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Uber die direkte Wirkung von Rontgenstrahlen
auf Proteine, Peptide und Aminosauren

1. Untersuchungen an Proteinen: Bestrahlung von Lysozym

Von Antonio Capuro * und Kraus Dose

Aus dem Max-Planck-Institut fiir Biophysik, Frankfurt-Main
(Z. Naturforschg. 12 b, 172—180 [1957] ; eingegangen am 3. September 1956)

Die Primdrwirkung von Rontgenstrahlung einer Dosis von 2—30 Millionen r auf kristallisiertes
Lysozym wurde mit Hilfe physikalisch-chemischer (Elektrophorese, Ultrazentrifuge), chemischer, bio-
chemischer und biologischer Arbeitsmethoden untersucht. Es wurde gefunden, dal durch Bestrahlung
eine Reihe nah verwandter, jedoch weniger basischer Proteine verschiedenen Mol.-Gew. entsteht, deren
Aminosdure-Bausteine als Folge der Bestrahlung teilweise in andere Verbindungen umgewandelt wur-
den. Bei der Untersuchung der amino- und carboxyl-endstindigen Aminosiduren des bestrahlten Pro-
teins wurden Unterschiede gegeniiber Lysozym nur bei den carboxyl-terminalen Gruppen festgestellt.
Die biologische Aktivitit des Proteins blieb auch nach Bestrahlung mit einer Dosis von 5 Millionen r

praktisch unverdndert.

Ein sehr bedeutendes Problem fiir die Radiobio-
logie und Radiochemie ist das Studium der Wirkung
von Rontgenstrahlen auf Proteine und verwandte
Verbindungen. Erste Arbeiten, bei denen die Wir-
kung von Rontgenstrahlen auf wilirige Losungen
von Proteinen untersucht wurde, sind schon vor
mehr als 30 Jahren durchgefiihrt worden. So fanden
schon 1915 FerNau und Pauri! nach Bestrahlung
wilriger Gelatinelosungen eine Abnahme der Vis-
kositat. 1923 beobachtete WeLs 2 nach der Bestrah-
lung von Globulinlésungen neben einer teilweisen
Ausflockung ebenfalls eine Zunahme der Viskositat
der Losung sowie eine Abnahme der Oberflachen-
spannung. Eine Inaktivierung von Pepsin fanden
Hussey und Trompson 3 bereits 1924, wenn sie Lo-
sungen dieses Enzyms mit Rontgen-, - und p-Strah-
len bestrahlten. Die Abnahme der Loslichkeit von
Albumin sowie die hiermit verbundene Triibung
der Losungen in Abhéngigkeit von der Strahlen-
dosis wurden in der Folgezeit von Rasewsky? 3
ndher untersucht. Diese radioinduzierte Denaturie-
rung der gelosten Proteine scheint hiernach in zwei
Schritten zu verlaufen, von denen jedoch nur der

erste (Latenzperiode) temperaturunabhéngig ist.

