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Small-Angle X-Ray Scattering Studies on the X-Ray Induced Aggregation of 
Ribonuclease, Lactate Dehydrogenase, Glyceraldehyde-3-phosphate Dehydrogenase 

and Serum Albumin. A Comparison with Malate Synthase 

The X-ray induced aggregation of ribonuelease, lactate dehydrcgenase 
(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 ~, and the mean radius of gyration R 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 0.2 mMDT T ,  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 R resulted: ribo- 
nuclease 9~o, LDH 7%, GAPDH 4~o, serum albumin < 1~o. Changes of /) 
exceeding l~o are, of course, too high to be tolerated in conventional scattering 
experiments. 
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Measurements carried out with LDH and GAPDH in the presence of 
2 m M D T T  established a strong protective effect of DTT against the X-ray 
induced aggregation of these enzymes. The initial increase of R upon irradiation 
of LDH and GAPDH in the presence of 2 mM DTT was found to be even lower 
than the increase of R observed when serum albumin was irradiated in the 
absence of DTT. However, the observed decrease of ~ 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: Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; Lactate dehydro- 
genase, Radiation damage, Ribonuclease, Serum albumin, Small-angle X-ray- 
scattering) 

Einleitung 
Die Technik der I~6ntgenkleinwinkelstreuung hat  sieh in bereits 

sehr zahlreiehen Anwendungen als eine/iufterst  wertvolle Methode zur 
Durehffihrung yon St rukturuntersuehungen an Biopolymeren in 
L6sung erwiesen 1-4. Die M6gliehkeit des Auftretens yon Strahlen- 
seh~den in der zu untersuehenden Probe w/thrend der R6ntgenklein- 
winkelmessung wurde Mlerdings bisher, wenn t iberhaupt,  zumeist  nut  
beilSmfig erw/~hnt. Nur  wenige Autoren beriGhteten fiber Ver/~nde- 
rungen der Probe, welehe eventuell auf  Strahlenseh/~den zur/iekzu- 
ffihren waren (z. B.5,6). Von mehreren Autoren wurde bei der Dureh- 
ftihrung yon R6ntgenkleinwinkeluntersuehungen an Enzymen  die 
Enzymakt iv i t / t t  v o r u n d  naeh dem Streuexper iment  vergliehen; dig 
beobaehteten Untersehiede waren zumeist  nur geringffigig (vgl.7-11). 

Andererseits ist das Ph/~nomen der StrahlensehS~digung yon Bio- 
polymeren auf  Grund der Ergebnisse anderer Untersuehungsmethoden 
wohlbekannt .  Untersuehungen der Seh/tdigung yon Proteinen in 
w/tl3riger L6sung haben gezeigt, daft die Bestrahlung unter  anderem zur 
Ver/~nderung der Aminos/~urezusammensetzung, zur Zerst6rung yon 
Sekund~r- und Tert i~rs truktur ,  zu Strangbrfiehen, zur Bildung yon 
Aggregaten und zum Verlust der biologisehen Funkt ion  ffihren 
kann 12-15. Als besonders strahlenempfindlieh erwiesen sigh die 
sehwefelhaltigen und die aromatisehen Aminos/~uren der Proteine. 

DaB ~ueh w/~hrend P~6ntgenkleinwinkelmessungen durchaus 
Strahlenseh/~den in betr/~ehtliehem Ausmal~ auftreten k6nnen, zeigte 
sieh deutlieh bei der Durehffihrung yon Messungen an der Malat- 
synthase 16-19. Das aus wahrscheinlieh 3 Untereinheiten aufgebaute 
E n z y m  besitzt ein Molekulargewieht yon 170 000--187 000 und enth/~lt 
17 + 1SI-I-Gruppen 2~ Bei den Kleinwinkelmessungen konnten mit  
zunehmender  Bestrahlungsdauer  wesentliehe Ver~nderungen des 
Streuverhal tens der Probe festgestellt  werden, die sieh unsehwer als 
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Ausdruek einer dureh die Bestrahlung ausgelSsten Aggregation der 
Enzymmolekiile interpretieren lieften. Eine genaue Analyse der bei 
einem Langzeitversueh in regelmS~gigen Zeitabst/tnden aufgenomme- 
nen Streukurven des Enzyms ftihrte sehlieBlieh zu einem NIodell fiir den 
r~umliehen Ablauf des Aggregationsprozesses 19,~1,22. Welters zeigte 
slob, dab die Aggregationsgesehwindigkeit dutch versehiedene Fakto- 
ten betrS~ehtlieh reduziert werden konnte, so zum Beispiel dureh die 
Verringerung der Intensit/~t der Prim~rstrahlung oder dureh die Zu- 
gabe yon Dithiothreitol (DTT) oder Ethanol oder den Substraten oder 
einem Substratanalogen zur EnzymlSsung19,21. Die Kombination yon 
niedriger Prim~rintensit~t und hoher Konzentration yon DTT setzte 
die Aggregationsgesehwindigkeit so weig herab, dab R6ntgenklein- 
winkelungersuehungen des nativen Enzyms durchgef/ihrt werden konn- 
ten, bei denen, nieht zuletzt dank einem h/~ufigen Prs und 
einer strengen Kontrolle der Mef~daten, eine Verf/~lsehung der Besul- 
tate dutch StrahlensehSoden weitgehend auszusehlieBen war e3. Diese 
Vorsiehtsmal3nahmen erwiesen sieh insbesondere fiir die Untersuchung 
von Strukturgnderungen bei der Substratbindung als unumggnglieh 
notwendig. 

