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Ribonuclease A was irradiated in water with %Co gamma radiation, and the products formed
were separated according to their molecular weight by column chromatography on Sephadex G-50.
When the irradiations are carried out in nitrogen atmosphere aggregation to dimers and higher
polymers is observed. An appreciable fraction of this aggregated component retains enzymatic
activity. At higher doses the enzymatic activity of the aggregates is inactivated at the same rate as
monomer ribonuclease A. Irradiation in air yields two components; one is equivalent to that found
in nitrogen atmosphere, the other has an apparent molecular weight of about 20 000 but contains no
enzymatic activity. This last component is not observed when methionine is present during irradiation.
In methionine containing solutions all inactivited ribonuclease molecules exist in the form of dimers
and polymers. Irradiation in the dry state leads to the same result. Consequently, every model
designed to describe the radiation action on ribonuclease has to consider the fact that in solution,
in the presence of a protecting agent, and in the dry state the loss of enzymatic activity is always

accompanied by aggregation to products with increased molecular weight.

Bei Studien iiber die Einwirkung von ionisieren-
den Strahlen auf Enzyme interessiert man sich nicht
nur fiir die nach einer bestimmten Dosis verblei-
bende Enzym-Aktivitit, sondern auch fiir die physi-
kalischen und chemischen Prozesse, die zur schlief3-
lich beobachteten Schadigung fithren. Bei {riiheren
Untersuchungen war man im wesentlichen darauf
angewiesen, aus dem Verlauf von Dosis-Effekt-Kur-
ven Riickschliisse auf die wirksamen Inaktivierungs-
Mechanismen zu ziehen. Da die meisten Enzyme
nach Ein-Treffer-Kurven! inaktiviert werden, war
der Informationsgehalt solcher Experimente relativ
gering. Die historisch ilteste ,,Theorie“, die die Wir-
kung von energiereicher Strahlung auf Proteine zu
erklaren versuchte, war die Punktwirmetheorie von
Dessaver 2. Danach wird durch Absorption von
Strahlung ein groflerer Energiebetrag an ein kleines
Volumen in der bestrahlten Materie iibertragen und
die dadurch an der betreffenden Stelle erzeugte
»Punktwiarme* fithrt zur thermischen Denaturie-
rung des Molekiils. Als man spiter erkannt hatte,
dall eine merkliche Punktwérme nur in der Spur
von sehr dicht ionisierender Partikelstrahlung auf-
tritt, entwickelte LEa 3 ein Modell (one-ionization

1 K. G. Zmmer, Akad. Wiss. Lit. Mainz, Abh. math. natur-
wiss. Klasse 3, 107 [1960].

2 F. Dessauer, Z. Physik 12, 38 [1922].

3 D. E. Lga, Actions of radiations on Living Cells. University
Press, Cambridge 1946.

4 E. C. Porrarp, W, R. Guip, F. Hurcuisson u. R. B. ServLow,
Progr. Biophysics biophysic. Chem. 5, 72 [1955].

5 F. Hurcuisson, Radiat. Res. Suppl. 2, 49 {1960].

model), wonach ein Proteinmolekiil dann seine
enzymatische Aktivitdt verliert, wenn durch die Be-
strahlung irgendwo in dem Molekiil eine Primdir-
ionisation ausgelost worden ist. Dieses Modell, das
spiter von Porrarp, Hurchinson und Mitarbb. 476
weiter ausgebaut und verfeinert wurde, kann aller-
dings nicht erkldren, wie die primir im Molekiil er-
zeugte lonisation schliefllich zum Verlust von dessen
Aktivitat fihrt. Eine solche Aussage, wenigstens
iiber die nach einer lonisation ablaufenden physika-
lischen Prozesse, gibt der von Prarzaan und
Franck 7 zur Diskussion gestellte Inaktivierungs-
Mechanismus. Nach diesem Modell erzwingt das
Aufireten einer elektrischen Ladung innerhalb eines
Proteinmolekiils eine Neuorientierung polarisier-
barer Seitengruppen. Dadurch werden pro Elemen-
tarladung im Mittel etwa 10 Wasserstoffbriicken
aufgebrochen. Da eine Primirionisation durch-
schnittlich aus etwa 1,6 lonenpaaren besteht8, wer-
den durch ein solches Primérereignis etwa 30 Was-
serstoffbriicken pro Molekiil gelost. Prarzman und
Fraxck vertreten die Ansicht, dal diese Zahl von
30 aufgebrochenen Wasserstoffbriicken héchstens bei
sehr kleinen Proteinmolekillen zur Auflésung der

¢ F. Hurcminson u. E. Poruarp, in: Mechanisms in Radio-
biology 1 (eds. Errera u. Forssserc), S. 71. Academic
Press, New York 1961.

7 R. L. Pratzman u. J. Franck, in: Symposium on Informa-
tion Theory in Biology (eds. Jocxey, PLatzman u. QuASTLER),
S. 262. Pergamon Press, New York 1958.

