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Dry ribonuclease was irradiated with #Co gamma radiation in vacuo, under oxygen atmosphere,
and at 77 °K. By chromatography on Sephadex G-50 active ribonuclease was separated from inactive
radiation products. From the elution pattern and by ultracentrifugation it was shown that mainly
unfolded dimers are formed by gamma irradiation of dry ribonuclease. Amino acid analysis of these
various products shows that in all components cystine, methionine, tyrosine, phenylalanine, lysine,
and histidine are destroyed with increasing dose whereas glycine shows a small increase. Thus, in
ribonuclease irradiated in the dry state the same amino acids are changed as was found after
irradiation in aqueous solutions. The radiosensitivity of dry ribonuclease shows an increase by the
presence of oxygen of about 2 and a decrease at low temperature in vacuo of about 5. The same
factors were also found for the alteration of amino acids, which means that under various experi-
mental conditions amino acid destruction is proportional to loss of enzymatic activity of ribonuclease.
The observed selectivity of amino acid destruction may be explained by energy migration or by
the attack of atomic hydrogen liberated at random from the molecule. The total number of amino
acids destroyed per ribonuclease molecule increases with dose. In enzymatically inactive products
this value is always higher by one amino acid residue than in the active components. From this
result and from the increase with dose it is concluded that after destruction of one amino acid
residue the ribonuclease molecule has a probability (not depending on dose of irradiation) of 0.45
to become ‘inactivated whereas in -55 per cent’ of all cases the molecule maintains its: enzymatic

activity.

Im Rahmen der seit Jahren andauernden Diskus-
sion iiber die Mechanismen, die bei der Strahlen-
inaktivierung von Enzymen von Bedeutung sind,
wurde der Verlust der enzymatischen Aktivitdt am
hiufigsten auf folgende Prozesse zuriickgefiihrt:
1. Zerstérung von Aminosiuren-Seitenketten, wo-
durch wesentliche Elemente des aktiven Zentrums
verandert werden; 2. Unterbrechung von einigen
spezifischen sekunddren und tertidren Bindungen,
die fiir die Aufrechterhaltung der Konformation des
aktiven Zentrums veraniwortlich sind; 3. Vernetzung
und Briiche in der Hauptkette; 4. Verdnderung der
Konformation durch das gleichzeitige Aufbrechen
mehrerer Wasserstoftbindungen. Wihrend der letz-
ten Jahre versuchten zahlreiche Autoren die Frage
zu kliren, welcher der angefiihrten Mechanismen
in dem Dosisbereich wirksam ist, in dem die enzyma-
tische Funktionsfihigkeit des Molekiils zerstort wird.
Bei diesen Experimenten konzentrierte man sich in
erster Linie auf Parallelmessungen von Enzymakii-

L I. Mitt.: H. Juwe u. H. Scatssier, Z. Naturforschg. 21b,
224 [1966] ,

2 11, Mitt.: H. Scabsster u. H. June, z. Naturforschg 221)
614 [1967].

3 D. K. Ray, F. Hutcminsox u. H. J. Morowrrz, Nature [Lon-
don] 186, 312 [1960].

vitdt und physikalischen und chemischien Verédnde-
rungen, wie optische Absorption, Radikalerzeugung,
elektrophoretisches und chromatographisches Verhal-
ten, Frelsetzung von titrierbaren Gruppen, Amino-

uren-Zusammensetzung, Affinitét fiir das Substrat,

u. . D1e dabei fiir Ribonuclease (RNase) erbrach-
ten Resultate sind jedoch recht widerspriichlich.
Einige Autoren375 berichten, daB in trocken be-
strahlter Ribonuclease Cystin mit zunehmender Do-
sis verdndert wird, wahrend nach Haypex und Friep-
BERG & bis 45 Mrad weder Cystin noch Methionin,
Tyrosin oder Phenylalanin abgebaut werden. Die
gleichen Autoren konnten weder durch Ultrazentri-
fugation ® noch durch osmotische Daten? eine Ag-
gregation nachweisen, dagegen fanden Hasxiut und
Hunr 8 aggregierte RNase-Molekiile nach Bestrah-
lung im Trockenen. Die Verdnderung von Extink-
tion und optischer Rotation spricht ferner fiir das
Vorhandensein von Konformations-Anderungen® %8,
von denen jedoch nicht sicher ist, ob sie zur Erkla-

4 L. G. Avcenstemy u. K. Grisr, zitiert bei L. G. AvcensTEIN,
. Advances in Enzymol. 24, 359 [1962].

5 J.W. Hont w. J. F. W!LLIAMS, Radiat. Res. 23, 26 [1964].
% G. A. Hayoex u. F. Frizpeere, Radiat. Res. 22, 130 [1964].
7 F. Friepsere u. G. A. Havoen, Radiat. Res. 26, 263 [1965].
8 J. S. Haskiut u. J. W, Honr, Radiat. Res. 31, 327 [1967].
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rung der beobachteten Aktivititsabnahme ausrei-
chen. Aus diesem Grunde erschien es uns erforder-
lich, die nach Bestrahlung im Trockenen entstehen-
den Aminosauren-Verinderungen sowie das Aufire-
ten von aggregierten Bestrablungsprodukten niher
zu untersuchen.