Zur Kli~rung der Frage, ob sieh die Malatsynthase etwa dutch eine 
ungewShnlieh hohe Strahlenempfindliehkeit auszeiehnet oder ob aueh 
andere Proteine bei RSntgenkleinwinkelmessungen unter den/ibliehen 
Bedingungen eine Strahlenseh~digung in vergleiehbarem Ausmag er- 
leiden, ftihrten wit engspreehende Untersuehungen an den Enzymen 
Ribonuelease, Laetat-Dehydrogenase (LDH) und Glyeerinaldehyd-3- 
phosiohat-Dehydrogenase (GAPDH) sowie an Serumalbumin dureh. 
Diese vier Proteine wurden deshMb gew/~hlt, da sie Mle bereits Gegen- 
stand eingehender strahlenbiologiseher Untersuehungen mittels 
anderer Methoden waren, wobei in vielen P/~llen ebenf~lls Aggregat- 
bildung festgestellt werden konnte 24-a5. Mit Ausnahme der LDH sind 
an diesen Proteinen aueh seh6n mehrmals RSntgenkleinwinkelunter- 
suehungen durehgefiihrt worden 5,11, 3a-a6. Bei den RSntgenkleinwinkel- 
messungen an der GAPDH wurde bereigs eine Aggregation beobaehtet ; 
diese wurde zum damaligen Zeitpunkt aber nieht auf eine Strahlen~ 
sehS~digung des Enzyms zurfiekgef/ihrtSi 

Die Eigensehaften der yon uns verwendeten Proteine sind bereits 
ausffihrlieh besehrieben worden 47~0. Alle vier Proteine enthalten 
Cystein und/oder Cystin: Ribonuelease A aus I~inderpankreas 
(Mr = 13 700) besitzt 4 Disulfidbrtieken, ~ber keine freie SH-Gruppe; 
LDH aus Sehweineherz (Mr = 140000) besitzt 16 Cystein, abet keine 
Disulfidbriieken; GAPDH aus Hefe (Mr = 146000) besitzt 8 Cystein 
und ebenfalls keine Disulfidbrtieken; Albumin aus Rinderserum 
(Mr = 66200) enth~lt 17 Disulfidbrfieken und < 1 fi'eie SH-Gruppe. 

64" 
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LDH und GAPDH sind aus je 4, I~ibonuclease und Serumalbumin aus 
je 1 Untereinheit aufgebaut. 

Die Schutzwirkung yon D T T  gegen die strahleninduzierte Inakti- 
vierung yon Enzymen ist wohlbekannt 15, 51-~3. Als Schu~zfaktor gegen 
das Auftreten yon strahleninduzierten Aggregaten w~hrend RSntgen- 
kleinwinkelmessungen wurde D T T  bisher nur im Fall der Malat- 
synthase angewandtlS,19, 2L23. Dureh unsere vorliegenden Unter- 
suehungen, fiber die an anderer Stelle bereits kurz beriehtet wurde a4, 
sollte aueh gekliirt werden, ob D T T  aueh bei anderen Proteinen als 
Schutzfaktor gegen strahleninduzierte Struktur~nderungen w/ihrend 
RSntgenkleinwinkelmessungen Verwendung finden kann. 

Methodik 

Chemikalien 

Dithiothreitol (DTT) wurde yon Calbiochem, Luzern, Phenylmethylsul- 
fonylfluorid (PMSF) yon Serva, Heidelberg, ultrareines Ammoniumsulfat yon 
Sehwarz/Mann, Orangeburg (USA), bezogen. Alle anderen verwendeten t%ea- 
genzien waren yon analytischem l%einheitsgrad, zumeist yon Merck, Darm- 
stadt. 

Proteine 

GAPDH (EC 1.2. t. 12) wurde in Anlehnung an bestehende Vorschriften TM 56 
bei 4~ aus Bgekerhefe isoliert: Der ZellaufschluB erfolgte bei niederer 
Ionenst/~rke in Anwesenheit yon DTT, EDTA und des Proteaseinhibitors 
PMSF mit Hilfe eines Manton-Gaulin Hochdruckhomogenisal, ors (600 kg/em2). 
Naeh zwei fraktionierten Fgllnngen mit Ammoniumsulfat (0--65~, 65--85~o 
Siittigung) und Entsalzung durch Gelfiltration (Sephadex G-50 medium) 
erfoIgte die weitere Reinigung dutch DEAE-Celtulose Chromatographie 
(Whatman DE52). Nach Konzen~rierung des Enzyms, durch F/illung mit 
Ammoniumsulfat (85~ S/ittigung)und Entsalzung durch Dialyse, wurde das 
Enzym mit Aktivkohle behandelt, um eoenzymfreies Apoenzym zu erhalten. 
Dutch mehrmaliges Umkristallisieren aus ultrareinem Ammoniumsulfat 
konnte schlieBlich ein elektrophoretisch reines Enzym mit einer spezifisehen 
Aktivit~t yon etwa 160 U/mg und einem VerMltnis A2so/A260 = 2,15 erhalten 
werden. Das Enzym wurde als Kristallsuspension in Ammoniumsulfatl6sung 
aufbewahrt. 

Die anderen verwendeten Proteine waren kommerziell erhgltlieh : 
Ribonuelease A (EC 3.1.27.5) aus Rinderpankreas (Typ III-A) yon Sigma, 
Mtinchen; LDH (EC 1.1.1.27) aus Schweineherz (Kristallsuspension in 
Ammoniumsulfatl6sung) von Boehringer, Mannheim; Albumin aus Rinder- 
serum (krist. reinst) yon Serva, Heidelberg. 

Proteinl6sungen 

Zur Herstellung der LSsungen for die P~6ntgenkleinwinkelmessungen 
wurden die Proteine in den folgenden Puffern gel6st und dureh ausreiehende 
Diatyse ( > 60 h) bei 4 ~ ins Gleichgewieht gebracht: 1/15 M-Kaliumphospha~- 
puffer pH 7,0 ffir l~ibonuelease und LDH; 50 mM Tris-HC1 Puffer pH 7,0 ftir 
Serumalbumin; 50ram Natriumpyrophosphat-HNOs Puffer pH8,5, mit 
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5 mM Na~EDTA und 0,2 oder 2 mM DTT, fiir GAPDH. Die Herstellung einer 
an DTT 2ram L6sung yon LDH erfolgte durch Zugabe einer konzentrierten 
DTT-L6sung zur bereits dialysierten LSsung. Zur Herstellung Mler L6sungen 
wurde bidestilliertes W~sser verwendet. 