8 A. Ore u. A. Larsen, Radiat. Res. 21, 331 [1964].
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Sekundérstruktur und somit zur Inaktivierung fiihrt.
Nach einem weiteren von Aucenstein ? vorgeschlage-
nen Inaktivierungsmodell wandert die in irgendwel-
chen Teilen des Molekiils absorbierte Strahlungs-
energie die Kovalenzbindungen entlang, bis sie sich
in ganz bestimmten ,schwachen Bindungen“ (weak
links) konzentriert. Als schwache Bindungen sind
nach AvcensteiN die fir die Sekundarstruktur not-
wendigen Disulfidbriicken anzusehen. Durch Kon-
zentration einer Energie von 0,9 eV in einer solchen
Bindung wird zundchst diese aufgebrochen; nach
Unterbrechung mehrerer innermolekularer Bindun-
gen (z. B. Wasserstofibriicken) folgt der Bruch einer
zweiten S-S-Bindung ohne weitere Energiezufuhr.
Wenn eine S-S-Briicke unterbrochen ist, soll das
Molekiil reversibel inaktiviert sein, wenn aber zwei
dieser Briicken geldst sind, so fithrt das zum end-
giltigen Verlust der enzymatischen Aktivitat.
SchlieBlich postuliert Braams 9 bei der Inaktivie-
rung von Proteinen zwel verschiedene Arten von
Schidden. Durch die absorbierte Strahlungsenergie
wird ein Makromolekiil in zwei Radikale aufgespal-
ten; eines davon ist sehr klein und wahrscheinlich
ein Wasserstoffradikal. Da dieses mit weiteren durch
die Strahlung nicht geschddigten Molekiilen unter
Ausbildung eines permanenten Strahlenschadens
reagieren kann, so mufl man unterscheiden zwischen
den primér durch die Strahlung geschiddigten Mole-
kiilen und solchen, die durch den Angriff von Was-
serstoffradikalen inaktiviert werden. Im Gegensatz
zu den anfangs genannten Mechanismen gestattet
dieses Modell, die Modifizierung des Strahlenscha-
dens durch Sauerstoff, Schutzstoffe, tiefe Temperatu-
ren u. &, zu beschreiben.

Bis jetzt ist noch keine Entscheidung gefallen,
welche der angegebenen Hypothesen den tatsdchlich
ablaufenden Vorgingen am nachsten kommt. Ein
Charakteristikum aller aufgefithrien Mechanismen
fiir die Inaktivierung von Enzymmolekiilen besteht
darin, daBl man in allen Féllen die strahleninakti-
vierten Molekiile als einzelne, lediglich in ihrer
Funktion geschidigte Molekiile ansieht. Das ist aber,
wie wir in der vorliegenden Arbeit nachweisen,
nicht immer richtig. Wie hier am Beispiel der Ribo-
nuclease gezeigt wird, entstehen durch Bestrahlung
keine monomeren und inaktivierten Molekiile; der
9 L. G. Avce~sTEIN, in: Symposium on Information Theory

in Biology (eds. Jockey, Pratzymax u. Quastier), S. 287.

Pergamon Press, New York 1958.
10 R. Braawms, Nature [London] 200, 752 [1963].
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Verlust der enzymalischen Aktivitit ist stes begleitet
von einer Aggregation zu hohermolekularen Ein-
heiten.

1. Methodik

1.1. Reinigung der Ribonuclease

Fiir die vorliegenden Untersuchungen wurde Ribo-
nuclease (RNase) von Sigma Chemical Company, St.
Louis, USA, verwendet. Durch Chromatographie iiber
eine Siule (4-35cm) von Amberlite IRC-50 (XE-64)
mit 0,2-m. Phosphatpufler (py 6,47) konnte reine Ribo-
nuclease A !! erhalten werden. Das im Eluat enthal-
tene Phosphat wurde mit Sephadex G-25 fein (Séule:
3:50cm) und 0.1-m. Essigsiure vom Enzym abge-
trennt. Die Fraktionen, die Ribonuclease enthielten
und in denen sich kein Phosphat mehr nachweisen 12
liel, wurden gefriergetrocknet. Die so gewonnene Ri-
bonuclease A wurde in einem weiteren chromatographi-
schen Trennverfahren auf ihre Einheitlichkeit gepriift.
Dazu wurden 5 mg RNase tber Amberlite IRC-50
(XE-64) (Sdule: 1:30 cm) mit einem Gradienten von
3-35ml 0,15-m. (puy 6,40) und 1-35ml 1.0-m. (pu
6,47) Phosphatpuffer aufgetrennt'® und die Anfar-
bung des Eluates mit Ninhydrin mit Hilfe eines Auto-
analyzers (Technicon Chromatography Corp., Chaun-
cey, New York) automatisch registriert. Nur Priparate,
die sich als einheitlich erwiesen, kamen fiir die Experi-
mente zur Verwendung.

1.2. Bestrahlung

Jeweils 5 mg gereinigte Ribonuclease A wurden im
Reagenzglas in 1 ml doppeltquarzdest. Wasser gelost
und anschlieBend in einer $Co-y-Quelle bei einer Dosis-
rate von 0,25 Mrad/Stde. bestrahlt. Wihrend der Be-
strahlung perlte Luft in gleichméBigem Strom durch
die RNase-Losung, um eine konstante O,-Konzentra-
tion aufrechtzuerhalten. Um O,-freie Proben herzustel-
len, wurde 1 Stde. lang nachgereinigter Stickstoff durch
die RNase-Losung geleitet und anschlieBend das Glas-
gefdl mit der Losung unter Stickstoffatmosphére abge-
schmolzen. Zur Bestrahlung in trockenem Zustand wur-
den jeweils 5mg gereinigter und gefriergetrockneter
Ribonuclease A in einem Glasgefd 24 Stdn. auf 1073
Torr evakuiert und danach unter Hochvakuum abge-
schmolzen.