* Stipendiat der Alexander von Humboldt-
Stiftung 1955/56. Gegenwirtige Adresse: Istituto
Regina Elena per lo studio e la cura dei tumori, Roma.
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Weiter untersuchten Rasewsky und Mitarbb. 6 einige
chemische Verdnderungen unter thermischen und
Strahlungseinwirkungen. Verdnderungen im UV-
Absorptionsspektrum  bestrahlter Proteinlésungen
wurden 1927 von SpieceL-Aporr und KrumpeL 7 ge-
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zentrifuge nach Bestrahlung mindestens eine neue
Komponente. Barron und FinckeLsTein ? stellten
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Die Aminosduren des Hydrolysates von in Lésung
bestrahltem Rinder-Serumalbumin untersuchte Guz-
MAN Barron13. Nach der Entdeckung der Schutz-
wirkung biologisch inaktiver Proteine auf Enzyme
bei Bestrahlung in wiBriger Losung durch Dace !¢
sind sehr viele Arbeiten erschienen, die sich mit der
Inaktivierung von Enzymsystemen durch Rontgen-
strahlen befassen (s. u. a. ein Ubersichtsreferat von
Barron 1%). Eine genaue Untersuchung der Verin-
derungen, die diese Systeme durch Rontgenstrahlen
erfahren, bereitet jedoch wegen der Uberlagerung
der indirekten durch die direkte Strahlenwirkung
ganz erhebliche Schwierigkeiten. (Hierzu s. auch die
Zusammenfassung von Dacre 16.) Schon 1931 unter-
schied Rasewsky !? zwischen den rein ,physikali-
schen Treffern“ im Sinne der klassischen Treffer-
theorie und den sog. indirekten, darunter auch ,,che-
mischen Treffern®, die beide zu den primiren Ereig-
nissen der biologischen Strahlenwirkung fithren kon-
nen. Vom Standpunkt der Chemie und Biologie her
ist diese Unterscheidung zu treffen in dem Sinne,
daf} die strahlenchemische Primérreaktion die spon-
tan nach der Absorption des Strahlungsquantums
auftretende Verdnderung der Konstitution des Mol.
beschreibt (dhnlich dem direkten Treffer der Strah-
lenbiologie), wihrend als strahlenchemische Sekun-
darreaktion jede chemische Reaktion anzusehen ist,
die als mittelbare Folge der Uberfiihrung eines Mol.
in einen reaktionsfahigen Zustand (angeregtes Mol.,
Radikal usw.) nach der Absorption eines Strahlungs-
quantums ablauft (dahnlich dem indirekten Treffer
der Strahlenbiologie). In einigen Arbeiten konnte
auch in diesem Institut gezeigt werden, dafl die
durch Absorption von Quanten auftretenden ange-
regten Molekille und Radikale trotz ihrer meist
duBerst kurzen Lebenszeit den Gesetzen der klassi-
schen Molekular-Kinetik unterworfen sind 18 19,
Bei den bisher hier untersuchten Systemen han-
delte es sich ausschlieBlich um biologische, bei denen
also das in diesen stets iiberwiegend vorhandene
Wasser an den ,,indirekten® Treffern fast ausschliel3-
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lich beteiligt ist2%. In Anbetracht der biologischen
Bedeutung, die Proteinen und verwandten Verbin-
dungen zukommt, ist eine klare experimentelle Unter-
scheidbarkeit zwischen strahlenchemischen Primaér-
und Sekundarreaktionen von groflem Interesse. Un-
ter der bei Proteinen wohl weitgehend erfiillten
Voraussetzung, dal bei Bestrahlung reiner einheit-
licher Verbindungen, die an dieser zu beobachten-
den strahlenchemischen Reaktion weitgehend prima-
rer Natur sind, hat man schon frither u. a. die Wir-
kung von Rontgenstrahlen auf trockene Proteine
untersucht, aber Ziel dieser Arbeiten war es haupt-
sichlich, von der Physik her die Inaktivierung der
Enzyme durch Bestrahlung zu verstehen (Porrarp 2!;
Porrarp und Mitarbb. 22 und Hutcrinson 23). Auch
SerLow 2* untersuchte die Strahlenempfindlichkeit
der Katalase in Abhingigkeit von der Temperatur
und fand fiir beide Groflen einen relativ komplizier-
ten Zusammenhang. Nach dem Stand der gegenwir-
tigen Untersuchungen erschien uns vor allem eine
Erweiterung unserer Kenntnisse iiber den Mechanis-
mus der direkten Wirkung von Rontgenstrahlen er-
forderlich. Als kleinen Beitrag hierzu untersuchen wir
in diesem Institut gegenwirtig die Verdnderungen
der physiko-chemischen, chemischen, biochemischen
und biologischen Eigenschaften der Proteine und
verwandter Verbindungen durch Rontgenbestrah-
lung ihrer reinen, moglichst kristallisierten Trocken-
substanz.

Material und Arbeitsmethoden

Fiir unsere Untersuchungen verwendeten wir folgende
Proteine:

Menschen-Serumalbumin, kristallisiert nach Conn u.

Mitarbeiter 2.

Rinder-Serumalbumin und -Globulin (beide Behring-

werke, Marburg).

Kristallisiertes Menschen-Hd@moglobin.

Clupein (Bios Lab., New York).

Protamin (Hoffman-LaRoche).

Lysozym (Armour) kristallisiert nach ALperron und

Fevorp 26,
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Die elektrophoretischen Untersuchungen der Proteine
wurden in einem Tiselius-Apparat der Firma
Aminco durchgefiihrt. Die Beweglichkeiten (U) wurden
aus den Grenzwerten des auf- und absteigenden Zwei-
ges und aus dem Abstand der Komponente von einer
konstanten Eichlinie der Zelle berechnet. Die Sedimen-
tations-Konstanten wurden nach SvepBerc und PETER-
sex 27 auf Grund der in der Phywe-Ultrazentrifuge er-
mittelten Werte errechnet.

Zur Analyse der Proteine wurden diese 18 h bei
100° mit 5-n. HCl hydrolysiert. Nach der Entfernung
der Salzsiure im Vakuumexsikkator tiber KOH und
konz. HySO, wurden diese Hydrolysate unter weit-
gehender Anwendung der Hochspannungs-Elektropho-
rese (WieLanp und Mitarbb.?®), Papierchromatographie,
Photometrischer Bestimmungsmethoden und Retentions-
analyse (WieLanp und Fiscuer??) nach einem von uns
ausgearbeiteten, relativ einfachen Analysengang?®’ in
ihre einzelnen Komponenten aufgetrennt und quantita-
tiv bestimmt.