Ein weiterer Grund fiir die Durchfilhrung dieser
Versuche war folgender: Wie wir in einer fritheren
Arbeit? zeigten, betrigt die 37%-Dosis (Dg,;) fiir
die Inaktivierung von Ribonuclease durch %Co-y-
Strahlung 42 Mrad. Dieser Wert gilt fiir Zimmer-
temperatur und stimmt mit den Befunden von Hunt
und Wirtiams ® (Dg; = 48 Mrad) und von Friep-
BERG und Havopen7 (Dj; = 38 Mrad) gut iiberein.
Legt man einen mittleren Energieaufwand von
60 eV pro Primirionisation zugrunde (dies scheint
uns aus der Vielzahl der bisher publizierten Werte
der wahrscheinlichste zu sein %), dann ergibt sich
aus der Dy, mit Hilfe der Treffbereichstheorie !! fiir
das empfindliche Target ein Mol.-Gew. von 13 750.
Vergleicht man diesen Wert mit dem Mol.-Gew. von
Ribonuclease (MG = 13 680 12), dann kénnte diese
wexzellente“ Ubereinstimmung als Beweis fiir die
Anwendbarkeit der Treffbereitstheorie angesehen
werden (ganz entsprechende Folgerungen 1314 wur-
den schon aus der LET-Abhingigkeit des Inaktivie-
rungs-Querschnitts von RNase!® gezogen — aller-
dings fiir ein Mol.-Gew. von 27 000). Nach dieser
Abschitzung sollten nur diejenigen RNase-Molekiile
inaktiviert werden, in denen eine Primdrionisation
aufiritt, wihrend die enzymatisch aktive Kompo-
nente aus vollig unverédnderten Molekiilen besteht.
Nachdem uns frither bei bestrahlten wifrigen Lo-
sungen von Ribonuclease die Trennung von aktiven
und inaktiven Bestrahlungsprodukien gelungen
war ', wodurch Aminosiuren-Analysen an beiden
Komponenten. moglich wurden 2, erschien uns die
Anwendung dieser Untersuchungsmethode zur Kli-
rung des zur Diskussion stehenden Problems erfolg-
versprechend. Wenn die Vorstellungen der Treffbe-
reichstheorie zutreffen, dann- sollten die enzymatisch

® W. Gonraer u. H. Juxe, Z. Naturforschg. 22b, 313 [1967].

¥ H. Jone u. K. G. Zmmer, in: Current Topics in Radiation

" Research II (eds. Eserr u. Howarp), S. 69. North-Holland
Publishing Ce., Amsterdam 1966. .

1 ¥, G. Zmuer, Studies on Quantitative Radiation Biology.
Oliver & Boyd, Edinburgh/London 1961.

2 C, H. 'W. Hirs, S. Mooge u, W. H. Srem, J. biol. Chemistry
235, 633 [1960].

13 P, Hurcamson u. E. C. Poruarp, in: Mechanismus in Radio-
biology I (eds. Errera u. Fomsssere), S. 71. Academic
Press, New York 1961.
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aktiven Molekiile die gleiche Aminosduren-Zusam-
mensetzung aufweisen wie unbestrahlte RNase; die
in den inaktivierten Bestrahlungsprodukten aufire-
tenden Verdnderungen solliten dagegen mehr oder
weniger gleichmiBig iiber alle' Aminosduren verteilt
sein, da die Absorption der Strahlung rein'statistisch
erfolgt.

Wenn die Bestrahlungen bei Zimmertemperatur
im Vakuum und unter Sauerstoff sowie bei tiefen
Temperaturen durchgefithrt werden, dann sollte ein
solches Experiment dariiber ~hinaus noch Informa-
tionen ‘liber die Mechanismen von Sauerstoff- und
Temperatureffekt liefern. Es ist bekannt, daff die.
Strahlenempfindliehkeit ‘von Ribonuclease in O,-
Atmosphire groBer ist als im Vakuum %16, bei tie-
fen Temperaturen jedoch wesentlich geringer als bei
Zimmertemperatur 7. Es sollte sich somit die
matischen Funktionsfdhigkeit und die Zerstorung
der Aminosiuren parallel laufen (was bedeuten
wiirde, dal} es auch einen O,- bzw. Temperatureffekt
hinsichtlich der Aminosiuren-Verdnderungen gibt)
oder ob die Zahl der zerstérten Aminosduren einzig
und allein von der Dosis abhingt.

Methodik

Fiir die vorliegenden Untersuchungen wurde reine
Ribonuclease A 1% verwendet, die durch Chromatogra-
phie iiber Amberlite IRC-50 (XE-64) aus kiuflicher
RNase erhalten wurde. Reinigungsverfahren, Entsalzen
und Priifung der gereinigten RNase A auf Einheitlich-
keit wurden bereits friiher mitgeteilt . Fiir die Bestrah-
lungen unter Oy-Atmosphdre wurden jeweils 30 mg
der gereinigten und gefriergetrockneten Ribonuclease
in Ampullen aus Pyrexglas eingewogen, lingere Zeit
mit getrocknetem O, gespiilt und dann abgeschmol-
zen. Fiir- die Experimente unter anaeroben Bedingun-
gen wurden die Ampullen mit der RNase vor dem Ab-
schmelzen mindestens 24 Stdn, auf 1073 Torr evakuiert.
Die Bestrahlung erfolgte in einer $°Co-y-Quelle bei
einer Dosisleistung von 1,8 Mrad/Stde. Nach Ende der
Bestrahlung wurden die Proben in 6 ml 0,05-m. Am-
moniumacetat gelost, auf eine Sdule von 3m Linge

4 F. Dessaver u. K. Semmermsvss, Quantenbiologie. Sprin-
ger-Verlag, Berlin 1964.

15 R.A. Dezrine, Radiat. Res.'5, 238 [1956].

18 J. W. Hunz, J. E. Tr u. J. W, Winsians, Radiat, Res. 17,
703 [1962].

17-D. J. FLuks, Radiat. Res. 28, 677 [1966].

18 C. H. W Hirs;-S: Moore-us W: H: Stery; T, biol. Cheémistry
200, 493 [1953].
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und 2 cm Durchmesser von Sephadex G-50/fein aufge-
tragen, mit 0,05-m. Ammoniumacetat eluiert und das
Eluat in 3-ml-Fraktionen aufgefangen. Nach Messung
der Enzymaktivitit 1% 20 und der optischen Absorption
bei 278 mu wurden die das gleiche Bestrahlungspro-
dukt enthaltenden Fraktionen gemeinsam gefriergetrock-
net und nach Hydrolyse?' in 6-n. HCl einer Amino-
sduren-Analyse 2 unterworfen. Einzelheiten dieser Me-
thode sowie das Auswerteverfahren wurden bereits be-
schrieben 2,

Ergebnisse

Abb. 1 zeigt Dosis-Effekt-Kurven fiir die Inakti-
-vierung von jeweils 5 mg gefriergetrockneter Ribo-
nuclease durch Co-y-Strahlung, die unter verschie-
denen Versuchsbedingungen aufgenommen wurden.