1.3. Auftrennung der Bestrahlungsprodukte

Die bestrahlte Ribonuclease-Losung wurde auf eine
Siule (2-140 cm) von Sephadex G-50 fein aufgetra-
gen, die vorher 6 Stdn. lang mit 0,2-m. Phosphatpuf-
fer (pu 6,47) gewaschen worden war. Wir eluierten

11 C, H. W. Hirs, S. Moore u. W, H. Stein, J. biol. Chemistry
200, 493 [1953].

12 (), Bopaxsky u. M. K. Scuwarrz, Meth. Med. Res. 9, 83
[1961].

13 J. A, Rurrey u. H. A. Scueraca, Biochemistry 2. 421 [1963].
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mit 0,2-m. Phosphatpuffer, der mit einer Geschwindig-
keit von etwa 0,35 ml/Min. auf die Siule gepumpt
wurde, und fingen das Eluat in 3-ml-Fraktionen mit
einem Fraktionssammler auf.

1.4. Enzymbestimmung

Zur Bestimmung des Proteingehaltes in den einzel-
nen Fraktionen diente deren optische Absorption bei
278 mu. Die enzymatische Aktivitdit der RNase wurde
nach einer Modifikation der Methode von KaLnitsky
et al. ' bestimmt, die bereits ausfiihrlich beschrieben
wurde 3. Von den einzelnen Fraktionen pipettierten
wir jeweils 0,1 ml in 1 ml 0,1-m. Acetatpuffer (py 5,0)
und leiteten durch Zugabe von 1 ml RNS-Substratlgsung
die Reaktion zwischen Enzym und Substrat ein. Die
unverbrauchte RNS wurde durch Zugabe von 1 ml einer
0,75-proz. Lésung von Uranylacetat in 25-proz. Per-
chlorsdure ausgefilli, das Gemisch sofort im Eisbad
auf 0 °C abgekiihlt und der Niederschlag nach weiteren
20 Min. bei 6000 UpM abzentrifugiert. Nach Verdiin-
nung von 1 ml des Uberstandes mit dest. Wasser 1 : 3
bestimmten wir die Absorption dieser Ldsung bei
260 my in einem Spektralphotometer (Zeiss PMQ II)
gegen eine entsprechend behandelte Kontrolle ohne
Enzym.

H. JUNG UND H. SCHUSSLER

2. Ergebnisse

Durch Chromatographie iiber das Dextran-Gel
Sephadex ist es moglich, Substanzen mit unterschied-
lichen Mol.-Gew. zu trennen. Die Trennwirkung die-
ses Verfahrens beruht darauf, daB Molekiile mit
kleinem Mol.-Gew. in die Gelkorner eindringen kon-
nen und dadurch gegeniiber hohermolekularen Ein-
heiten verzégert werden. Folglich werden die Kom-
ponenten mit dem groBBten Mol.-Gew. zuerst eluiert,
die niedermolekularen Anteile kommen um so spé-
ter von der Sdule je geringer ihr Mol.-Gew. ist.
Trennt man 5 mg unbestrahlte Ribonuclease A in
der bereits beschriebenen Weise iiber Sephadex
G-50 auf und bestimmt man die optische Absorp-
tion der einzelnen Fraktionen bei 278 mu, so findet
man (vgl. Abb.1, ,Konirolle“) ein ausgeprigtes
Maximum bei Fraktion 48 (Maximum ,,I*) und ein
sehr kleines Maximum bei Fraktion 36 (Maximum
»1I1“). Die enzymatische Aktivitdt in den einzelnen
Fraktionen zeigt den gleichen Verlauf wie die Ex-
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Abb, 1. Chromatographische Auftrennung von 5 mg Ribonuclease A nach Bestrahlung mit %Co-y-Strahlung. Oben: Bestrah-
lung in Luft. Unten: Bestrahlung in Stickstoff. —@— Extinktion bei 278 mu; -- O - - enzymatische Aktivitdt (eine Einheit ent-
spricht der Aktivitdt von 1 g RNase/ml).

1 G, Karnirsky, J. P. Hommer, H. Reswick, J. R. Carter, L. B,
Barnerr u. C. Dierks, Ann. New York Acad. Sci. 81, 542
[1959].

