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Bei der UV-Bestrahlung (2537 A) des Zn-Insulins beobachtet man fiir kleinere Dosen (bis
10 Einstein/Mol) eine direkte Korrelation zwischen der Inaktivierung und der Photoreduktion einer
der drei Disulfidbriicken. Mit steigender Dosis wird die Quantenausbeute fiir die Reduktion der
Disulfidbriicken (Bildung von SH-Gruppen) sehr klein, dagegen fiihren dann andere Prozesse zu-
nehmend zur photochemischen Zerstorung der Disulfidbriicken. Fiir groflere Strahlendosen (iiber
100 Einstein/Mol) ergibt die Extrapolation, daf} fiir die vollige Inaktivierung des Insulins s@mtliche
drei Cystinreste zerstort werden miissen. Von den iibrigen Aminosduren wird durch Dosen um
100 Einstein/Mol nur der Tyrosin-Anteil signifikant vermindert. Mit steigender Strahlendosis @ndert
sich — wahrscheinlich infolge von Konformationsdnderungen der Polypeptidketten — die Photo-

sensibilitdt der Aminosduren.

Ultraviolettes Licht der Wellenlinge 2537 A
zerstort in Proteinen mit grofler Selektivitat
Cystinreste (Quantenausbeute fiir die Zerstérung
@ ~2-1071), wenn in schwach saurer Losung be-
strahlt wird. Die iibrigen bei dieser Wellenlinge ab-
sorbierenden Aminosédurereste (Tryptophan, Tyro-
sin, Histidin und Phenylalanin) zeigen unter diesen
Bedingungen eine um mindestens eine Zehnerpotenz
kleinere Photosensibilitit.

Wegen der besonderen Bedeutung des Cystins fiir
die Erhaltung einer bestimmten Konformation der
Polypeptidketten (tertidren Struktur), die fir die
biologische Aktivitdit des Proteins essentiell ist,
wurde die Beziehung zwischen der Photo-Inaktivie-
rung eines Proteins und dessen Cystin-Verlust bei
folgenden (cystein-freien) Proteinen untersucht:
Trypsin!, Chymotrypsin2, Ribonuclease®* und
Lysozym . Wir haben diese Untersuchungen auch
auf Insulin ausgedehnt® 3, a) weil dessen primare
Struktur einschliefllich der Lokalisation der Disulfid-
briicken bekannt ist® 7, b) weil es aufler Cystein
auch kein Methionin und Tryptophan enthilt, c)
weil es in sehr reiner Form erhalten werden kann *

* Wir danken den Farbwerken Hoechst AG fiir die Uber-
lassung von kristallisiertem Zn-Insulin.
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und d) weil es neuerdings moglich ist, dessen bio-
logische Aktivitat in einem iibersichtlicherem in-
vitro-Test & zu bestimmen.

Methodik

Die 0,1-proz. Insulin-Losungen wurden bei py 3,0
und 20 °C in 1-cm-Quarzkiivetten mit der 2537 A-Linie
eines Hg-Niederdruckbrenners bestrahlt. Die Licht-
intensitdt an der Oberfliche der Kiivetten betrug 0,4
uMol Quanten (u Einstein) /min-cm2. Die Proben wur-
den anschlieBend 18 Stdn. im Vakuum bei 110 °C mit
6-n. HC1 hydrolysiert?. Die Aminosduren wurden in
einem automatischen Analysator (Bender & Hobein,
Miinchen) in Anlehnung an eine bekannte Routine-
methode analysiert 1°. Ein Teil der Disulfidbriicken
wird unter den erwihnten Bestrahlungsbedingungen
reduktiv gespalten 11714, Die gebildeten SH-Gruppen
wurden mit p-Chloromercuribenzoeséure nach Bover 1%
bestimmt.

Ergebnisse und Diskussion

Bei Bestrahlung mit kleineren Dosen (bis etwa
10 Einstein/Mol) ist die vorherrschende Photoreak-
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tion eine reduktive Spaltung der Disulfidbindung.
Fir jeden zerstorten Cystin-Rest konnen unter
diesen Bedingungen etwa 1,5 Cystein-Reste gebildet
werden > 4 13, Im vorliegenden Fall wird offenbar
einer der drei Cystinreste mit grofler Selektivitat
reduziert. Fiir kleinere Dosen (bis 10 Einstein/Mol)
ergibt sich dabei rein rechnerisch eine direkte Kor-
relation zwischen der Reduktion eines Disulfidrestes
und der Inaktivierung des Insulins. Diese Ergebnisse
konnen mit der Reduktion des Insulins durch chemi-
sche Agenzien® oder durch elektrolytische Metho-
den!” verglichen werden. Es ist aber noch un-
bekannt, ob das Innerketten-Disulfid der A-Kette
oder eines der zwei Zwischenketten-Disulfide be-
vorzugt gespalten werden.