Die Konzentrationsbestimmungen der Proteins erfolgten spektralphoto- 
metrisch dutch Messung der Absorption bei 280nm. Ffir 0,1~oige L6sungen 

A 0 . 1 ~  1 c m  wurden folgende Werte zugrunde gelegt: ~280mn = 0,695 fiir gibonuclease, 
t,40 fiir LDH, 0,894 ffir GAPDH, 0,66 ffir SerumMbumin. 

FMts erforderlieh, wurden die ProteinlSsungen vor Beginn der Kteinwinkel- 
experimente zentrifugiert (SorvM1 II,C2-B Kfihlzentrifuge, 30rain bei 
20 000 rpm). 

Rdntgenkleinwinkelstreuung 

Die Durchfiihrung der R6ntgenkleinwinkelmessungen und die Auswertung 
der Streudaten erfolgte in s Weise wie bei friiheren MessungenlV, m. 
Die Arbeit 1~ enths ~ush einen kurzen Abrig der Streutheorie. Die Pr~par~te 
befanden sich ws der Messung in Murk-Kapillaren yon l m m  Dursh- 
messer and wurden auf 4~ gek~ihlt. Alle RSntgenkleinwinkelexperimente 
wurden anter Vsrwendung der nicht monoshromatisisrten Strahlung einer Cu- 
t~5hre (betrieben mit 50kV und 30mA) durchgeffihrt. Die ffir die RSntgen- 
kleinwinkelstreuung maggebtiche integrMe Intensits der Prim~rstruhlung 
(das ist im wesentlishen der auf die Cu K~- und KvLinien entfallende Inten- 
sits wurde mit Hilfe sines geeichten Lupol~nbls 57 bestimmt. 

Ergebnisse 
Die 8pattver,~'ch~ierten Streukurven 

Die Durchffihrung yon R0ntgenkleinwinkelmessungen an Ribo- 
nuclease, LDH und Serumalbumin in Abwesenheit  yon DTT und von 
GAPDH in Gegenwart  von O,2mMDTT erbrachte folgende Ergeb- 
nisse. Bei allen vier Proteinen w~r eine mit  zunehmender  Bestrahlungs- 
dauer fortschreitende Ver~nderung des Streuverhal tens vor allem im 
Bereieh kleiner und kleinster Streuwinkel zu beobachten,  wobei die 
Streuintensit~t in diesem Winkelbereich zunahm und die Streukurven 
steiler wurden. Dieser experimentelle Befund, weleher eine dutch die 
Bestrahlung ausgel6ste Aggregation widerspiegelt, wird durch die 
Abb. 1, 2a, 3a  und 4 Mar zum Ausdruck gebracht.  Die Abbildungen 
zeigen Guinier-Auftragungen von experimentellen spMtverschmierten 
Streukurven,  welche in bes t immten,  meist regelm~i~igen Zeitabstgnden 
aufgenommen wurden. Die aus den Steigungen der eingezeichneten 
Geraden berechneten apparenten  Streumassenradien R sind in der 
Tabelle 1 zusammengefaBt.  U m  die einzelnen Proteine besser ver- 
gleiehen zu k6nnen, erfolgt die Ang~be der app~renten Streumassen- 
radien in rela~iven Einheiten R//)l, wobei / ) t d e r  app~rente Streu 
massenradius des nieht aggregierten Proteins ist. Wie man der Tab. 1 
(Werte ftir 0 bzw. 0,2mMDTT) entnehmen kann, nimm.t unt, er den 
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Abb.  1. Guin ier -Auf t ragungen  yon exper imente l len  R6n tgenk le inwinke l s t r eu -  
k u r v e n  yon  aggregierender  Ribonue lease  (c = 10 mg/ml ,  ohne D T T ;  i n t egmle  
Pr im&rin tens i t~ t  P0 = 4 ,4 .10  7 Pulse  e r a - i s - i ) .  Ze i t in te rvMl  zwisehen auf- 
e inander fo lgenden  K u r v e n  jeweils e twa  8,3h.  (I :  spa l tve r sehmie r t e  Streu-  

i n t ens i t s  ; 2 ~ : St reuwinkel)  
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Abb.  2. Guin ier -Auf t ragungen  yon exper imente l l en  R6n tgenk le inwinke l s t r eu -  
k u r v e n  yon  aggregierender  L D H .  a c = 7,l  mg/ml,  ohne D T T ,  P0 = 4,09" 107 
Pulse  em i s - t ;  Ze i t in te rva l l  zwisehen aufe inander fo lgenden  K u r v e n  jeweils 
e twa  7 ,8h,  n u r  zwisehen den  K u r v e n  7 und  8 15,8h;  b c - 7 , 6 m g / m l ,  
2 m M  D T T :  Po = 5,4 '  10 7 Pulse  cm i s-1 ; Ze i t in te rv~l l  zwischen aufe inander-  

folgenden K u r v e n  jeweils e twa  14,5h 
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Abb. 3. Guinie~'-Auftragungen yon experimentellen P~6ntgenkleinwinkelstreu- 
kurven yon aggregierender GAPDH. a c = 10mg/ml, 0 ,2mMDTT,  
P0 = 5,42" 107 Pulse em-ls-1; Zeitintervall zwisehen gufeinanderfolgendet~ 
Kurven jeweils etwa 12,2h; b c = 10mg/ml, 2mMDTT, Po = 5,45' 107 Pulse 
em -1 s ~; Zeitintervall zwisehen aufeinanderfolgenden Kurven jeweils etwa~ 
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Abb. 4. Guinier-Auftragungen von experimentellen R6ntgenkleinwinkelstreu- 
kurven yon aggregierendem Serum~lbumin (c=30mg/ml ,  ohne DTT, 
P0 = 3,84" 107 Pulse cm is  1). Zeitintervalt zwischen aufeinanderfolgenden 

Kurven jeweils 12,2 h 
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gegebenen  expe r imen te l l en  Bed ingungen  der  a p p a r e n t e  S t r eumassen -  
r ad ius  der  R ibonue l ea se  a m  ra sehes t en  z u  w/ ihrend  die Z u n a h m e  im 
F a l l  des S e r u m a l b u m i n s  a m  l a n g s a m s t e n  erfolgt .  Der  a p p a r e n t e  S t reu-  
m a s s e n r a d i u s  der  L D H  w&ehst e twas  raseher  an  als de r  der  G A P D H .  