15 H. Juxne, Z. Naturforschg. 20 b, 764 [1965].
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tinktion. Auf Abb. 1 sind die beiden Skalen fiir die
Extinktion (linker OrdinatenmaBstab, schwarze
Punkte, ausgezogene Kurven) bzw. fiir die Enzym-
Aktivitit (rechter OrdinatenmaBstab, offene Kreise,
unterbrochene Kurven) so gegeneinander angeord-
net, daf} Extinktion und Enzym-Aktivitit in Frak-
tion 48 zusammenfallen. Bei dieser Fraktion (Maxi-
mum 1) wird die monomere Ribonuclease A eluiert;
das bei Fraktion 36 gelegene kleine Maximum riihrt
von héhermolekularen Aggregaten her, die aber
ebenfalls enzymatische Aktivitit hesitzen. Diese
héhermolekulare Komponente tritt, wie CRESTFIELD,
Stein und Moore 1% gezeigt haben, beim Gefrier-
trocknen der essigsauren Losung auf; ihr Anteil be-
tragt in unserem Fall 1,8 Prozent. Werden 5mg
Ribonuclease in 1 ml bidest. Wasser unter Durch-
leiten von Luft in der Co-y-Quelle bestrahlt, so zeigt
die Extinktion ein weiteres Maximum bei Fraktion
44 (Abb. 1, oben, Maximum ,,I1“), das bemerkens-
werterweise keine enzymatische Aktivitit besitzt.
Gleichzeitig wird die Grofle von Maximum I verrin-
gert, wiahrend fiir Maximum 11l eine Zunahme der
Extinktion festzustellen ist. Bei 0,5 Mrad hat die
optische Absorption aller drei Maxima ann#hernd
den gleichen Wert. Mit steigender Dosis nimmt Ma-
ximum II zunéchst noch etwas zu; bei noch hoheren
Strahlendosen wird auch dieses Maximum abgebaut,
so daf} bei 1,5 Mrad {ast die gesamte Extinktion in
Maximum I1II zu finden ist. Werden die Bestrahlun-
gen unter O,-freien Bedingungen durchgefiihrt, so
fehlt Maximum II véllig (Abb. 1, unten). Mit stei-
gender Dosis verringert sich lediglich die GroBe von
Maximum I, wihrend die von Maximum III gleich-
zeitig anwichst. Die enzymatische Aktivitdt von
Komponente 1 nimmt mit anwachsenden Strahlen-
dosen ab, Komponente 111 enthilt einen um so gré-
Beren Anteil der Gesamtaktivitdt je hoher die Dosis
ist. Damit ist zundchst qualitativ gezeigt, dal} bei
der Inaktivierung von Ribonuclease in Lésung mit
zunehmender Dosis eine ausgeprigte Aggregation
zu hohermolekularen Einheiten zu beobachten ist,
von denen ein Teil enzymatische Aktivitdt besitzt.
Bei Bestrahlung in Luft tritt eine Komponente auf
(Maximum 1I), die unter O,-freien Bedingungen
nicht nachzuweisen ist.

Die Extinktion der einzelnen Komponenten 1afit
sich nicht exakt angeben, da fiir diesen Zweck die
verschiedenen Maxima nicht geniigend weit von ein-

16 A, M. Cresrrierp, W. H. Steiv u. S. Moorg, Arch. Biochem.
Biophysics Suppl. 1, 217 [1962].
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ander getrennt sind. Dagegen kann man die Gesamt-
extinktion aller drei Komponenten zusammen recht
genau bestimmen, und zwar durch Aufsummieren
der in den einzelnen Fraktionen gemessenen Extink-
tionswerte. Wie aus Abb. 2 ersichtlich ist, steigt die
auf die Absorption der Kontrolle bezogene Gesamt-
extinktion mit zunehmender Dosis an. Die Zunahme
erfolgt bei den in Luft bestrahlten Proben schneller
als bei den in Stickstoff bestrahlten.

—

Luft
Sticksfoff

(™

N
7

Gesamtabsorption (278 mu) —

0 i 1 1 H 1 )
0 05 10 15 Mrad
Dosis —»

Abb. 2. Zunahme der Gesamtabsorption bei 278 mu in Ribo-
nuclease A nach Bestrahlung in Wasser mit verschiedenen
Dosen ®Co-y-Strahlung.

Um die Abnahme der in Maximum I enthaltenen
Enzym-Aktivitdt (monomere RNase A) mit steigen-
der Dosis zu ermitteln, wurde die in den einzelnen
Fraktionen gefundene Aktivitat aufsummiert und in
Abb. 3 tber der Strahlendosis aufgetragen. Die bei
Bestrahlung in Luft und in Stickstoff erhaltenen
MeBpunkte liegen bei halblogarithmischer Aufira-
gung auf einer Geraden, deren Steigung einer 37%-

Enzym-Aktitat ——»
3

L & Stickstoff
o Luff

7 1 i
0 as 10

1
15 Mrac
Dosis —>

Abb. 3. Enzymatische Aktivitit von Komponente I nach Be-
strahlung in Wasser mit verschiedenen Dosen %Co-y-Strah-
lung (100% = Gesamtaktivitit ciner unbestrahlten Kontrolle).
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Dosis (Dj;) von 0,4 Mrad entspricht. Tragt man da-
gegen die Aktivitdt von Komponente III in entspre-
chender Weise iiber der Dosis auf (Abb. 4), so fin-
det man einen vollig anderen Verlauf. Bis zu Dosen
von etwa 0,3 Mrad nimmt die Enzym-Aktivitdt zu-
néchst zu, wobei nach Bestrahlung in Stickstoff die

100
%
1 10
B
2
=
<
g
&
§7
» Stickstoff ™~
P Luft
o1 1 i 1
"o 05 10 15 Mrad
Dosis —»

Abb. 4. Enzymatische Aktivitdt von Komponente IIT nach
Bestrahlung in Wasser mit verschiedenen Dosen $Co-y-Strah-
lung (100% = Gesamtaktivitdt einer unbestrahlten Kontrolle).