Es ist anzunehmen, daf} aulerdem unter den Be-
dingungen der photochemischen Reduktion ein in-
tensiver Disulfidaustausch gestartet wird. Der ther-
mische Disulfidaustausch ist bei schwach saurer
Losung zwar minimal 18, es konnte aber nachge-
wiesen werden, daf} in einer Losung von Cystein
und oxyd. Glutathion bei gleichem py-Wert die
photochemische Bildung des gemischten Disulfids
mit einer Quantenausbeute (2537 A) von 107! er-
folgt 1. Die Bedeutung dieser Prozesse fiir die UV-
Inaktivierung von Proteinen muf} in weiteren Unter-
suchungen geklart werden.
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Abb. 1. Dosis-Abhingigkeit des Gehalts an Cys, CySH, Tyro-
sin und der Aktivitdt des Insulins. Erkldrung der Symbolik:
Tyr = Abnahme des Tyrosin-Gehalts; Cys — CySH = Ver-
lust an Cystin durch reduktive Spaltung der S—S-Bindungen
(PCMB-Titrationen) ; CyS+CySH = Abnahme an Cystein/
Cystin des Hydrolysats (bestimmt im automat. Aminosédure-
Analysator) ; S—S = Abnahme der Zahl der Disulfidbriicken
im bestrahlten Insulin; mittlerer Fehler fiir die Aminosdure-
Bestimmungen 3 —5%, fiir die Aktivititsmessungen
7,5 Prozent.
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Im Gegensatz zur Reduktion der S-S-Briicken ist
der ibrige photochemische Abbau der Cystinreste
(meist ausgehend von Spaltungen der C-S-Bindun-
gen) weniger verhiangnisvoll fiir die Aktivitat des
Insulins.

Abb. 1 zeigt, dal die Aktivitat und der Anteil der
unversehrten Cystinreste fiir groflere Dosen sogar
etwa im gleichen Verhiltnis abnehmen. Die weitere
Extrapolation zeigt, dal} erst ein vollig cystin-freies
Insulin inaktiv ist. Es ist dabei nicht ausgeschlossen,
daf} die konformations-stabilisierende Funktion der
Disulfidbriicken durch andere, photochemisch ge-
bildete Querverbindungen iibernommen wird. Es ist
noch unklar, ob zwischen der Zerstérung der Tyro-
sin-Reste (Abb. 1), die erst bei Dosen um 100 Ein-
sein/Mol meBbar wird, und der Reduktion bzw.
Zerstorung der Disulfidgruppen ein Zusammenhang
besteht. Die Veranderungen aller iibrigen Amino-
sduren der Hydrolysate des bestrahlten Insulins
sind kleiner als 3 —-5% und lassen sich nicht als
signifikant ansehen.

Nach Bestrahlung mit 40 Einstein/Mol hat ein
grofler Teil des bestrahlten Insulins ein anderes
elektrophoretisches Verhalten als die unbestrahlte
Kontrolle ®. Es kann daraus geschlossen werden, daf}
bei hoheren Dosen Konformationsinderungen der
Polypeptidketten eine Verdnderung im photochemi-
schen Verhalten der Cystin- und Tyrosin-Reste ver-
ursachen.

ELE SH- CyS-
Riskitivieonik Bildung = Verlust
D-37%-Dosis ]
(Einst./Mol) 19 * 30 69 * 52
& ~ 1/D-
37%-Dosis 5,2-10—% 3,3-10—21,5-10—2|1,9-10—2
Tab. 1. D-37%-Dosen und Qauntenausbeuten fiir die In-

aktivierung des Insulins, die Produktion von SH-Gruppen

und die Zerstorung von Cystin. * Giltig fiir Dosen unter

10 Einst./Mol (Werte sind extrapoliert). Die D-37% fiir die

als selektiv angenommene Spaltung des ersten Disulfidrestes
ist etwa 20 Einstein/Mol.

