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Bei der UV-Bestrahlung (2537 Ä) des Zn-Insulins beobachtet man für kleinere Dosen (bis
10 Einstein/M ol) eine direkte Korrelation zwischen der Inaktivierung und der Photoreduktion einer 
der drei Disulfidbrücken. Mit steigender Dosis wird die Quantenausbeute für die Reduktion der 
Disulfidbrücken (Bildung von SH-Gruppen) sehr klein, dagegen führen dann andere Prozesse zu­
nehmend zur photochemischen Zerstörung der Disulfidbrücken. Für größere Strahlendosen (über 
100 Einstein/M ol) ergibt die Extrapolation, daß für die völlige Inaktivierung des Insulins sämtliche 
drei Cystinreste zerstört werden müssen. Von den übrigen Aminosäuren wird durch Dosen um 
100 Einstein/M ol nur der Tyrosin-Anteil signifikant vermindert. Mit steigender Strahlendosis ändert 
sich — wahrscheinlich infolge von Konformationsänderungen der Polypeptidketten — die Photo­
sensibilität der Aminosäuren.

U ltraviolettes Licht der W ellenlänge 2537  Ä 
zerstört in Proteinen m it großer Selektivität 
Cystinreste (Q uantenausbeute für d ie Zerstörung 
<Z>~2- 10- 1 ) ,  wenn in schwach saurer Lösung be­
strahlt w ird. D ie übrigen bei dieser W ellenlänge ab­
sorbierenden A m inosäurereste (Tryptophan, Tyro­
sin, H istid in  und Phenylalanin) zeigen unter diesen  
Bedingungen eine um m indestens eine Zehnerpotenz 
kleinere P hotosensib ilität.

W egen der besonderen Bedeutung des Cystins für 
die Erhaltung einer bestim m ten {Conformation der 
Polypeptidketten (tertiären Struktur), die für die 
biologische A ktivität des Proteins essentiell ist, 
wurde die B eziehung zwischen der Photo-Inaktivie- 
rung eines P roteins und dessen Cystin-Verlust bei 
folgenden (cystein-freien) Proteinen untersucht: 
T r y p sin 1, C hym otryp sin 2, R ib on u clease2,4 und 
L y sozym 3. W ir haben diese Untersuchungen auch 
auf Insulin  au sged eh n t3t 5, a) w eil dessen primäre 
Struktur einschließlich der Lokalisation der D isulfid­
brücken bekannt i s t 6,7, b) weil es außer Cystein  
auch kein M ethionin und Tryptophan enthält, c) 
w eil es in sehr reiner Form  erhalten werden kann *

* W ir danken den Farbwerken Hoechst AG für die Über­
lassung von kristallisiertem  Zn-Insulin.

1 L .  G . A u g e n s t e in  u. C. A .  G h ir o n , Proc. nat. Acad. Sei. 
[ U S A ]  4 7 , 1 5 3 0  [ 1 9 6 1 ] .

2 R. A. L u s e  u . A. D. M cL a r e n , Photochem. Photobiol. 2 ,  3 4 3
[ 1 9 6 3 ] .

3 K. D o se , Biophysik 1, 3 1 6  [ 1 9 6 4 ]  ; Physical Processes in 
Radiation Biology, Academic Press, New York 1 9 6 4 .

4 L .  A u g e n s t e in  u .  P. R il e y , Photochem. Photobiol. 2  [ 1 9 6 4 ] .
5 C. F io r e  u .  K. D o s e , in Vorbereitung.
6 F .  S a n g e r  u .  E. O .  P. T h o m p s o n , Biochem. J. 53, 3 0 6 ,  3 5 3  

[ 1 9 5 3 ] .

und d) w eil es neuerdings m öglich ist, dessen b io ­
logische Aktivität in einem  übersichtlicherem in- 
vitro-T est8 zu bestim m en.

M eth o d ik

Die 0,1-proz. Insulin-Lösungen wurden bei ph 3,0 
und 20 °C in 1 -cm-Quarzküvetten mit der 2537 Ä-Linie 
eines Hg-Niederdruckbrenners bestrahlt. Die Licht­
intensität an der Oberfläche der Küvetten betrug 0,4 
^Mol Quanten (/u Einstein) /min • cm2. Die Proben wur­
den anschließend 18 Stdn. im Vakuum bei 110 °C mit 
6 -n. HCl hydrolysiert9. Die Aminosäuren wurden in 
einem automatischen Analysator (Bender & Hobein, 
München) in Anlehnung an eine bekannte Routine­
methode analysiert10. Ein Teil der Disulfidbrücken 
wird unter den erwähnten Bestrahlungsbedingungen 
reduktiv gespaltenu —14. Die gebildeten SH-Gruppen 
wurden mit p-Chloromercuribenzoesäure nach Boyer 15 

bestimmt.