Aktivitit um einen Faktor von 3 grofler ist als nach
Bestrahlung in Luft. Aus dem Kurvenverlauf geht
hervor, dafl zwei Konkurrenzreaktionen ablaufen.
Die eine fiihrt zur Aggregation der RNase-Molekiile,
wobei jedoch ein Teil der enzymatischen Aktivitdt
erhalten bleibt, die zweite hat die Inaktivierung die-
ser hohermolekularen Komponente zur Folge. Die
Steigung der beiden Kurven in Abb. 4 entspricht
bei hohen Dosen einer D3, von etwa 0,4 Mrad. Das
zeigt, dafl die in Maximum III enthaltene Enzym-
Aktivitait mit der gleichen Geschwindigkeit inakii-
viert wird wie die monomere Ribonuclease (Maxi-
mum I). Die Extrapolation dieser Steigung bei

hohen Dosen (Abb. 4, unterbrochene Geraden) zeigt, .
daB bei Bestrahlung in Stickstoff etwa 60% der Ge-

samtaktivitiit zuerst in Komponente III tbergehen,
ehe sie bei weiterer Strahleneinwirkung inaktiviert
werden. Bei Bestrahlung in Luft betrdgt dieser An-
teil etwas iiber 20 Prozent. Die Summe der in den
Komponenten I und I11 enthaltenen Enzym-Aktivitat
stellt die Gesamtaktivitat dar. Wie Abb. 5 zeigt,
nimmt diese nach Bestrahlung in Stickstoff schneller
ab als nach Bestrahlung in Luft. Aus den entspre-
chenden 37%-Dosen von 0,44 bzw. 0,53 Mrad resul-
tiert somit ein ,,Sauerstoff-Effekt“ von 1,2.

Wird Ribonuclease nicht in Wasser, sondern in
5-1072%-m. Methioninlésung bestrahlt, so tritt nach

Extinktion ——»

H. JUNG UND H. SCHUSSLER
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Abb. 5. Gesamtaktivitit von Ribonuclease (= Summe von
Komponente I und HI) nach Bestrahlung in Wasser mit ver-
schiedenen Dosen $°Co-y-Strahlung.

Bestrahlung in Luft die Komponente 1l nicht auf
(vgl. Abb. 6). Abb. 6 zeigt dariiber hinaus, dal} in
Maximum I die Absorption bei 278 mu durch die
Bestrahlung um den gleichen Betrag verringert wird
wie die enzymatische Aktivitdit. (Die Anordnung
der Skalen fiir Extinktion und Aktivitat ist auf
Abb. 6 dieselbe wie bei der Kontrolle auf Abb. 1.)
Mit steigender Dosis nimmt die Extinktion in Ma-
ximum I ab und in Maximum III zu, und zwar in
dhnlicher Weise wie nach Bestrahlung in Wasser
unter Stickstoff-Atmosphire (vgl. Abb. 1, unten).
Die in Maximum 1 enthaltene Aktivitdit wird auch

orsk v [ 27Mra |
Luft ] Stickstoff
| ﬂ
Q1o -
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I I
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A |
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Abb. 6. Chromatographische Auftrennung von 5 mg Ribo-

nuclease A nach Bestrahlung in 5-10—2-m. Methionin-Losung

mit 2,7 Mrad %Co-y-Strahlung. —@— Extinktion bei 278 mu ;

-- O0-- cnzymatische Aktivitdt (eine Einheit entspricht der
Aktivitdt von 1 ug RNase/ml).
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bei Anwesenheit von Methionin in Luft und Stick-
stoff gleich schnell inaktiviert (Abb. 7, helle Kreise
und Dreiecke). Aus der Neigung der Inaktivierungs-
kurve ergibt sich eine Dy; von 4 Mrad. Das heil}t,
dafl durch die Gegenwart des Methionins die Strah-
lenempfindlichkeit der Ribonuclease gegeniiber den
in Wasser durchgefiihrten Experimenten um einen
Faktor von 10 verringert wird. Die Enzym-Aktivitat
in Maximum III steigt mit der Dosis zunéchst an,
um bei héheren Dosen wieder abzunehmen (Abb. 7,

dunkle Punkte und Dreiecke). Allerdings ist dieser

100
%

Dyy =4 Mrad

| &4 Stickstoff
oe [uff

Enzym-Aktivifat —~
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0 H 2

A
3 Mrad
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Abb. 7. Enzymatische Aktivitit von Komponente I (/\ und

o) und Komponente III (A und @) nach Bestrahlung in

5-1072-m. Methionin-Lisung mit #Co-p-Strahlung (100% =
Gesamtaktivitdt einer unbestrahlten Kontrolle).