100
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T 77K
T 60 v
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S nt 0, Vakuum
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Dasis —=
Abb, 1. Inaktivierung von 5-mg-Proben trockener Ribo-

nuclease mit 9Co-y-Strahlung unter O,-Atmosphire, im Va-
kuum und bei 77 °K.

Bei Bestrahlung unter Oj-Atmosphire betrdgt die
37%-Dosis (Dg;) 20 Mrad, im Vakuum 42 Mrad
und bei der Temperatur des fliissigen Stickstoffs
200 Mrad. Bezogen auf die Strahlenempfindlichkeit
bei Zimmertemperatur wird durch die Anwesenheit
des O, die Sensibilitit der RNase um einen Faktor
von 2,1 erhoht, bei tiefen Temperaturen wird sie um
einen Fakior von 4,8 verringert. Trennt man unbe-
strahlte RNase A in der beschriebenen Weise iiber
Sephadex G-50 auf, so findet man (vgl. Abb.2) ein
ausgeprigtes Maximum (Peak 1), das aus mono-
merer RNase A besteht. Etwa 2% der Ribonuclease
liegen als Dimere vor, was sich durch das kleine

19 . Juxe, Z. Naturforschg. 20b, 764 [1965].

20 H. Juwe, Z. Naturforschg. 21 b, 1165 [1966].

21 G, Gunoraca, W. H. Steiv u. S. Moors, J. biol. Chemistry
234, 1754 [1959].
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Abb. 2. Chromatographische Auftrennung von 90 mg Ribo-
nuclease A iiber Sephadex G-50 (eine Einheit der Enzym-Ak-
tivitit entspricht 1 mg RNase/ml).

Maximum II, bemerkbar macht. Diese Dimere ent-
stehen beim Gefriertrocknen 23, besiizen aber enzy-
matische Aktivitit. Nach Bestrahlung unter Oy-Atmo-
sphare bel Zimmertemperatur ireten (vgl. Abb. 3)
zwei neue Maxima auf (Komponente I3 und 1l;).
Mit zunehmender Dosis wachst 114 an, wahrend I;
bis etwa 40 Mrad konstant bleibt und dann ebenfalls
abnimmt. Unter anaeroben Bestrahlungsbedingungen
tritt (vgl. Abb.4) Komponente I3 praktisch nicht
auf; die native RNase I, wird mit zunehmender In-
aktivierung in Komponente I3 umgewandelt. Nach
45 Mrad (0,) bzw. 95 Mrad (Vakuum) ist die Ex-
tinktion von Komponente II; stets groBer als 0,3;
sie weist jedoch stirkere Schwankungen auf, da mit
fortschreitendem Inaktivierungsgrad ein Teil der Be-
strahlungsprodukte unléslich wird und somit im
Peak 11, ,,fehlt. Komponente 114 enthé&lt*hoch etwas
enzymatische Aktivitdt, und zwar unfer Vakuum et-
was mehr als nach Bestrahlung in O,-Atmosphare;
doch ist dieser Unterschied geringer als bei bestrahl-
ten wilfirigen Losungen®. Bei kleinen Dosen er-

22 D. H. Seackman, W. H. Steiv u. S. MoogE, ‘Analytic Chem.
30, 1190 [1958]. ’

28 A, M. Crestrierp, W. H. Stemy u. S. Moozre, Arch. Biochem.
Biophysics Suppl. 1, 217 [1962].
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Abb. 3. Chromatographische Auftrennung von 30 mg Ribo-
nuclease A nach Bestrahlung in O,-Atmosphire mit 20 bzw:
45 Mrad (die Restaktivitit betrigt ca. 40 bzw. 10%).
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Abb. 4. Chromatographisdle Auftrennung von 30 mg Ribo-
nuclease A nach Bestrahlung im Vakuum mit 40 bzw. 95 Mrad
(die Restaktivitiit betrigt 40 bzw. 10%).

scheint neben der Enzym-Aktivitit von Komponente
114 noch die Aktivitit der nativen Dimere II, . Der
Beitrag dieser letzten Komponente verringert sich
mit zunehmender Dosis; denn I3 wird stetig inakti-
viert, wiahrend die Aktivitit von II3 zunichst an-
steigt, erst bei hoheren Dosen verlduft die Inaktivie-
rung schneller als die Neubildung von enzymatisch
aktiven Aggregaten.

24 J. R. Wrrraker, Analytic. Chem. 35, 1950 [1963].
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Es ist moglich, aus der Lage der einzelnen Kom-
ponenten im Elutionsdiagramm auf ihr Mol.-Gew.
zu schliefen 24, Die von uns benutzte Siule wurde
zu diesem Zweck mit Ribonuclease, Chymotrypsin,
Pepsin, Eialbumin und Blue Dextran geeicht. AuBer-
dem wurden die Mol.-Gew. mit Hilfe einer Analyti-
schen Ulirazentrifuge (Beckman, Spinco Modell E)
Snach der Methode von Ypuantis 23 bestimmt. Die
“ nach beiden Methoden erhaltenen Werte sind in

Tab.1 zusammengestellt. Die Komponenten I3 und

II; kommen frither von der Siule, als es ihrem

Mol.-Gew. entspricht. Ihre Struktur muBl sich folg-

-Aktivitét

Kom- Mol.-Gew.-Bestimmung Zustand
ponente Sephadex Ultra-
zentrifuge
In 14000 monomer nativ
Ia 18—20000 monomer denaturiert
IIn 28000- dimer nativ '
T4 30—35000 dimer denaturiert

Tab. 1. Vergleich der Mol.-Gew.-Bestimmungen iiber Sepha-
dex und mit der Analytischen Ultrazentrifuge.