T 
10 

I 1 

1000 

a 

t I 

20o0  ooo ,.ooo 

Abb. 5. Stabilit&tsauftragungen f/ir die vier Proteine Ribonuelease (0 ) ,  LDH 
(m, 1-1), GAPDH (A, A) und Serumalbumin (Ib). Die Kurven geben die 
Abh/~ngigkeit der aus den Abb. 1--4 bestiminten apparenten Streumassen- 
radien R vonde r  Bestrahlungsdauer t wieder. Volle Symbole beziehen sich auf 
Messungen bei niedriger DTT-Konzentration (0 bzw. 0,2 mMDTT),  die aus- 
gezogenen Geraden entsprechen dem linearen Anf~ngsverlauf der Stabilit/its- 
kurven unter diesen Bedingungen. Die gestriehelte Gerade ist die Stabilit~ts- 
kurve der Mal~tsynthase ftir &hnliehe experimentelle Bedingungen 
(c = 41,7 mg/ml, 0,2raM DTT, P0 = 4,3-107 Pulse em -1 s 1)21. Leere Symbole 

beziehen sieh auf Messungen in Gegenwart yon 2 mY/DTT  

Dieser  S a c h v e r h a l t  wi rd  du rch  die  in Abb .  5 geze ig ten  S tab i l i t s  
N 

a u f t r a g u n g e n  [(R/R1) ~ gegen das  Q u a d r a t  t 2 der  B e s t r a h l u n g s d a u e r ]  
besonders  deu t l i ch  zum A u s d r u c k  g e b r a c h t  ( K u r v e n  mi t  vol len  
Symbolen) .  

I m  Gegensatz  zu unseren frfiheren Messungen an der  Mala tsynthase ,  
deren  S tab i l i t /%skurven  fiber e inen wei ten  Bere ieh  yon  t 2 durch  
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Geraden approximiert  werden konntenla, 21, ist eine lineare Approxi- 
mation bei den vorliegenden Proteinen nut  im Anfangsbereieh der 
Stabil i ts  m6glieh. Im Fall der gibonuelease krt immt sieh die 
StabilitS~tskurve bei hSheren te-Werten stark naeh oben, bei den 
anderen Proteinen krfimmt sie sieh naeh unten. 

Die Enzyme LDH und GAPDH wurden aueh in Gegenwart yon 
2 m M D T T  vermessen. Die Guinier-Auftragungen der bei diesen 
Messungen erhaltenen spaltversehmierten Streukurven sind in den 
Abb. 2 b und 3 b wiedergegeben. Wie man aus dem Vergleieh der Abb. 2 b 
mit der Abb. 2a, bzw. der Abb. 3b mit der Abb. 3a ersieht, sind die bei 
der Bestrahlung in Gegenwart yon 2 mM DTT auftretenden Ver/inde- 
rungen im Streuverhalten der beiden Enzyme welt geringer als bei der 
Bestrahlung in Abwesenheit yon DTT (LDH) oder in Gegenwart yon 
nur 0 ,2mMDTT (GAPDH). Daher erfolgt auch die Zunahme der 
apparenten 8treumassenradien in Gegenwart von 2 m M D T T  
wesentlieh langsamer (vgl. Tab. 1). Dieser experimentelle Befund 
kommt in den Stabilitiitskurven (Abb. 5, Kurven  mit leeren Symbolen) 
besonders gut  zum Ausdruek. Die Stabilit/itskurven ffir in Gegenwart 
yon 2 m M D T T  bestrahlte LDH bzw. GAPDH verlaufen wesentlieh 
flaeher als die in Abwesenheit yon 2 mM DTT erhaltenen Kurven.  Sie 
liegen nun knapp unter  der Kurve  ftir das (in Abwesenheit yon DTT 
bestrahlte) Serumalbumin, wobei die Werte fiir die LDH sogar noeh 
etwas tiefer liegen als die Werte f~r die GAPDH. 

Die A bstandsverteilu ngsf unktionen 

Die aus den spaltversehmierten Streukurven dutch ,,Ent- 
sehmierung" erhaltenen Streukurven der vier Proteine wurden Fourier- 
transformiert.  Die dabei erhaltenen Abstandsverteilungsfunktionen 
p (r) sind in den Abb. 6 -9  wiedergegeben. WS&rend in der Theorie die 
Abstandsverteilungsfunktion eines Teilehens nur fiir Abst~nde, die 
kleiner sind als der gr6Bte Teilchendurehmesser, von null versehieden 
ist und ffir alle grSgeren Abst~nde den Wert  null annimmt, kSnnen sieh 
in der Praxis der p (r)-Funktion durch Mel~fehler, Interferenzeffekte 
und Abbruehseffekte bei der Fouriertransformation Oszillationen fiber- 
lagern, welehe eine genaue Bestimmung des gr6gten Teilehendureh- 
messers ersehweren. Immerhin kann aber die Lage des ersten Null- 
durehganges der p (r)-Funktionen in den Abb. 6--9 in guter Nitherung 
als Mag fiir den grSftten siehtbaren Teilehendurehmesser D gelten. Ni t  
Hilfe der p(r ) -Funkt ionen kann also die mit fortschreitender 
Aggregation erfolgende Zunahme yon D unmit telbar  verfolgt werden. 
Darfiber hinaus ist die Fli~ehe unter  der .p (r)-Funktion dem mittleren 