Verlauf nicht genau zu bestimmen, da oberhalb von
2 Mrad durch Umsetzung der Bestrahlungsprodukte
des Methionins die bestrahlten Losungen tritbe wer-
den und die Resultate stark zu streuen beginnen.
Aus Abb. 7 geht hervor, dal} bei Bestrahlung in
Stickstoff der Anteil der enzymatisch aktiven Kom-
ponente in Maximum Il etwa um einen Faktor von
3 grofler ist als nach Bestrahlung in Luft. Das gleiche
Verhiltnis findet man auch nach Bestrahlung in
Wasser (vgl. Abb. 4), jedoch ist in diesem Fall der
Absolutbetrag der Enzym-Aktivitdt in Maximum 111
sowohl in Luft als auch in Stickstoff 2,5-mal hoher
als in Gegenwart von Methionin. Diese Versuche zei-
gen, daB auch bei Anwesenheit eines Schutzstoffes
der Verlust der Enzym-Aktivitit stets mit einer Ag-
gregation verbunden ist. Allerdings tritt hier die in
Wasser nach Bestrahlung in Luft beobachtete Kom-
ponente 1 nicht auf.

}-—>
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Trocken bestrahlte Ribonuclease fithrt nach dem
Auftrennen zu sehr dhnlichen Spektren, wie sie be-
reits nach Bestrahlung in Wasser oder Methionin-
Losung gefunden wurden (vgl. Abb. 8). Durch Be-
strahlung mit 26 Mrad Co-y-Strahlung bei 77 “K
wird die Gesamt-Aktivitit auf 95% der Kontrolle
verringert. Gleichzeitig steigt die Aktivitat in Maxi-
mum Il von 1,8% (in der Kontrolle) auf itber 5%
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Abb. 8. Chromatographische Auftrennung von 5 mg Ribo-

nuclease A nach Bestrahlung im Trockenen mit 26 Mrad

%Co-y-Bestrahlung. -@— Extinktion bei 278 mu; - - 0 - - enzy-

matische Aktivitat (eine Einheit entspricht der Aktivitdat von
1 ug RNase/ml).

an. Wird die gleiche Dosis bei Zimmertemperatur
verabreicht, so konzentrieren sich fast 11% der ur-
spriinglich in der Kontrolle vorhandenen Enzym-
Aktivitdt in Maximum III, wihrend in Kompo-
nente 1 die Aktivitdt um etwa 40% abnimmt. Die
starke Zunahme der Extinktion in Maximum 111
zeigt aullerdem, dafi auch bej Bestrahlung im Trok-
kenen die inaktivierten Molekiile nicht als Mono-
mere vorliegen, sondern daf} sie sich zu héhermole-
kularen Einheiten zusammenlagern. Bezogen auf
gleichen Inaktivierungsgrad ist der Anteil der
Enzym-Aktivitat enthaltenden Aggregate in Maxi-
mum II etwa ebenso grof} wie nach Bestrahlung in
Wasser unter Stickstoffatmosphire.

3. Diskussion

Unsere Resultate erlauben eine Reihe von Riick-
schliissen auf die Reaktionen, die bei der Strahlen-
inaktivierung von Ribonuclease in Losung ablaufen.

0
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Der Befund, dafl die in der monomeren Kompo-
nente 1 enthaltene Enzym-Aktivitdt sowohl bei Be-
strahlung in Luft als auch bei Bestrahlung in Stick-
stoff mit gleicher Geschwindigkeit abnimmt (vgl.
Abb. 3), zeigt, da} in beiden Féllen die gleiche An-
zahl von Ribonuclease-Molekiilen durch den Angriff
von Wasserradikalen aktiviert und zur Reaktion mit
ithrer Umgebung befdhigt werden. Allerdings ist die
Art ihrer Weiterreaktion von der O,-Konzentration
abhéngig. Unter Stickstoffatmosphére wird durch
die Bestrahlung die native Ribonuclease A (Maxi-
mum I} in Komponente III iiberfithrt, wihrend in
Luft eine Umwandlung in die Komponenten II und
IIT vorgeht. Vorldufige Mol.-Gew.-Bestimmungen 7
ergaben fiir Maximum II einen Wert von etwa 20000,
fir Maximum III einen solchen von 30— 35 000.
Das Mol.-Gew. von Komponente 1I entspricht folg-
lich etwa 1%!/2 Ribonuclease-Molekiilen, wihrend
Komponente 111 aus einem Gemisch von Dimeren
und hohermolekularen Aggregaten zu bestehen
scheint. Demnach werden die Ribonuclease-Molekiile
durch die Einwirkung von Strahlung bei Abwesen-
heit von O, zur Polymerisation befdhigt, wobei sich
zwel Molekiile zusammenlagern. Dabei bleibt etwa
die Halfte der urspriinglichen Enzym-Aktivitdt er-
halten. Bei weiterer Bestrahlung wird die in den Ag-
gregaten enthaltene Aktivitit mit der gleichen Ge-
schwindigkeit inaktiviert wie die von Komponente I
(D3; = 0,4Mrad). Durch Bestrahlung in Luft wird die
monomere Ribonuclease in die Komponenten 1T und
I umgewandelt. Offensichtlich laufen hier zwei
Konkurrenzreaktionen ab. Die eine entspricht den
Vorgdngen in Stickstoffatmosphére. Dabei entstehen
Aggregate mit einem mittleren Mol.-Gew. von
30000 und mehr, die z. T. noch enzymatische Ak-
tivitit enthalten. Doch tritt bei Anwesenheit von O,
diese Komponente III weniger hiufig auf als nach
Bestrahlung unter N,-Atmosphire; denn in Luft ist
sowohl die optische Absorption (vgl. Abb.1) als
auch die enzymatische Aktivitdt (vgl. Abb.4) von
Maximum II1 kleiner als in Stickstoff. Die nicht in
Maximum 111 erscheinenden Bestrahlungsprodukte
werden in Komponente II {iberfiihrt. Da diese Kom-
ponente das 1!/2-fache Mol.-Gew. eines Ribonuclease-
Molekiils besitzt und auBlerdem keine enzymatische
Aktivitit zeigt, ist ihr Auftreten nicht leicht zu er-
kliren. Moglicherweise werden bei Bestrahlung in