lich durch die Bestrahlung so verdndert haben, daf§
sie einen groferen Raum einnehmen als native Mole-
kille. Diese Untersuchungen zeigen, dafl Kompo-
nente I, aus nativer monomerer RNase besteht; Ma-
ximum I3 enthalt denaturierte (aufgefaltete) Einzel-
5 molekiile, II, native Dimere und Il4 denaturierte
§ Dimere. Bei der letzten Komponente Il ist die An-
S wesenheit eines kleinen Anteils an hoheren Aggre-
gaten jedoch nicht mit Sicherheit auszuschlieBen.
Diese hier benutzte Nomenklatur weicht von den
frither 2 verwendeten Bezeichnungen ab. Die
Griinde fiir diese Anderung wurden bereits darge-
legt 28; sie soll vor allem die bisher iibliche unein-
heitliche: Nomenklatur beseitigen (fiir native RNase
findet man z.B. in der Literatur die Bezeichnungen
112 1127 und II18). Den wesentlichen Vorteil die-
ser neuen Benennung sehen wir darin, daf} sie In-
formation iiber die Art der betreffenden Kompo-
nente enthélt: Die romischen Ziffern geben die Zahl
der bei der Aggregation beteiligten Molekiile an, der
Index n steht fiir ,,nativ®, d fiir ,,denaturiert”.
Abb.5 zeigt die Elutionsdiagramme von Ribo-
nuclease, die bei der Temperatur des fliissigen
Stickstoffs bestrahlt wurde. Bei Dosen unterhalb von
120 Mrad wird zunéchst Komponente II, gebildet,
“d-h. s erfolgt eine Dimerisierung von nicht aufge-
falteten Molekiilen. Bei 180 Mrad macht sich das

£y

25 D. A. Yerantts, Ann. New York Acad. Sci. 88, 586 [1960].
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Abb. 5. Chromatographische Auftrennung von 30 mg Ribonuclease ‘A nach Bestrahlung bei 77 °K mit 120, 180 bzw. 350'Mrad
(die Restaktivitiit betriigt 60, 45 bzw. 15%). )

-

Tahl der verdnasrisn Aminosairen pro Molekiy

/by —

Abb. 6. -Summe der insgesamt zerstorten Aminosduren pre
Ribonuclease-Molekiil in den verschiedenen Komponenten.
n = enzymatisch aktive Ribonuclease, d = inaktivierte Be-

strahlungsprodukte.
Vak. 0, 77-°K
Kompohente I ® A =
Komponente Ig — \V/ —
Komponente I @) A [

Aufireten von denaturierten Monomeren und Dime-
ren bereits bemerkbar und bei 350 Mrad liegt das
‘bestrahlte Material zum -iberwiegenden Teil-indie~

26 H, June u. H. Scaiissier, studia biophysica 7, 23 [1968] .
27 V. I, Maksimvov, V. I. Osteov u. vE. D. Kaverzneva, Biokhi-
miya 32, 403-[1967].

sen beiden Komponenten I und Il vor. Wie bei
Zimmertemperatur wird auch durch Bestrahlung bei
77 °K ein Teil der Bestrahlungsprodukte unléslich,
s0 dafl in den Chromatogrammen die denaturierte
Komponente II; wesentlich kleiner ist als es der
Menge an insgesamt inaktivierter RNase entspricht.
Wie die Abbn.Z -5 zeigen, konnen bei trocken
bestrahlter Ribonuclease durch Chromatographie
ih shad en Molekiile von it

iiber Sephadex die nativen Molekiile von den weit-
gehend denaturierten Komponenten abgetrennt wer-
den. Damit eroffnet sich die Méglichkeit, die ver-
schiedenen durch Bestrahlung entstehenden Pro-
dukte einzeln einer Aminosduren-Analyse zu unter-
werfen, um auf diese Weise die Anderungen in der
Primirstruktur zu ermitteln, durch die sich aktive
und inaktive Molekiile unterscheiden. Bei den ein-
gangs zitierten Arbeiten. anderer Autoren wurden
stets Gemische von aktiven und inaktiven Produk-
ten analysiert, so dal} -eine solche Aussage nicht er-
bracht werden konnte.

Die Aminosiuren-Zusammenseizung der beiden
nach Bestrahlung im Vakuum separierbaren Kom-
pornenten I, und I3 (vgl. Abb.4) ist aus Tab.2 er-
sichtlich. Die fiir . unbestrahlte Ribonuclease A
(,,Kontrolle“) ermittelten Resultate stimnien gut mit
den theoretisch zu erwartenden Werten 28 {iberein.
Die-Abweichung-im-Falle-des-Isoleucins-ist -auf-un- -

28 C. H. W. Hizs, S. Moore u. W. H. Stem, J. biol. Chemistry
219, 623 [1956].
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Aminosidure Theore- Kontrolle Komponente I Komponente Il 4
tischer Wert 40 Mrad 55 Mrad 95 Mrad 55 Mrad 95 Mrad
Asparaginsiure 15 14,91 14,63 15,03 14.86 14,81 14,81
Threonin 10 10,12 10,09 9,92 10,19 10,28 10,01 -
Serin 15 14,95 14,98 14,70 15,65 14,60 14,73
Glutaminsiure 12 12,05 11,88 12,13 11,95 11,87 11,99
Glycin 3 2,07 3,28 3,93 3,50 3,34 3,58
Alanin 12 12,06 12,22 12,21 11,63 12,29 12,19
Valin 9 8,86 8,87 8,85 8,49 8,95 9,00
1/2 Cystin 8 7,93 7,60 7,28 7,23 6,83 6,35
Methionin 4 3.97 3,90 3.94 3,83 3,96 3,83
Isoleucin 3 2,36 2,28 2,47 2,27 243 2,54
Leucin 2 2,08 2,31 2,13 2,27 2,21 2,18
Tyrosin 6 5,98 5,87 5,62 5,64 5,42 5,47
Phenylalanin 3 3,01 2.97 2,95 2,89 2,81 2,75
Lysin 10 10,14 10,02 9,563 9,41 9,44 9,21
Higtidin 4 3,83 3,70 3,68 3,51 3,59 3,54
Arginin 4 4,01 4,13 3,94 4,08 3,95 3,93