Aggregationsgrad 2- proportional und aus dem Verh/tltnis yon zweitem 
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Abb. 6. Abstandsver te i lungsfunkt ionen p (r) ffir aggregierende Ribonuclease 
(ohne DTT)  
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Abb. 7. Abstandsver te i lungsfunkt ionen p (r) ftir aggregierende LDH. a Ohne 
DTT," b 2 mM D T T  
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Abb. 9. Abstandsverteilungsfunktionen p (r) fiir aggregierendes Serumalbumin 
(ohne DTT) 
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und null tem Moment  der p (r)-Funktion kann der mitt lere Streu- 

massenradius R bereehnet werden. 
Die dureh Analyse der p (r) Funkt ionen erhaltenen Paramete r  2 

/~ und D (letztere wieder in relat iven Einheiten R/R1 bzw. D/D1) sind 
ebenfalls in der Tab.  1 angeftihrt. Der Vergleieh dieser Pa ramete r  fiir 
die vier untersuehten Proteine zeigt folgendes: 

Die Bestrahlung der Proteine in Abwesenheit  einer hohen DTT-  
Konzent ra t ion  f~hr t  in jedem Fall zu einer Zunahme des Streumassen- 

radius R sowie des Durehmessers D. Ebenso erfolgt unter  denselben 

Bedingungen durehwegs eine Zunahme des Aggregationsgrades ~;  
lediglich im Fall der GAPDH (0,2 mM DTT)  ist im Anfangsstadium der 

Messung ein Absinken von 2- auf  einen Wef t  unter  1 festzustellen, 

wiihrend bei lgngerer Bestrahlung eine betrgehtliehe Zunahme yon x- 
eintritt .  

Die Bestrahlung der Enzyme LDH und GAPDH in Gegenwart  yon 
2 mM D T T  f/ihrt ebenfalls zu einer Zunahme yon _R, die Gesehwindig- 
keit  der Zunahme ist abet  wesentlieh geringer als in Abwesenheit  yon 
D T T  (LDH) oder in Gegenwart  yon nut  0,2 rnM D T T  (GAPDH). Der 

Durchmesser  D und vor a.llem der Aggregationsgrad 2- sinken hingegen 
zeitweilig auf  Werte  ab, die kleiner sind als die Ausgangswerte, und 
nehmen erst bei lang andauernder  Bestrahlung wieder zu. Der 
hemmende Einfluft einer hohen DTT-Konzentration auf die Aggre- 
gation yon LDH und GAPDH ist aueh unmit te lbar  aus den p( r ) -  
Funkt ionen (Abb. 7 und 8) zu ersehen. 

Querschnittsauftragungen der entschmierten Streukurven 

Die dureh die Bestrahlung der vier Proteine verursachten unter- 
schiedlichen Ver/~nderungen des Streuverhal tens im Bereieh kleiner 
und mitt lerer Streuwinkel lassen sieh reeht  gut  aueh dureh Guinier- 
Auftragungen der mit  dem Streuwinkel durehmultiplizierten ent- 
sehmierten St reukurven (sogenannte Quersehnit tsauftragungen) sicht- 
bar  maehen. 

I m  Fall der in Abwesenheit  yon D T T  bestrahl ten Enzyme g ibo-  
nuelease und LDH (vgl. Abb. 10 und l la)  k o m m t  es als Folge der 
Bestrahlung zu einer betr~tehtliehen Intensit/~tszunahme im Innenteil  
der Quersehnit tskurven,  welehe sehlieglieh zu Aufs/~tzen bei den 
kleinsten Streuwinkeln ftihrt, sowie zu einer deutliehen Intensit/~ts- 
abnahme bei gr6fteren Streuwinkeln. Bei der in Gegenwart  yon 
0,2 m M D T T  bestrahlten GAPDH (Abb. 12a) k o m m t  es zwar auch zu 
einer In tens i tg tszunahme im Innenteil ,  diese f/ihrt jedoeh nieht bis zur 
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Abb, 12. Quersehnitts-Guinier-Auftragungen von ausgew/~hlten Streukurven 
der aggregierenden GAPDH. a 0,2 m M  DTT;  b 2 m M  D T T  
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Abb. 13. Querschnitts-Guinier-Auftragungen yon ausgew~thlten Streukurven 
des aggregierenden Serumalbumins  (ohne DTT)  
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Ausbildung yon Aufs~tzen. Hingegen ist die Intensi t~tsabnahme im 
Mittelteil der bei der LDH beobaehteten vergleiehbar. 

Bei der Bestrahlung in Gegenwart yon 2 mM D T T  kommt es sowohl 
bei der LDH Ms aueh bei der GAPDH zu nur geringfSgigen Inten- 
sits im Innenteil der Kurven  (Abb. l l b  und 12b). Die 
Intensi ts  bei gr6Beren Streuwinkeln ist verringert, und zwar 
bei der LDH in wesentlieh st/~rkerem Ausmaf; Ms bei der GAPDH. 

Die bei der Bestrahlung yon Serumalbumin (in Abwesenheit von 
DTT) a.uftretenden Anderungen der Kurvenform in der Quersehnitts- 
auftragung (Abb. 13) sind sehr klein und denen von LDH in Gegenwart 
yon 2 mM DTT/thnlieh (vgl. Abb. l ib).  

Diskussion 

Die Meftergebnisse an den von uns in dieser Arbeit untersuehten 
Proteinen zeigen, dab es bei jedem dieser Proteine wghrend der 
Durehfiihrung yon gSntgenkleinwinkelmessungen zu Strahlensehs 
kommt,  welehe, vor allem in Abwesenheit einer hohen DTT-Konzen- 
tration, zur Bildung von Proteiaggregaten fiihren, wie aus der be- 
obaeht.eten gleichzeitigen Zunahme der Molekiilparameter D, 2 und R 
folgt. 

