GAPDH (vgl. Tab.2). Der Vergleich der Malatsynthase
mit den hier untersuchten Proteinen zeigt jedenfalls klar, daB sich die
Malatsynthase sicher nicht durch eine ungewdhnlich hohe Strahlen-
empfindlichkeit auszeichnet.

Das unterschiedliche Aggregationsverhalten der hier untersuchten

65
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Proteine bei niedrigen DT'T-Konzentrationen (0 bzw. 0,2mM DTT)
spiegelt sich auch in den Querschnittsauftragungen der Streukurven
wider. So finden sich Aufsitze in den Innenteilen der Querschnittskur-
ven nur bei den rasch aggregierenden Proteinen Ribonuclease und
LDH, nicht aber bei den langsamer aggregierenden Proteinen GAPDH
und Serumalbumin. Ahnliche Aufsitze wurden auch bei den fritheren
Messungen an der Malatsynthase (in Gegenwart von 0,2mM DTT)
gefunden?® 21, Das Auftreten solcher Aufsitze ist ein deuntlicher Hin-
weis auf das Vorkommen von Teilchen mit einem gréfieren Molekiil-
querschnitt als fir das nicht aggregierte Proteinmolekiil und schlieft
somit aus, daf die Aggregation nur in einer Richtung verliuft, was zu
stdbchenférmigen Aggregaten mit einem dem nativen Proteinteilchen
entsprechenden Querschnitt filhren wiirde. Ob die Aggregation bei den
hier untersuchten Proteinen in allen drei Richtungen erfolgt oder nur in
zwei Richtungen, wie es wahrscheinlich bei der Malatsynthase der Fall
ist19,21,22 konnte bisher nicht geklirt werden, da die Streukurven der
hier untersuchten Proteine im Gegensatz zur Streukurve der Malat-
synthase keinen ausgepriagten Dickenfaktor enthaltenss.

Die in der vorliegenden Arbeit beobachteten Strahlenschiden von
Proteinen wihrend der Durchfiilhrung von Réntgenkleinwinkelmessun-
gen treten in vollem Umfang erst dann in Erscheinung, wenn man die
Messungen iber den iblichen Zeitraum hinaus ausdehnt. Dafl aber
auch schon bei kiirzeren MeBzeiten die Strahlenschidden zu einer nicht
mehr vernachlissigbaren Verfialschung der Resultate fithren kénnen,
zeigt die Analyse der Anfangssteigungen der bei unseren Messungen bei
0 bzw. 0.2mM DTT erhaltenen Stabilititskurven (vgl. Abb.5 und
Tab.2). Wir haben aus den Steigungen k2 berechnet, nach welcher
Bestrahlungsdauer unter den Bedingungen unserer Experimente eine
Vergroflerung des apparenten Streumassenradius um 1% eintritt, Wie
die Rechnung zeigt, tritt diese Verdnderung von £ bei der Ribonuclease
und bei der LZDH bereits nach etwa 2 h ein, bei der GAPDH nach etwa
3h und nur beim Serumalbumin erst nach etwa 6,5h. Als Durch-
schnittswert fur die Dauer der Messung einer Réntgenkleinwinkelstreu-
kurve unter den verwendeten experimentellen Bedingungen kdnnen
etwa 6—7 h angenommen werden. Das heifit aber, dal wahrend dieses
Zeitraumes bei niedriger DTT-Konzentration (0 bzw. 0,2mM DT'T) bei
drei der von uns untersuchten vier Proteine infolge Strahlenschadigung
Strukturdnderungen auftreten, welche die Toleranzgrenze bei weitem
ibersteigen. So nimmt der apparente Streumassenradius der Ribonuc-
lease innerhalb von 6h nach Strahlenbeginn um rund 9% zu, der der
LDH um rund 7%, und der der GAPDH um etwa 4%,.

DaB bei den fritheren Réntgenkleinwinkeluntersuchungen an der
Ribonucleasel1.36:37 derart gravierende Verdnderungen des Streuver-
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haltens wihrend der Messung offenbar nicht beobachtet wurden,
koénnte unter anderem darauf zuriickzufiihren sein, daBl diese Messun-
gen zumeist in Gegenwart héherer Salzkonzentrationen (z.B. 0,15 M-
KCl oder 0,2 M-Na-Acetat) durchgefithrt wurden als unsere jetzigen
Messungen. Hohe Salzkonzentrationen kénnen die strahleninduzierte
Aggregation von Proteinen hemmen30.