Tab. 2. Aminos'éuren-Zusammensétzung von Komponente In und IIq nach Bestrahlung von trockener Ribonuclease mit Co-y-
Strahlung im Vakuum. .

vollstindige 'Hyrdroiyse zuriickzufithren 2*; ‘es hat

sich aber eingebiirgert, diesen Wert ohne Korrektur

direkt anzugeben. Wie Tab. 2 zeigt, werden im Ver-
lauf der Bestrahlung Cystin, Methionin *, Tyrosin,
Phenylalanin, Lysin und Histidin in zunehmendem
MaBe zerstort. Bei Glycin ist eine Zunahme festzu-
stellen; das bedeutet, daBl einige der verdnderten
Aminosiiuren ‘zu Glycin, der einfachsten Amino-
saure, abgebaut werden. Bemerkenswert ist die Tat-
sache, dafl in der enzymatisch aktiven Komponente

I, die gleichen Aminosduren abgebaut werden wie
in den weitgehend inaktivierten Aggregaten von
Peak I13. Nach Bestrahlung unter O,-Atmosphére
und bei tiefen Temperaturen ergeben sich die glei-
chen Befunde (vgl. die Tabn.3 und 4): Auch hier
verringert sich mit zunehmendem Inaktivierungs-
grad der Gehalt an Cystin, Methionin *, Tyrosin,
Phenylalanin, Lysin und Histidin, wihrend die Gly-
cin-Konzentration leicht ansteigt. Unter beiden ex-
perimentellen Bedingungen sind die beobachteten

Aminosdure Theoret. Kontrolle Komponente I, Komp. Ig Komponente ITg

Wert 20 Mrad - 30 Mrad 45 Mrad 20 Mrad 20 Mrad 30 Mrad 45 Mrad
Asparaginsdure 15 14,91 14,73 14,83 14,67 14,93 14,82 14,97 15,16
Threonin ‘ 10 10,12 10,03 10,31 9,93 10,08 10,21 10,20 9,86
Serin 15 . 14,95 15,36 14,84 14,79 15,00 14,93 15,39 15,04
Glutaminsidure 12 12,05 12,11 12,07 12,14 12,35 12,20 11,91 11,84
Glycin N1 3,07 3,16 3,32 3,69 3,54 3,20 3,34 3,51
Alanin 12 12,06 11,84 11,83 12,24 11,85 11,99 11,82 12,01
Valin 9 8,86 8,94 8,68 9,05 8,83 8,78 8,81 8,96
1/2 Cystin 8 7,93 7,64 7,08 6,59 7,18 7,27 7,07 6,52
Methionin 4 3,97 3,91 3,88 3,74 3,83 8,85 3,76 3,73
Isoleucin 3 2,35 2,17 2,51 2,47 2,26 2,25 2,37 2,50
Leucin 2 2,08 2,20 2,22 2,17 2,09 2,18 2,08 2,12
Tyrosin 6 5,98 5,67 5,64 5,23 5,27 5,41 5,17 4,75
Phenylalanin -3 3,01 2,94 3,01 2,88 2,80 3,01 2,91 2.89
Lysin 10 10,14 16,07 ‘) 86 9,,59, 9,83 9,92 9,32 9,45
Histidin 4 3,83 3,72 3,65 3,67 3,55 8,68 3,02 3,62
Arginin 4 4,01 4,02 4 ,09 3,92 3,99 4,02 3,85 3,90

Tab. 3. Aminosiuren- Zusammensetzung von Komponente I, Iq und I3 nach Bestrahlung von trockener Rlbonuclease mlt
Co- y-Strahlung unter 02 Atmosphare AR -

20 ¢, H. 'W. Higs, S. MOORE u. W H STEIN, J biol. Chemistry
211, 941 [1954].

* Bei Methionin ist die GroBle der Verdnderung vergleichbar
mit -unserer . Versuchsgenauigkeit.  Doch zeigt die Zusam-
menstellung der prozentualen Verinderungen auf Tab. 5,
dafl wahrscheinlich eine geringe Abnahme eintritt.
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Aminosdure Theoret. Kontrolle Komponente I Komp. IT, Komp. 114
Wert 120 Mrad 180 Mrad 350 Mrad 120 Mrad 350 Mrad
Asparaginsiure 15 14,91 14,62 14,51 14,71 14,70 14,70
Threonin 10 10,12 10,22 10,14 9,85 10,04 10,48
Serin 15 14,95 14,95 15,10 15,32 15,04 15,09
Glutaminsédure 12 12,05 12,08 12,29 11,73 11,91 11,69
Glycin 3 3,07 3,19 3,28 3,46 8,27 3,56
Alanin 12 12,06 12,25 12,10 12,46 12,10 12,23
Valin 9 8,86 8,83 9,02 8,86 9,02 8,72
1, Cystin 8 7,93 7,48 7,78 7,40 7,29 6,67
Methionin 4 3,97 3,98 3,78 3,89 3,80 3,44
Isoleucin 3 2,35 2.35 2,25 2,27 243 2,32
Leucin 2 2,08 2,11 2,03 2,18 2,20 2,16
Tyrosin 6 5,98 6,06 5,69 5,73 5,68 5,24
Phenylalanin 3 3,01 3,06 2,98 2,85 3,04 2,96
Lysin 10 10,14 9,95 10,05 9,45 9,62 9,565
Histidin 4 3,83 3,78 3,79 3,69 3,62 3,67
Arginin 4 4,01 4,03 3,95 4,01 3,96 3,99

Tab. 4. Aminosiiuren-Zusammensetzung von Komponente In, IIn und II3 nach Bestrahlung von trockener Ribonuclease mit

Co-y-Strahlung bei 77 °K im Vakuum.

Veréinderungen nicht nur auf die denaturierten Kom-
ponenten beschrankt, sondern sie ireten auch in der
enzymatisch aktiven Ribonuclease. der. Komponente
1, auf.