Das bei der Messung yon GAPDH in Gegenwart yon 0,2 mM D T T  
und bei der Messung yon LDH und GAPDH in Gegenwart yon 
2 rnM D TT  beobaehtete zeitweilige Absinken yon D und insbesondere 

yon ~ unter die Ausgangswerte bei gleiehzeitiger Konstanz oder 
geringf~giger Zunahme 5,on /~ lS~Bt darauf  sehliegen, dab neben der 
Aggregatbildung, welehe durel~ D T T  offensiehtlieh gehemmt wird, 
aueh die Auffaltung yon Proteinmolekiilen und die Bfldung yon 
Proteinbruehstfieken als mSgliehe Folgen der Strahlensehs in 
Betraeht  gezogen werden mtissen. 

Im Fall der LDH k6nnt.e dieses Absinken yon D und g teilweise 
aueh mit dem Auftreten yon ausgepr~gten Minima in den p(r)-  
Funkt ionen naeh dem ersten Nulldurehgang zusammenhs (vgl. 
Abb. 7b), welehe vielleicht auf versts  Interferenzeffekte oder auf 
Megungenauigkeiten zurtiekzuffihren sind. Andererseits konnte gerade 
bei der LDH die Bildung von Proteinfragmenten bei der Bestrahlung 
sowohl dutch eigene Untersuehungen mittels Polyaerylamid-Disk- 
Elektrophorese as als aueh dureh Untersuehungen anderer Autoren al 
bests werden. Diese Resultate stehen im/ibrigen in gutem Einklang 
mit den bei der Malatsynthase erhaltenen Ergebnissen, welehe ebenfalls 
neben Aggregation aueh Fragmentierung (und Inaktivierung) als 
Folgen der Strahlenseh/~digung naehwiesen19,22,59,6o. Bei der Malat- 

65 Monatshefte ffir Chemie, Vol. 111]'4 
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synthase konnte Mlerdings eine Abnahme yon 2~ in dem hier be- 
obaehteten AusmaB nur in einem Fall, n/~mlieh bei der Untersuehung 
eines auBerhalb der R6ntgenkleinwinkelkamera in Gegenwart yon 
0 , 2 m M D T T  vorbestrahlten Enzym-Pyruvat  Komplexes, festgestellt 
werdenlg, 59. Pyruva t  erwies sieh als ein sehr wirksamer Inhibitor der 
strahleninduzierten Aggregation yon Malatsynthase19, m, 59. 

Die frfiheren RSntgenkleinwinkelmessungen an der GAPDH 5 wur- 
den unter Verwendung des exakt gleiehen Puffers wie in der vorliegen- 
den Arbeit (Pyrophosphatpuffer pH 8,5 mit Na2EDTA und 
0,2 mM DTT) durehgeffihrt, Mlerdings infolge der damaligen Problem- 
stellung bei der viel h6heren Temperatur yon 40~ Die damaligen 
Nessungen ergaben sine Zunahme des apparenten Streumassenradius 
um fast 70~ und eine solehe des Molekulargewiehts um rund 90~o 
bereits naeh einer MeBdauer von etwa einer Stunde ; naeh drei Stunden 
hatte sieh der apparente Streumassenradius bereits nahezu verdrei- 
faeht und das Molekulargewieht war rund viermal so hoeh wie zu 
Beginn der Messung. Der Vergleieh dieser Ergebnisse mit den in Tab. 1 
angef~ihrten Werten zeigt, dab die Aggregatbildung bei den frfiheren 
Versuehen mit wesenttieh gr6gerer Gesehwindigkeit erfotgt ist als bei 
unseren jetzigen Versuehen. Die Erkls f/Jr diese Diskrepa,nz der 
Aggregationsgesehwindigkeiten diirfte sieher in den bei beiden lV[essun- 
gen versehiedenen Temperaturen (40 bzw. 4 ~ zu finden sein. W/~h- 
rend abet in der frfiheren Arbeit die Aggregatbildung allein auf eine 
Hitzedenaturierung der GAPDH zurfickgef/ihrt wurde, lassen unsere 
jetzigen Ergebnisse vermuten, dab zuss aueh Strahlenschgden bei 
der damals beobaehteten Aggregation beteiligt gewesen sein d/irften. 

Ffir die Aggregationsgesehwindigkeit der vier in der vorliegenden 
Arbeit untersuchten Proteine bei niedriger DTT-Konzentrat ion (0 bzw. 
0,2mMDJ'T, vgl. Tab. 1 und Abb. 5) gilt folgende Reihe: 
Ribonuelease > LDH > GAPDH > Serumalbumin. Allerdings ist hier- 
bei zu beaehten, dan unsere Messungen ~us teehnisehen bzw. prak- 
tisehen Gr~nden nieht unter exakt denselben Bedingungen hinsiehtlieh 
Strahlungsintensit~t, Puffersystem und Proteinkonzentration dureh- 
geftihrt wurden. So betrug z.B. die integr~le Prim/~rintensit~t Po, 
welehe der yon den Proben absorbierten DosisleisSung proportionM ist, 
etwa 3,8"107 bis 5,5"10 7 Pulse era-is - t  (vgl. Tab. l). Unter der 
Annahme einer Abh~ngigkeit der Anfangssteigungen der StabilitS~ts- 
kurven yore Quadrat der integralen Prim/~rintensit~t m l/tBt sieh aber 
zeigen, dab die oben angeffihrte Reihe mit Sieherheit nieht eine bloge 
Folge der untersehiedliehen Prim/~rintensit/~ten ist. In Tab. 2 sind die 
experimentell bestimmten Anfangssteigungen k~ sowie die auf eine 
einheitliehe Prim~rintensitS~t yon 4,3- 107 Pulsen em 1 s-1 (siehe unten) 
umgereehneten Steigungen ~'k 9' zusammengefal3t. Wie man sieht, erh~lt 
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man aus den k'~2-Werten dieselbe Reihe ffir die Aggregationsgesehwin- 
digkeiten wie aus den ]c~-Werten. Es ist allerdings nieht auszu- 
sehliegen, dab die Stellung der G A P D H  in der angegebenen Reihe 
dureh den Umstand beeinflugt wurde, dal3 dieses Enzym in Gegenwart 
yon 0 , 2 m M D T T  untersueht  wurde, die anderen Proteine abet in 
Abwesenheit yon D T T .  D T T  vermag ja, wie unsere Messungen gezeigt 
haben, die Aggregationsgesehwindigkeit der G A P D H  zu verlangsamen. 
Aueh das im Puffer ffir die G A P D H  auf3er D T T  noeh enthattene 
E D T A  k6nnte iibrigens eine ghnliehe Wirkung haben (vgl.61). , 