Wie unsere Messungen an der LDH und GAPDH in Gegenwart von
2mM DTT sowie die fritheren gleichartigen Messungen an der Malat-
synthase!® 2! {ibereinstimmend gezeigt haben, kann durch eine hohe
Konzentration von DTT der Zeitraum, innerhalb dessen keine nen-
nenswerten Anderungen des apparenten Streumassenradius eintreten,
betrachtlich verlangert werden (vgl. Tab.1). Daf aber bei unseren
jetzigen Messungen an der LDH und GAPDH gerade in Gegenwart von
DTT zu Beginn der Bestrahlung eine deutliche Abnahme des Aggrega-
tionsgrades auf Werte unter 1 zu beobachten war, kénnte bedeuten,
dafi DTT zwar ein wirksamer Schutzfaktor gegen die strahleninduzier-
te Aggregation von LDH oder GAPDH ist, gegen die strahleninduzier-
te Fragmentierung der beiden Enzyme aber weniger Wirksamkeit
besitzt, oder daf} die Gegenwart von DT'T die Bildung von Protein-
fragmenten sogar noch fordert.

Bei den fritheren Rontgenkleinwinkelmessungen an der Malatsyn-
thase ist eine Abnahme des Aggregationsgrades in Gegenwart von
2mM DTT nicht beobachtet worden. Elektrophoretische Untersu-
chungen in Gegenwart von Natriumdodecylsulfat an bestrahiter Malat-
synthase haben gezeigt, dal die Anwesenheit von DTT wihrend der
Bestrahlung zu keiner signifikanten Intensititsabnahme der Banden
der Proteinfragmente fithrt, wohl aber zu einer leichten Zunahme der
Zahl dieser Banden®2. Ob dies auch fiir die LDH und G4PDH zutrifft,
soll durch analoge Untersuchungen an diesen Enzymen geklirt werden.

Trotz der erneut bestitigten Schutzwirkung von DT'T gegen die
strahleninduzierte Aggregation von Proteinen erscheint die Verwen-
dung von DTT als Schutzfaktor bei Réntgenkleinwinkelmessungen
nach unseren vorliegenden Ergebnissen nur bedingt méglich zu sein.
Man wird von Fall zu Fall kliren miissen, ob auBer der durch DTT
hemmbaren Aggregation auch noch andere gravierende Schadigungen
der Proteinteilchen auftreten. Insbesondere wird DT'T, vor allem in
hoher Konzentration, dann sicher nicht anwendbar sein, wenn auf
Grund seines Reduktionsvermégens eine Spaltung von im Protein
vorhandenen und dessen Struktur stabilisierenden Disulfidbriicken zu
beflirchten ist.

Mehrere Moglichkeiten, durch apparative Vorkehrungen ebenfalls
einen Schutz von Biopolymeren vor Strahlenschiden wihrend Ront-
genkleinwinkelmessungen zu erreichen, wurden bereits an anderer
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Stelle®® diskutiert. Eine der vorgeschlagenen Moglichkeiten, die Ver-
wendung einer Durchfluapparatur, hat sich bei der Untersuchung der
nativen GAPDH bereits bestens bewihrt5 3. Ob man sich nun fiir diese
MaBnahme entscheidet, welche immerhin den Priaparatbedarf fir eine
Kleinwinkelmessung nicht unerheblich erhéht, oder fiir andere appara-
tive MaBinahmen (wie etwa die Monochromatisierung der Primérstrah-
lung oder die Ausblendung der Primarstrahlung wahrend aller Posi-
tionierungsoperationen des Goniometers), die Strahlenbelastung der
Probe sollte auf jeden Fall auf das fur die Durchfihrung des Streu-
experimentes unbedingt notwendige Ausmafl reduziert werden. Die
Befolgung dieser Schutzmafnahmen wiirde noch genauere Rontgen-
kleinwinkelmessungen als bisher erméglichen.
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