E rg eb n isse  u n d  D isk u ss io n

Bei Bestrahlung m it kleineren D osen (b is etwa 
10 E instein/M ol) ist d ie vorherrschende Photoreak-
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tion eine reduktive Spaltung der D isulfidbindung. 
Für jeden zerstörten Cystin-Rest können unter 
diesen B edingungen etwa 1,5 Cystein-Reste gebildet 
werden 2’ 4> 13. Im vorliegenden F all w ird offenbar 
einer der drei Cystinreste m it großer Selektivität 
reduziert. Für kleinere D osen (b is 10 E instein/M ol) 
ergibt sich dabei rein rechnerisch eine direkte K or­
relation zwischen der Reduktion eines D isulfidrestes 
und der Inaktivierung des Insulins. D iese Ergebnisse 
können m it der Reduktion des Insulins durch chemi­
sche A genzien 16 oder durch elektrolytische M etho­
den 17 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 anzunehm en, daß außerdem unter den B e­
dingungen der photochem ischen R eduktion ein in ­
tensiver D isulfidaustausch gestartet w ird. Der ther­
mische D isulfidaustausch ist bei schwach saurer 
L ösung zwar m in im a l18, es konnte aber nachge­
w iesen werden, daß in einer Lösung von Cystein  
und oxyd. Glutathion bei gleichem  pn-Wert die 
photochemische B ildung des gem ischten D isulfids 
mit einer Q uantenausbeute (2 5 3 7  Ä ) von 1 0 -1 er­
folgt 19. D ie Bedeutung dieser P rozesse für die UV- 
Inaktivierung von Proteinen muß in weiteren U nter­
suchungen geklärt werden.

Abb. 1. Dosis-Abhängigkeit des Gehalts an Cys, CySH, Tyro­
sin und der Aktivität des Insulins. E rklärung der Symbolik: 
Tyr =  Abnahme des Tyrosin-Gehalts; C ys->  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. Aminosäure- 
Analysator) ; S —S =  Abnahme der Zahl der Disulfidbrücken 
im bestrahlten Insulin; m ittlerer Fehler für die Aminosäure- 

Bestimmungen 3 — 5%, für die Aktivitätsmessungen 
7,5 Prozent.

Im Gegensatz zur Reduktion der S-S-Brücken ist 
der übrige photochem ische Abbau der Cystinreste 
(m eist ausgehend von Spaltungen der C-S-Bindun- 
gen) w eniger verhängnisvoll für die A ktivität des 
Insulins.

Abb. 1 zeigt, daß die Aktivität und der A nteil der 
unversehrten Cystinreste für größere D osen sogar  
etwa im gleichen V erhältnis abnehm en. D ie weitere 
Extrapolation zeigt, daß erst ein vö llig  cystin-freies 
Insulin inaktiv ist. Es ist dabei nicht ausgeschlossen, 
daß die konform ations-stabilisierende Funktion der 
Disulfidbrücken durch andere, photochem isch ge­
bildete Querverbindungen übernom m en w ird. Es ist 
noch unklar, ob zwischen der Zerstörung der Tyro- 
sin-Reste (Abb. 1) ,  d ie erst bei D osen  um  100  Ein- 
sein/M ol meßbar w ird, und der R eduktion bzw. 
Zerstörung der D isulfidgruppen e in  Zusam m enhang  
besteht. D ie Veränderungen aller übrigen A m ino­
säuren der H ydrolysate des bestrahlten Insulins 
sind kleiner als 3 — 5%  und lassen sich nicht als 
signifikant ansehen.

Nach Bestrahlung m it 4 0  E instein /M ol hat ein  
großer Teil des bestrahlten Insulins ein  anderes 
elektrophoretisches Verhalten als d ie unbestrahlte 
K ontrolle 5. Es kann daraus geschlossen werden, daß 
bei höheren D osen K onform ationsänderungen der 
Polypeptidketten eine V eränderung im photochem i­
schen Verhalten der Cystin- und T yrosin-R este ver­
ursachen.

Inaktivierung SH-
Bildung

CyS-
Verlust

D-37%-Dosis 
(Einst./Mol) 
0  ~  1/D- 
37%-Dosis

19 * 30 

5 ,2 -1 0 -2 3,3• 10-2

6 9 *  

1,5 • IO-2

52

1 ,9 -IO“ 2

Tab. 1. D-37%-Dosen und Qauntenausbeuten für die In ­
aktivierung des Insulins, die Produktion von SH-Gruppen 
und die Zerstörung von Cystin. * Gültig für Dosen unter 
10 Einst./Mol (Werte sind extrapoliert). Die D-37% für die 
als selektiv angenommene Spaltung des ersten Disulfidrestes 

ist etwa 20 Einstein/Mol.