Diskussion

Die Elutionsdiagramme auf Abb.4 zeigen, daB
bei anaerober Inaktivierung von trockener Ribo-
nuclease die inaktiven Produkte groBtenteils als de-
naturierte Dimere (und unldsliche Aggregate) veor-
liegen. Durch Bestrahlung unter O,-Atmosphire ent-
stehen daneben noch denaturierte Monomere (Kom-
ponente lz), die bei hoheren Dosen ebenfalls in
Komponente 11 tiberfiihrt werden: Bei kleinen Do-
sen iiberwiegt zunéchst die Bildung von I, zwischen
20 und 40 Mrad verlaufen Erzeugung und Umwand-
lung in Il etwa gleich schnell und bei héheren Do-
sen dominiert die Dimerisierung, so daf sich der
Anteil an denaturierten Monomeren wieder verrin-
gert. Durch Bestrahlung bei 77 °K entstehen zu-
néchst nicht-aufgefaltete Dimere, die sich aber mit
zunehmender Inaktivierung in Komponente 113 und
unldsliche (wahrscheinlich hohere) Aggregate um-
wandeln. Ob diese Dimere und héheren Aggregate
schon im Trockenen entstehen oder ob zunéchst Ra-
dikale gebildet werden, die erst nach Auflosung der
bestrahlten Substanzen miteinander reagieren, kann

aus unseren Versuchen nicht entschieden werden. So-
wohl das Elutionsverhalten der inaktivierten Kom-
ponenten als auch die Untersuchungen mit der Ultra-
zentrifuge zeigen jedoch eindeutig, daf durch Ein-

wirkung von y-Strahlung auf trockene Ribonuclease
unter verschiedenen experimentellen Bedingungen
vorzugsweise denaturierte Dimere entstechen. Den
gleichen Befund hatten wir frither? schon an be-
strahlten wilrigen Losungen von Ribonuclease er-
halten: Unter Stickstoff treten nur die Komponenten
I, und I1; auf, wihrend an Luft I, I3 und 113 mit
etwa derselben Verteilung entstehen wie bei den vor-
liegenden Experimenten nach Bestrahlung von trok-
kener Ribonuclease.

Um den Vergleich der unter verschiedenen experi-
mentellen Bedingungen erhaltenen Aminosduren-
Verdnderungen zu ermdglichen, ist in Tab.5 die
relative Abnahme der einzelnen Aminosduren (in
Prozent einer unbestrahlten Kontrolle) aufgefiihrt.
Wie die Zusammenstellung zeigt, hat bei gleichem
Inaktivierungsgrad die Wahl der Versuchsbedingun-
gen keinen nennenswerten Einfluf auf Art und Zahl
der verinderten Aminosduren. Durch Bestrahlung
im Vakuum, unter O, und bei tiefen Temperaturen
werden in allen Komponenten die gleichen Amino-
siuren Cystin, Methionin, Tyrosin, Phenylalanin,
Lysin und Histidin mit zunehmender Dosis zerstort.
Diese Resuitate zeigen, dafi es keine besonders wich-
tige Aminosaure (,,key amino acid®, ,,weak link®)
im RNase-Molekill gibt, deren alleinige Modifizie-
rung zum Verlust der Enzym-Aktivitit filhrt; dar-
iiber hinaus wirddeutlich;daB -die-frither 375 ver-
mutete Korrelation zwischen Inaktivierung und Spal-
tung der Disulfidbriicken nicht besteht, was auch aus
einer kiirzlich verdffentlichten Arbeit von Ray und
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Aminosdure Bestrahlung unter Vakuum Bestrahlung unter Sauerstoff Bestrahlung bei 77°K
In TIg In T4 i1f} In II, I,

40 55 95 55 95- | 20 30 45 20 20 30 45 /120 180 350 120 350

[Mrad] [Mrad] [Mrad]

Asparaginsdure 98 101 100 99 99 99 99 98 100 99 100 102 | 98 97 99 99 09
Threonin 100 98 101 102 99 99 - 102 98 106 101 101 97 ;101 100 97 99 104
Serin 100 98 105 98 - 99 | 103 99 99 100 100 103 101 {100 101 102 101 101
Glutaminsiure 99 101 99 99 100 100 100 101 102 101 99 98 1100 102 97 99 97
Glycin 107 108 114 109 117 | 103 - 108 117 115 104 109 1i4 104 107 113 107 116
Alanin 101 101 9 102 101 938 98 . 101 93 99 98 100 | 102 100 103 ‘100 101
Valin 100 100 96 101 102 | 101 98 102 100 99 99 101 | 100 102 100 102 98
1/2 Cystin 96 92 91 86 80 96 89 83 91 92 89 82| 94 98 93 92 &4
Methionin 98 99 96 100 96 98 98 94 96 97 95 94 {100 95 98 - 96 87
Isoleucin 97 105 97 103 108 92 107 . 105 . 96 96 101 106 {100 96 . 97 103 99
Leucin 111 102 109 106 105 106 107 104 100 105 100 102 |101 98 105 106 104
Tyrosin 98 94 93 91 91 95 94 87 88 90 86 791101 95 96 94 88
Phenylalanin 99 98 96 93 91 98. 100 96 93100 97 96 {102 99 95 101 98
Lysin 99 94 93 93 91 99 97 95 97 98 92 93] 99 98 93 95 94
Histidin 97 96 92 94 92 97 95 93 93 96 92 95| 99 99 96 95 93
Arginin 103 98 102 ° 99 98 | 100 102 98 100 100 96 97 |100° 99 100 99 100

Tab. 5. Aminosiuren-Zusammensetzung von trocken bestrahlter Ribonuclease: Prozentuale Vériindérungen (in % der Kon-
trolle). der-einzelnen Aminosiuren nach Bestrahlung im Vakuum, unter Op-Atmosphére bzw. bei 77 °K.