17 J. R. WmtHacker, Analytic. Chem. 33, 1950 [1963].
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Luft die Disulfidbriicken der Ribonuclease oxydiert.
Dadurch wiirde erméglicht, daf3 ein RNase-Molekiil
durch einen Bruch in der Peptidkette in zwei Bruch-
stiicke aufgespalten wird. Ob sich jeweils drei sol-
cher Bruchstiicke zusammenlagern oder ob ein
Bruchstiick mit einem RNase-Molekiil reagiert und
dieses dabei inaktiviert, 1Bt sich auf Grund unse-
rer Versuche nicht entscheiden.

Die Untersuchungen in Methionin-Lésung bzw.
an trocken bestrahlter Ribonuclease ergaben, daf}
auch hier die inaktivierten Molekiile praktisch aus-
schlieBlich als Dimere und héhere Aggregate vor-
liegen. Diese Tatsache ist bemerkenswert, da nach
bisheriger Auffassung bei Bestrahlung im Trocke-
nen vollig andere Mechanismen zur Inaktivierung
fithren als beim Bestrahlen in Losung. Weiterhin ist
auffallend, dafl in Luft durch die Anwesenheit des
Methionins die Entstehung von Molekiilbruchstiicken
und damit das Auftreten von Komponente II ver-
hindert wird. ’

Srosopian und Mitarbb. '® untersuchten die bei
y-Bestrahlung von Ribonuclease auftretenden Pro-
dukte mit Hilfe von Chromatographie iiber Carboxy-
methylcellulose (CM-Cellulose). Sie gingen von
chromatographisch gereinigter Ribonuclease A aus,
bei der 1,6% der Gesamtaktivitdt nicht als RNase A
vorlagen. Da bei unseren Versuchen nach der Reini-
gung 1,8% der Enzym-Aktivitit in den Aggregaten
von Maximum I1I enthalten war, diirften damit die
Ausgangsbedingungen der Experimente die gleichen
gewesen sein. Beim Bestrahlen finden Svosopiaxn et
al. eine Umwandlung der Ribonuclease A in fiinf
verschiedene Komponenten, die alle etwas enzymati-
sche Aktivitit zeigen. In einigen der bestrahlten Pro-
ben stieg die nicht in der RNase A enthaltene Aktivi-
tdt auf das 9 —10-fache der Kontrolle an. Da in
unseren Versuchen bei Bestrahlung in N, die enzy-
matische Aktivitdt in Maximum III von 1,8 bis auf
16% der Gesamtaktivitit anstieg, scheint unsere
Komponente II1 aus mehreren, in chemischer Hin-
sicht verschiedenen Einzelkomponenten zu bestehen
und umgekehrt diirfte es sich bei den von SroBopIaN
nachgewiesenen Bestrahlungsprodukten um hoher-
molekulare Aggregate handeln. Es erscheint somit
lohnend, die bei Auftrennung iiber Sephadex in Ma-
ximum III gemeinsam eluierten Komponenten an-
schliefend einer Chromatographie itber CM-Cellu-
lose zu unterwerfen.

18 E. Svopopian, M. Freisuer, W. Newman u. S. RUBENFELD,
Arch. Biochem. Biophysics 97, 59 [1962].
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Durch Chromatographie iber Sephadex findet
Suarira 1® nach Bestrahlung in O, teilweise oxy-
dierte Ribonuclease, die noch enzymatische Aktivi-
tat besitzt, wihrend in N, nur aggregiertes, enzyma-
tisch inaktives Protein nachgewiesen wurde. Die
nach Bestrahlung in Luft aufgenommenen Chromato-
gramme zeigen eine dhnliche Form wie unsere bei
Abwesenheit von O,; umgekehrt sind die in N, be-
obachteten Spektren in etwa mit den von uns in Luft
gemessenen vergleichbar. Diese Diskrepanz diirfte
darauf zuriickzufithren sein, dal} bei nicht genau
kontrolliertem O,-Gehalt die in N, bestrahlten Pro-
ben nach 79 krad, die in Luft bestrahlten nach
316 krad chromatographiert wurden. Im Gegensatz
zu den Ergebnissen unserer Versuche (vgl. Abb. 8)
findet Smarira beim Auftrennen von trocken be-
strahlter Ribonuclease keine Aggregation. Aller-
dings betrdgt bei der verabreichten Dosis von 316
krad der Anteil der strahleninduzierten Aggregate
weniger als 1%, so daBl er nur schwer nachzuweisen
ist. FrieoBere und Havypex 2° beobachten in Losun-
gen von trocken bestrahlter Ribonuclease mit stei-
gender Dosis eine Zunahme der Viskositit, aber
keine Erhohung des osmotischen Druckes. Aus dem
zweiten experimentellen Befund schlielen sie, daf3
bei der Bestrahlung von trockener Ribonuclease
keine Aggregation auftritt. Die Ursache fiir diese
Diskrepanz mit unseren Ergebnissen ist nicht ge-
klart.