Tab. 1 gibt die D-37%-Dosen wieder, die ent-
weder direkt oder durch Extrapolation den Kurven
der Abb.1 entnommen wurden. Als Dosis wird die
Zahl der pro Insulin-Molekiil (MG =5750) absor-
bierten Quanten angegeben. Wenn (vereinfachend)
angenommen werden darf, daf} die fraglichen Kurven-
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teile als ,,Eintreffer-Kurven“ oder die Geschwindig-
keits-bestimmenden Reaktionen als Reaktionen erster
Ordnung angesehen werden diirfen, dann ergibt sich
fir die entsprechende Quantenausbeute @ =1/D-
37 Prozent. Macht man die wenigstens formell be-
rechtigte Annahme, daf nur Quanten, die im Cystin
selbst absorbiert werden, dort auch wirksam werden
konnen, dann erhohen sich die Quantenausbeuten
fiir die Verianderung des Cystins etwa um den Faktor
e554(Insulin)/3 - £554(Cystin) = 6000/3-276 = 1/0,14.
wenn als &5, (Cystin) der Wert fiir freies Cystin
benutzt werden darf.

Die so erhaltenen Quantenausbeuten (@ =1 bis
1,5:107!) sind groBer als die entsprechenden Werte
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fiir freies Cystin oder oxyd. Glutathion. Uber ahn-
liche Ergebnisse wurde schon in einigen anderen
Arbeiten berichtet und ihre mogliche Bedeutung
diskutiert I 3 4. In weiteren Arbeiten soll daher auch
geklirt werden, ob und in welchem Umfang
bestimmte Energie-Ubertragungsmechanismen die
groBere Photoempfindlichkeit von proteingebunde-
nem Cystin verursachen.

Die Autoren méochten auch an dieser Stelle Herrn
Prof. Dr. B. Rasewsky fiir seine vielen Anregungen
und seine mannigfaltige Unterstiitzung bei der Durch-
fiihrung dieser Arbeiten danken. Zwei der Autoren
(W.S. und C.F.) sind ihm aulerdem wegen der erwie-

senen Gastfreundschaft wihrend ihres Aufenthalts am
Max-Planck-Institut fiir Biophysik sehr verpflichtet.
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Es werden Methoden zum qualitativen und quantitativen Nachweis des Myeloblastose-Virus
und zur Auswahl der dafiir geeigneten Zellen beschrieben. Die im Zusammenhang damit durch-
gefiihrten vergleichenden Untersuchungen mit anderen Viren der Hiihner-Leukose-Gruppe ergaben,
daB die verwendeten Hiihnerfibroblasten eine wahrscheinlich genetisch bedingte Resistenz gegen die
Leukose-Viren besitzen konnen. Diese Resistenz ist relativ spezifisch und macht es notwendig, jedes
Zellmaterial vor Verwendung im Versuch zundchst auf Empfanglichkeit gegeniiber dem speziellen
Leukose-Virus-Typ zu priifen. Mit den neu entwickelten Testen wurde die Bildung von infektiGsen
Einheiten und Antigen des Myeloblastose-Virus in Hiihnerfibroblasten-Kulturen verfolgt.

Eine eingehendere Untersuchung von Virus-Zell-
Wechselwirkungen ist erst dann moglich, wenn ge-
eignete Methoden fiir den qualitativen und vor allem
fiir den quantitativen Nachweis der verschiedenen
Aktivitaten des in Frage stehenden Erregers verfiig-
bar sind.

Bei den Gefliigeltumorviren stiel man in dieser
Hinsicht auf groBle Schwierigkeiten. Die besten Vor-
aussetzungen bestanden beim Rous-Sarkom-Virus
(RSV), seitdem Temin und Rusmv!, aufbauend auf
den Beobachtungen von Lon und Mitarbb. 2 bzw.
von MaNaker und Grouprk 3, den mit Hilfe von Hiih-
nerfibroblasten-Kulturen durchfithrbaren Focus-Test
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entwickelten. Unter Verwendung dieser Methode
wurde spiter ein Interferenz-Test ausgearbeitet, mit
dem man weitere Tumorviren des Gefliigels — wenn
auch nur auf indirektem Wege — in der Gewebe-
kultur nachweisen und anndhernd quantitativ be-
stimmen konnte 76,

Fiir die quantitative Erfassung der infektisen
Einheiten des von uns bearbeiteten Myeloblastose-
Virus des Huhnes (AMV) standen bisher, wenn
man von den aufwendigen und langwierigen Versu-
chen mit Hithnern absieht, vor allem der vorher er-
wihnte Interferenz-Test und der von Voer und
Rusin7 entwickelte Plaquetest zur Verfiigung, bei
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