Hurcrwson 3¢ hervorgeht. In Tab. 6 werden unsere
Befunde mit dem Aminosduren-Abbau unier ande-
ren Versuchsbedingungen verglichen. Dabei ergibt
sich der bemerkenswerte Befund, da8 durch Bestrah-
lung im Trockenen dieselben 6 Aminosduren zer-
stort werden wie beim Bestrahlen von wafrigen Lo-
sungen 3! oder bei Einwirkung von Wasserstofl-
atomen auf Ribonuclease in Losung 32. Diese Selek-
tivitdt des Aminosduren-Abbaus wurde bei bestrahl-
ten Losungen auf die Einwirkung von OH-Radika-
len zuriuckgefithrt 2%, ‘die unterschiedliche Geschwin-
digkeitskonstanten fiir die Reaktion mit den einzel:
nen Aminosiuren besitzen 33, Wie die Experimente
von Hoimes, Navow und Stein32 zeigen, scheinen
die H-Atome die gleichen Aminosduren bevorzugt
anzugreifen wie die OH-Radikale.

Die spezifische Veriinderung einiger weniger
Aminosiuren ist im Trockenen wesentlich schwieri-
ger zu erkliren als in Losung. Als eine Moglichkeit
der Erkldrung wire anzufithren, dafl durch die Be-
sirahlung primédr nur Radikale gebildet werden, die
erst nach Auflosen der bestrahlten Substanzen zur
Reaktion kommen; diese Annahme wird besonders
durch unseren Befund gestiitzt, dal in wéaBriger Lo-
sung die gleichen Aminosduren verdndert werden
wie beim Bestrahlen im Trockenen. Wenn man die
Aminosiuren-Verdnderungen jedoch als unmittel-
bare Folge der Sirahlenabsorption ansieht, dann
wiirde dies die Wanderung der Energie enilang der
Peptidkette bis zu den besonders empfindlichen
Aminosduren notwendig machen. Zur Bedeutung
der Energiewanderung in chemischen und biologi-

Versuchsbedingung Autor

zerstorte Aminosduren
Losung? cys, .met, tyr, phe, lys, his SLOBODIAX et al. 31
Losung, N cys, met, tyr, phe, lys, his ScHUSSLER u. JuNG 2
Liosung, Lauft “cysP, met, tyr; phe, lys, his ScHUSSLER w. Jung2
H-Atome, Ldsung? cys, met, tyr, phe, his Houmes, Navox u. STIxNS2
trocken, Vakuum cys, met?, tyr, phe, lys, his diese Arbeit :
trocken, Os cys, met? tyr, phe, lys, his diese -Arbeit
trocken, 77 °K cys, metP, tyr, phe, lys, his diese Arbeit

Tab. 6. Aminosduren-Verinderungen in den aufgetrennten aktiven und inaktivierten Bestrahlungsprodukten von Ribonuclease
nach p-Bestrahlung unter verschiedenen Versuchsbedingungen. & Aminosiuren-Verdnderungen in einem Gemisch-aus aktiven
und inakiiven Produkten. b-Sehrgeringe Abnahme.

30 D, K. Rav u. F. Hurcainson, Biochim. biophysica Acta [Am- 32 B. E. Hormes, G. Navowx u. G. Stew, Nature [London] 213,

sterdam] 147, 347 [1967]. 1087 [1967].
21 E. StopopiaN, W. Newman, M. Frersuer u. S. Rusenrerp, 33 R. Braaws, in: Radiation Research (ed. Smmi), S. 371.
Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 111,181 {1965]. North-Holland Publishing Co., Amsterdam 1967.
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schen Systemen existiert eine umfangreiche Litera-
tur (neuere Zitate bei Pmrmiirs34), so daB dieser
Mechanismus keiner weiteren Diskussion mehr be-
darf. Eine dritte Moglichkeit der Interpretation
wire, daf die Strahlungsenergie weitgehend stati-
stisch iiber das Molekiil verteilt absorbiert wird,
worauf in den meisten Féllen Wasserstoffatome frei-
gesetzt werden 3%, Diese H-Atome diffundieren zu an-
deren RNase-Molekiilen und schiidigen diese. Dabei
sind die Geschwindigkeitskonstanten fiir die Reak-
tion mit den schwefelhaltigen und mit den ein Ring-
system enthaltenden Aminoséuren besonders grof,
was in Losung auch fir H- und OH-Radikale zu-
trifft (vgl. Tab. 6). Dafl bei Bestrahlung unter O,
Atmosphire ein nennenswerter Teil der H-Atome
durch - O, weggefangen wird, halten wir nicht fir
wahrseheinlich,-da den Wasserstoffatomen gewichts-
maBig wesentlich mehr ‘RNase zur Reaktion zur
Verfiigung steht als Sauerstoff. Wenn die Aminoséu-
ren, die den Wasserstoff liefern, weitgehend stati-
stisch verteilt sind, dann werden mit zunehmender
Dosis alle Aminosduren um den gleichen relativen
Betrag abnehmen. Eine solche Verinderung kann
durch die hier angewendete Mefmethode nicht er-
faflt werden, da der Mittelwert der nicht (selektiv)
veranderten Aminosiuren bei unserem Auswerte-
verfahren als Bezugspunki dient. Wir miissen uns
somit auf die Bestimmung der selektiv veriinderten
Aminosduren beschriinken. Deshalb wurden in Mo-
difizierung unseres frither angewandten Verfahrens 2
die Resultate in den Tabn.2—4 so normiert, daf
die Summe der nicht fettgedruckten MeBwerte in
allen' Komponenten gleich ist. Vergleicht man die
Summe der verinderten Aminosiuren in den’ einzel-
nen Komponenten (Summe der fettgedruckten Werte
ohne Glycin auf Tabn.2 —4) mit dem entsprechen-
den Wert. einer. unbestrahlten Kontrolle, dann kann

dadurch die Gesamtizahl der selektiv zerstorten-

Aminosiiuren ermittelt werden. Glycin wurde dabei
nicht beriicksichtigt, da seine Zunahme auf Bestrah-
lungsprodukten der anderen- Aminosduren beruht.
Diese Aminosduren-Veranderungen sind in Abb. 6

iiber D/Dy, aufgetragen. Die hierbei benutzten 37%- -

Dosen wurden aus Abb.1 entnommen. Die fiir die
monomere und enzymatisch akiive Komponente I

erhaltenen.- MeBpunkte (Abb. 6, schwarze Zeichen)

liegen auf einer gemeinsamen Geraden (Kurve n),
d.h. unter den getesteten Versuchsbedingungen (O,-