Da die optische Gesamtabsorption mit zunehmen-
der Dosis ansteigt (vgl. Abb.2), ist die von uns
beobachtete Aggregation offensichtlich nicht die ein-
zige Veridnderung, die an bestrahlter Ribonuclease
auftritt. Die aggregierten Molekiile scheinen noch
zusitzliche chemische Verinderungen oder Anderun-
gen in der Konformation aufzuweisen. Dall be-
strahlte Ribonuclease einen héheren Extinktions-
koeffizienten besitzt als native, wurde bereits von
einigen Autoren 2722 beobachtet; doch ist die Ur-
sache dieser Extinktionszunahme noch nicht geklart.
Es erscheint moéglich, dal mit einer Auffaltung des
Molekiils eine erhohte optische Absorption ver-
kniipft ist 23, Wahrscheinlicher ist aber, daf die be-
obachteten groflen Extinktionsinderungen durch das
Zusammenwirken von zwei Ursachen zustandekom-
men. Nach Hermans und ScuEraca?! werden bei
der Denaturierung der Ribonuclease die Carboxyl-
1% R, Suarira, Int. J. Rad. Biol. 7, 537 [1963].

20 F. Friepsere u. G. A. Havpew, Radiat. Res. 26, 263 [1965].

2t . W. Hunt u. J. F. WiLniams, Radiat. Res. 23, 26 [1964].
22 T, W.Smita u. S. J. Aperstemn, Radiat. Res. 24, 119 [1965].

231

Tyrosyl-Wasserstoffbriicken zerstért und auflerdem
die Tyrosylgruppen aus dem hydrophoben Innern
des Molekiils in Kontakt mit dem Losungsmittel ge-
bracht. Beide Prozesse bewirken, dafl die vorher
maskierten Gruppen zur ErhShung der optischen
Absorption beitragen kénnen.

Aus unseren Versuchen geht aullerdem hervor, daf}
bei der Interpretation von ,,Sauerstoff-Effekten® sehr
sorgfiltic vorgegangen werden sollte. Wie Abb. 5
zeigt, nimmt die enzymatische Gesamtaktivitit in
Luft und in N, verschieden schnell mit der Strahlen-
dosis ab. Die beiden entsprechenden 37%-Dosen
unterscheiden sich um einen Faktor von 1,2. Wenn
nur die Gesamtaktivitdt berticksichtigt wird, verleitet
ein solches Resultat zu dem Schlufl, daBl in Luft die
Zahl der im Losungsmittel erzeugten inaktivierenden
Radikale um einen Faktor von 1,2 grofler ist als in
Stickstoff. Der beobachtete ,,Sauerstoff-Effekt® ist
aber nicht auf einen quantitativen, sondern auf einen
qualitativen Unterschied zuriickzufithren; d. h. in
Luft ist nicht die Zahl der durch die Strahlung indu-
zierten primaren Umsetzungen héher als in N, , son-
dern in Luft laufen andere Reaktionen ab als in Stick-
stoff. Da diese Reaktionen weniger Enzym-Aktivitit
in den polymerisierten Komponenten erhalten (vgl.
Abb. 4), verringert sich die Gesamtaktivitit, so dal3
schlieBlich ein ,,Sauerstoff-Effekt* zu beobachten ist.
Dieser Befund macht deutlich, daf§ Dosis-Effekt-Kur-
ven (Gesamtaktivitat iiber der Dosis) nicht geniigend
Information enthalten, um Riickschliisse auf even-
tuell wirksame Reaktionsmechanismen zuzulassen.

Zusammenfassend sei als wichtigstes Ergebnis der
vorliegenden Arbeit der experimentelle Nachweis
hervorgehoben, daff bei der Bestrahlung vor Ribo-
nuclease in Losung, in Gegenwart eines Schutzstoffes
und im Trockenen der Verlust der enzymatischen
Aktivitit stets mit einer Aggregation zu héhermole-
kularen Einheiten verbunden ist. Damit mul jede
Theorie, welche die bet der Strahleninaktivierung
von Ribonuclease ablaufenden Reaktionen beschrei-
ben will, auch die Vorgiinge bei der Polymerisation
mit einschlieBen.

Herrn Professor Dr. K. G. Zimmer danken wir fiir
sein forderndes Interesse an dieser Arbeit, Frau U.-B.
June und Friulein H. Recxerr fiir sorgfiltige und
fleiBige Mitarbeit bei der Durchfilhrung der Experi-
mente.

23 K. Rosexueck u. P. Dory, Proc. nat. Acad. Sci. U.S. 47,
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