Tabelle 2. Die au8 Abb. 5 bestimmten (k~ 2) und die auf eine einheitliche 
Prim~irintensitdit Po = 4,3" 107 ]corrigierten (k'[~ ~) Anfangs,steigungen der Stabili- 

tditskurven 

Protein CDTT Po" 10 7 k/~ 2" 103 k'/~" 103 
(raM) (Pulse cm -1 s -1) (h 2) (h-2) 

Ribonuelease 0 4,4 5,1 4,9 
LDH 0 4,09 3,95 4,35 
GAPDH 0,2 5,42 2,2 1,4 
SerumMbumin 0 3,84 0,46 0,58 
Malatsynth~se 0,2 4,3 1,7 

Bei unseren frfiheren Untersuchungen an der Malatsynthase 21 
wurden einige Messungen unter experimentellen Bedingungen dureh- 
gefiihrt, die den hier verwendeten Bedingungen ann~hernd vergleieh- 
bar sind, n/~mlieh unter  Verwendung einer integrMen Prim/irintensit/tt 
Yon 4,3"  10 7 Pulsen em -1 s-1 und in Gegenwart von 0,2 m M  DTT.  Die 
bei diesen Kleinwinkelmessungen erhaltene Stabilit/~tskurve der Malat- 
synthase ist in der Abb. 5 eingezeiehnet (gestriehelte 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 wesentlieh gr61~er als die Anfangssteigung der 
Stabilit/~tskurve des Serumalbumins. Eine Korrek tur  ffir die unter- 
sehiedlichen Prim/irintensit~ten wiirde den Untersehied in den Stei- 
gungen der Stabilit~tskurven fiir G A P D H  und Malatsynthase gerade 
umkehren, so dal3 unter  identischen Intensitgtsbedingungen die Stabi- 
lit~tskurve der Malatsynthase etwas steiler verlaufen wiirde als die 
Kurve  fiir die G A P D H  (vgl. Tab. 2). Der Vergleieh der Malatsynthase 
mit den hier untersuehten Proteinen zeigt jedenfalls Mar, dab sich die 
Malatsynthase sieher nieht dureh eine ungewShnlieh hohe Strahlen- 
empfindliehkeit auszeiehnet. 

Das untersehiedliehe Aggregationsverhalten der hier untersuehten 

65* 
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Proteine bei niedrigen DTT-Konzentrationen (0 bzw. 0 , 2 m M D T T )  
spiegelt sich auch in den Querschnittsauftragungen der Streukurven 
wider. So finden sich Aufs/~tze in den Innenteilen der Quersehnittskur- 
yen nur bei den rasch aggregierenden Proteinen Ribonuclease und 
LDH, nicht aber bei den langsamer aggregierenden Proteinen GAPDH 
und Serumalbumin. ~hnliche Aufsgtze wurden auch bei den fr/iheren 
Messungen an der Malatsynthase (in Gegenwart yon 0,2mMDTT) 
gefunden19, m. Da, s Auftreten solcher Aufsgtze ist ein deutlicher Hin- 
weis auf das Vorkommen yon Teilchen mit einem grSl3eren Molekfil- 
querschnitt  als ffir das nicht aggregierte Proteinmolek/il und schliegt 
somit aus, daft die Aggregation nur in einer Richtung verl/tuft, was zu 
st/ibchenfSrmigen Aggregaten mit einem dem nativen Proteinteilchen 
entsprechenden Querschnitt  ffihren wfirde. Ob die Aggregation bei den 
hier untersuchten Proteinen in allen drei Richtungen erfolgt oder nur in 
zwei Riehtungen, wie es wahrscheinlich bei der Malatsynthase der Fall 
ist19,21,22 konnte bisher nicht gekl/~rt werden, da die Streukurven der 
hier untersuchten Proteine im Gegensatz zur Streukurve der Malat- 
synthase keinen ausgepr/~gten Dickenfaktor enthalten as. 

Die in der vorliegenden Arbeit beobachteten Strahlenschaden yon 
Proteinen w~hrend der Durehftihrung von R6ntgenkleinwinkelmessun- 
gen treten in vollem Umfang erst dann in Erseheinung, wenn man die 
Messungen fiber den tibliehen Zeitraum hinaus ausdehnt. DaB aber 
aueh sehon bei kfirzeren Mel3zeiten die Strahlenseh/~den zu einer nieht 
mehr vernaehl/issigbaren Verf~lschung der Resultate ffihren k6nnen, 
zeigt die Analyse der Anfangssteigungen der bei unseren Messungen bei 
0 bzw. 0,2mMDTT erhaltenen Stabilit/ttskurven (vgl. Abb. 5 und 
Tab.2).  Wir haben aus den Steigungen k ~  berechnet, naeh welcher 
Bestrahlungsdauer unter  den Bedingungen unserer Experimente eine 
Vergr6Berung des apparenten Streumassenradius um 1~o eintritt.  Wie 
die Rechnung zeigt, t r i t t  diese Ver/~nderung yon /?  bei der Ribonuclease 
und bei der LDH bereits naeh etwa 2 h ein, bei der GAPDH naeh etwa 
3h  und nut  beim Serumalbumin erst nach etwa 6,5h. AIs Durch- 
schnittswert ffir die Dauer der Messung einer R6ntgenkleinwinkelstreu- 
kurve unter  den verwendeten experimentellen Bedingungen k6nnen 
etwa 6--7 h angenommen werden. Das heil3t aber, dal~ wghrend dieses 
Zeitraumes bei niedriger DTT-Konzentration (0 bzw. 0,2 mM DTT) bei 
drei der yon uns untersuchten vier Proteine infolge Strahlenschgdigung 
Strnktur/ inderungen auftreten, welche die Toleranzgrenze bei weitem 
fibersteigen. So nimmt der apparente Streumassenradius der Ribonuc- 
Tease innerhalb yon 6 h nach Strahlenbeginn um rund 9~o zu, der der 
LDH um rund 7~o und der der GAPDH um etwa 4~o. 