3¢ G. 0. Pannues (ed.), Energy Transfer in Radiation Pro-
cesses. Elsevier Publishing Company, Amsterdam 1966.
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Atmosphire, Vakuum, tiefe Temperaturen) verlau-
fen Abbau der Aminosduren und Verlust der enzy-
matischen Aktivitdt parallel,-obwohl sich die absolu-
ten Strahlendosen bis um einen Faktor von 10 unter-
scheiden. Weiterhin zeigt Abb. 6, da8 in den denatu-
rierten Komponenten I3 und IIg (bei 77 °K auch in
IL,) die Zahl der verinderten Aminosiuren stets
um 1 gréBer ist als in I, . Die durch die Mefpunkte
gelegte Gerade hat die gleiche Steigung wie die fiir
Komponente I, schneidet aber die Ordinate bei 1
(streng mathematisch ist diese Kurve fiir D=0 nicht
definiert, da bei dieser Dosis die d-Komponenten
nicht auftreten). Pro inaktiviertem RNase-Molekiil
(D/D3;=1) sind in der enzymatisch aktiven Kom-
ponenten 1,25 Aminosduren verdndert, wihrend in
den denaturierten Produkten bereits 2,25 Amino-
sduren zerstort sind. Das besagt folgendes: Wenn

~eine dieser sechs Aminosiuren verandert wird, dann

besteht fiir das Molekiil eine Wahrscheinlichkeit von
45 Prozent inaktiviert zu werden. Die Aussage, daBl
bei D/D3; =0,08 in Komponente I, (Abb. 6, Kurve
n) 0,1 Aminosiuren verandert sind, bedeutet, daB
in einem aus zehn RNase-Molekiilen 1 Aminosiure
zerstort ist. Bei der gleichen Dosis belduft sich der
Aminoséure-Abbau in den denaturierten Komponen-
ten (Abb. 6, Kurve d) auf 1,1; in diesem Fall ist
in jedem inaktivierten Molekiil eine Aminosiure
veridndert und zusitzlich noch eine weitere pro zehn
Molekiilen. Diese Befunde zeigen, daB die verschie-
denen iiber Sephadex separierbaren Bestrahlung-
produkte von Ribonuclease sich dadurch unterschei-
den, daf.in den Komponenten ohne Enzym-Aktivitat
eine Aminosiure mehr verandert ist als in. den ‘enzy-
matisch aktiven: Molekiilen. 'Allerdings. scheint: dies
keine bestimmte Aminosdure zu sein, sondern eine
aus sechs besonders reaktionsfdhigen Aminosduren.
Da die inaktiven Produkie aufgefaltet sind, wihrend
die aktiven Molekiile mwch™ weitgehend globulire
Struktur besitzen, so diirften die von ' uns beobach-
teten Veranderungen in der Primérstruktur nicht die
einzigen Kriterien sein, in-denen sich akiive und in-
aktive Molekiile unterscheiden. Die auflerdem noch
auftretenden Konformations-Anderungen lassen sich
durch  Untersuchung  von * Extinktion, Viskositit,
Schmelzpunkt' und Verhalten bei Rechromatogra-

Experimente wird spéter benchtet werden 36.

% R. Braaws, Nature [London] 200, 752 [1963].
36 H. ScuiissLER, in Vorbereitung. .
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Unsere Resultate lassen sich durch folgende Hypo-
these ** beschreiben: Durch Absorption von Sirah-
lung werden in trockener Ribonuclease statistisch
itber das Molekiil verteilt Wasserstoffatome (oder
Elektronen) ausgelost. Die freigesetzten H-Atome
reagieren vorzugsweise mit 6 bestimmien Amino-
siuren. Durch Verinderung einer dieser Aminosiu-
ren wird ein RNase-Molekiil mit einer Wahrschein-
lichkeit von 0,45 inaktiviert, wihrend in 55% aller
Fille die enzymatische Aktivitdt erhalten bleibt.
Dieser hier vorgeschlagene Inaktivierungsmechanis-
mus wird durch den kiirzlich erhaltenen Befund ge-
stiitzt, wonach atomarer Wasserstoff im Trockenen
die enzymatische Aktivitit von Ribonuclease sowie
die biologische Funktionsfihigkeit 'von DNS und
Bakteriophagen mit groBer Wirksamkeit zerstort %7.
** Hypothese ist hier in der von N. W. TimorEerr-REssovsky

(1966) formulierten Bedeutung gebraucht; Ubersetzung
bei K. G. Zmmmer, Strahlentherapie 134, 161 [1967].
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Durch Bestrahlung bei 77 °K werden fiinfmal weni-
ger Aminosduren pro Dosiseinheit verdndert als bei
Zimmertemperatur und im gleichen Verhiliis ver-
ringert sich auch die Inaktivierungsrate. Ob diese
Abnahme auf einer bei tiefen Temperaturen verrin-
gerten Reaktivitit der H-Atome beruht oder ob pri-
mér weniger Wasserstoff freigesetzt wird, 1aft sich
zum gegenwdartigen Zeitpunkt noch nicht entscheiden.
Ein Experiment zur direkten Bestimmung von Emis-
sions- und Reaktionsgeschwindigkeit von H-Atomen
bei tiefen Temperaturen wird vorbereitet 8.

Herrn Prof. Dr. K. G. Zmuer danken wir fiir sein
forderndes Interesse, Herrn Prof. Dr. Dr. U. Hacex
und Frau U. Biverie fiir die Ausfiihrung der Mol.-
Gew.-Bestimmungen an der Ultrazentrifuge, den Assi-
stentinnen K. Brauer, R. Mopest und E. Kussmve fiir
sorgfiltige Mitarbeit.

37 H. June u. K. Korzixger, Radiat. Res., im-Druck.
38 K. Kirzineer u. H. June, in Vorbereitung.