Tab. 1 gibt die D-37% -Dosen w ieder, die ent­
weder direkt oder durch Extrapolation den Kurven 
der Abb. 1 entnommen wurden. A ls D osis w ird die 
Zahl der pro Insulin-M olekül (M G  =  5 7 5 0 ) absor­
bierten Quanten angegeben. W enn (vereinfachend) 
angenom m en werden darf, daß die fraglichen Kurven-
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teile als „Eintreffer-K urven“ oder die Geschwindig- 
keits-bestim m enden R eaktionen als Reaktionen erster 
Ordnung angesehen w erden dürfen, dann ergibt sich 
für die entsprechende Quantenausbeute =  1/D- 
37  Prozent. Macht m an d ie w enigstens form ell be­
rechtigte A nnahm e, daß nur Quanten, die im  Cystin 
selbst absorbiert werden, dort auch wirksam werden 
können, dann erhöhen sich die Quantenausbeuten 
für d ie V eränderung des Cystins etwa um den Faktor 
£254'(Insulin)/3  •£254l(Cystin) =  6 0 0 0 /3 -2 7 6  =  1 /0 ,1 4 . 
wenn als £254 (C ystin) der W ert für freies Cystin 
benutzt werden darf.

D ie so  erhaltenen Quantenausbeuten ( 0  =  1 bis 
1 , 5 ' I O- 1 ) sind größer als die entsprechenden Werte

für freies Cystin oder oxyd. Glutathion. Ü ber ähn­
liche Ergebnisse wurde schon in einigen anderen  
Arbeiten berichtet und ihre m ögliche Bedeutung  
d isk u tiert1’ 3’ 4. In w eiteren A rbeiten soll daher auch 
geklärt werden, ob und in welchem U m fang  
bestim m te Energie-Ü bertragungsm echanism en die 
größere Photoem pfindlichkeit von proteingebunde­
nem Cystin verursachen.

Die Autoren möchten auch an dieser Stelle Herrn 
Prof. Dr. B. R a j e w s k y  für seine vielen Anregungen 
und seine mannigfaltige Unterstützung bei der Durch­
führung dieser Arbeiten danken. Zwei der Autoren 
(W. S. und C. F.) sind ihm außerdem wegen der erwie­
senen Gastfreundschaft während ihres Aufenthalts am 
Max-Planck-Institut für Biophysik sehr verpflichtet.

U n tersu ch u n gen  über das M yelob lastose-V irus des H u h n es (B A I S tam m  A)

I. Nachweis und Vermehrungskinetik des Virus 
in Hühnerfibroblasten-Kulturen
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Es werden Methoden zum qualitativen und quantitativen Nachweis des Myeloblastose-Virus 
und zur Auswahl der dafür geeigneten Zellen beschrieben. Die im Zusammenhang damit durch­
geführten vergleichenden Untersuchungen mit anderen Viren der Hühner-Leukose-Gruppe ergaben, 
daß die verwendeten Hühnerfibroblasten eine wahrscheinlich genetisch bedingte Resistenz gegen die 
Leukose-Viren besitzen können. Diese Resistenz ist relativ spezifisch und macht es notwendig, jedes 
Zellmaterial vor Verwendung im Versuch zunächst auf Empfänglichkeit gegenüber dem speziellen  
Leukose-Virus-Typ zu prüfen. Mit den neu entwickelten Testen wurde die Bildung von infektiösen 
Einheiten und Antigen des Myeloblastose-Virus in Hühnerfibroblasten-Kulturen verfolgt.

E ine eingehendere Untersuchung von Virus-Zell- 
W echselwirkungen ist erst dann möglich, wenn ge­
eignete M ethoden für den qualitativen und vor allem  
für den quantitativen Nachweis der verschiedenen  
A ktivitäten des in  Frage stehenden Erregers verfüg­
bar sind.

B ei den G eflügeltum orviren stieß man in  dieser 
Hinsicht auf große Schwierigkeiten. D ie besten V or­
aussetzungen bestanden beim  Rous-Sarkom-Virus 
(R S V ), seitdem  T e m in  und R u b i n 1, aufbauend auf 
den Beobachtungen von L oh und M itarbb. 2 bzw. 
von M a n a k e r  und G r o u p e  3, den mit H ilfe von Hüh- 
nerfibroblasten-K ulturen durchführbaren Focus-Test
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entwickelten. U nter V erw endung dieser M ethode 
wurde später ein  Interferenz-Test ausgearbeitet, mit 
dem  man weitere Tum orviren des Geflügels — wenn  
auch nur auf indirektem  W ege — in der Gewebe­
kultur nachweisen und annähernd quantitativ be­
stim m en k o n n te4 -6 .

Für die quantitative Erfassung der infektiösen  
Einheiten des von uns bearbeiteten M yeloblastose- 
V irus des H uhnes (A M V) standen bisher, wenn  
man von den aufw endigen und langw ierigen  V ersu­
chen mit Hühnern absieht, vor allem  der vorher er­
wähnte Interferenz-Test und der von V ogt und 
R u b i n 7 entwickelte Plaquetest zur V erfügung, bei
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