DaB bei den frfiheren l~6ntgenkleinwinkeluntersuchungen an der 
t~ibonuctease11,a6, a7 derart  gravierende Vergnderungen des Streuver- 
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haltens w/ihrend der Messung offenbar nieht beobachtet  wurden, 
k6nnte unter  anderem darauf  zuriiekzuftihren sein, dM3 diese Messun- 
gen zumeist in Gegenwart hSherer Salzkonzentrationen (z. B. 0,15 M- 
KC1 oder 0,2M-Na-Aeetut)  durchgeffihrt wurden als unsere jetzigen 
Messungen. Hohe Salzkonzentrationen k6nnen die strahleninduzierte 
Aggregation von Proteinen hemmen a0. 

Wie unsere Messungen an der L D H  und G A P D H  in Gegenwart von 
2 m M  D T T  sowie die friiheren gleichartigen Messungen an der Malat- 
synthase19, 21 tibereinstimmend gezeigt haben, kann durch eine hohe 
Konzentra t ion von D T T  der Zeitraum, innerhalb dessen keine new 
nenswerten 24nderungen des app~renten Streumassenradius eintreten, 
betr~tchtlieh verlSmgert werden (vgl. Tab. 1). Daft aber bei unseren 
jetzigen Messungen an der L D H  und G A P D H  gerade in Gegenwart yon 
D T T  zu Beginn der Bestrahlung eine deutliehe Abnahme des Aggrega- 
tionsgrades auf Werte unter 1 zu beobaehten war, kSnnte bedeuten, 
daft D T T  zwar ein wirksamer Sehutzfaktor gegen die strahleninduzier- 
te Aggregation von L D H  oder G A P D H  ist, gegen die strahleninduzier- 
te Fragmentierung der beiden Enzyme aber weniger Wirksamkeit  
besitzt, oder dab die Gegenwart yon D T T  die Bildung yon Protein- 
fragmenten sogar noeh f6rdert. 

Bei den frtiheren RSntgenkleinwinkelmessungen an der Malatsyn- 
thase ist eine Abnahme des Aggregationsgrades in Gegenwart yon 
2 m M D T T  nieht beobachtet  worden. Elektrophoretische Untersu- 
chungen in Gegenwart yon Natriumdodeeylsulfat  an bestrahlter Malat- 
synthase haben gezeigt, dal3 die Anwesenheit yon D T T  w/ihrend der 
Bestrahlung zu keiner signifikanten Intensit/~tsabnahme der Banden 
der Proteinfragmente fiihrt, wohl abet zu einer leiehten Zunahme der 
Zahl dieser Banden a~. Ob dies aueh ftir die L D H  und G A P D H  zutrifft,  
soll dutch analoge Untersuehungen an diesen Enzymen gekl/irt werden. 

Trotz der erneut bests Sehutzwirkung yon D T T  gegen die 
strahleninduzierte Aggregation von Proteinen erseheint die Verwen- 
dung yon D T T  als Schutzfaktor bei R6ntgenkleinwinkelmessungen 
nach unseren vorliegenden Ergebnissen nur bedingt m6glieh zu sein. 
Man wird yon Fall zu Fall klgren mfissen, ob a.ul3er der dutch D T T  
hemmbaren Aggregation auch noch andere gravierende SehSodigungen 
der Proteinteilchen auftreten. Insbesondere wird D T T ,  vor allem in 
hoher Konzentrat ion,  dann sicher nieht anwendbar sein, wenn auf 
Grund seines ReduktionsvermSgens eine Spaltung von irn Protein 
vorhandenen und dessen St ruktur  stabilisierenden Disulfidbr~eken zu 
bef~rehten ist. 

Mehrere MSglichkeiten, dutch apparat ive Vorkehrungen ebenfalls 
einen Sehutz von Biopolymeren vor Strahlenseh~tden ws RSnt- 
genkleinwinkelmessungen zu erreichen, wurden bereits an anderer 
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Stelle 59 diskutiert.  Eine der vorgesehlagenen MSglichkeiten, die Ver- 
wendung einer DurchfluBapparatur ,  h~t sich bei der Untersuchung der 
nat iven G A P D H  bereits bestens bewS~hrt 5, .~s. Ob man sich nun ftir diese 
Mal3nahme entscheidet,  welche immerhin den Pr/~p~r~tbedarf f/ir eine 
Kleinwinkelmessung nicht unerheblich erhSht, oder f/Jr ~ndere appara-  
t i r e  Mal3nahmen (wie etwa die Monochromatisierung tier Pr ims 
lung oder die Ausblendung der Prim/trstrahlung w~ihrend aller Posi- 
t ionierungsoperationen des Goniometers), die Strahlenbelastung der 
Probe sollte auf  jeden Fall auf  das fiir die Durehftihrung des Streu- 
experimentes unbedingt  notwendige Ausmal3 reduziert werden. Die 
Befolgung dieser Sehutzmal?nahmen wtirde noeh genauere RSntgen- 
kleinwinkelmessungen als bisher ermSgliehen. 
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