Die Ermittlung der amino-endstdandigen Aminosduren
wurde mit Dinitrofluorbenzol nach Sancer durchge-
fiihrt 31. Nach der Hydrolyse des DNP-Proteins wurde
die Salzsiure wie oben im Vakuum entfernt. Die Identi-
fizierung des DNP-Derivates erfolgte durch Hochspan-
nungs-Papierelektrophorese, welche mit der Chromato-
graphie véllig iibereinstimmende Ergebnisse lieferte.
Die Bestimmung der carboxyl-endstandigen Aminosdure
wurde durch schrittweisen enzymatischen Abbau des
Proteins mit Carboxypeptidase in der folgenden Weise
durchgefiihrt: Zu 100 mg des Proteins in 3 ml Phos-
phatpuffer (0,1-molar; pu 7,6) wurden 5 mg kristalli-
sierter Carboxypeptidase (Bios, New York) gelost in
2 ml desselben Puffers zugefiigt. Die enzymatische Re-
aktion wurde bei 30° durchgefiihrt und alle 2 —5 min
dem Reaktionsansatz eine Probe entnommen, in der die
Reaktion sofort durch Zusatz der gleichen Menge 1-n.
HCl und des 6 —8-fachen Volumens Aceton unterbro-
chen wurde. Nach kurzem Stehen bei 0° wurde der
Niedereschlag in der Kiihlzentrifuge sedimentiert und
die iiberstehende Losung im Vakuum bei 0° stark ein-
geengt. Die Identifizierung und Bestimmung der Amino-
sduren erfolgte anschlieBend wieder durch Hochspan-
nungs-Pherographie bei verschiedenen py-Werten.

Die biologische Aktivitdit des Lysozyms wurde an
Micrococcus lysodeicticus nach CaseLLr gestestet 32.

Die Bestrahlungen wurden mit der Dermopan-Anlage
von Siemens durchgefiihrt. Die Proben wurden in klei-
nen Al-Schélchen bis fast unmittelbar an das Be-Fenster
herangefiihrt. Die Schilchen ruhten auf einem Cu-Block,
wodurch stets eine gleichbleibende Temperatur von 20
bis 25° in den Schilchen gewihrleistet war. Daten der
Apparatur unter Versuchsbedingungen: 45 kV; 25 mA;
Dosisleistung ca. 10®r in 2 mm Abstand vom Be-Fen-
ster.

27 T. Svepserc u. O. Pererses, ,,The Ultracentrifuge®* Oxford

Press 1940.

28 Tu. Wierano u. Mitarbb., Angew. Chem. 67, 257 [1955].

29 Ty, Wierano u. Epc. Fiscuer, Naturwissenschaften 35, 29
[1948].

30 K. Dose u. A. Caruro, Biochem. Z. 328, 376 [1956].
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Ergebnisse
Tiselius- Elektrophorese

In einigen Voruntersuchungen fanden wir, daB
nach Bestrahlung mit einer Dosis von 0,5 bis 2-108 r
deutliche Verdnderungen der bestrahlten Proteine
(Aufzihlung derselben s. unter Material und Arbeits-
methoden) gegeniiber den unbestrahlten mit Hilfe
der elektrophoretischen Arbeitsmethodik nicht auf-
gefunden werden konnten. Eine Ausnahme bildete
das Lysozym. Daher war es fiir uns zunichst von
Interesse das Verhalten von Lysozym gegeniiber
Rontgenstrahlen zu untersuchen. Das vor allem auch,
weil sich dieses Protein — wie wir bereits in einer
vorldufigen Mitt. an anderer Stelle berichteten 33 —
dadurch auszeichnet, dal es 1. sehr leicht einheitlich
und kristallisiert gewonnen werden kann, da} es
2. eines der kleineren bekannten Proteinmolekiile
darstellt, dessen Aminosdure-Zusammensetzung recht
gut bekannt ist (s. auch Dose und Caputo 3%), und
dal} es sich 3. hier um ein Protein mit eingehend
untersuchter enzymatischer Aktivitat handelt.

Abb. 1. Elektrophorese-Diagramm (T iselius - Elektropho-

rese) von unbestrahltem (a), 2:10°r (b) und mit 5-10%r (c)

bestrahltem Lysozym. Die Aufnahmen wurden am aufsteigen-

den Zweig gemacht. Phosphatpuffer pg 7,0; Ionenstirke 0,1
(nach MirLer und Gouper ).

31 F. Sancer, Biochem. J. 39, 507 [1946].

32 P. Caserui, Boll. Soc. ital. Biol. sperim. 22, 57 [1946].

33 A. Capuro u. K. Dose, Nature [London] 78, 209 [1956].

3% G.L. MmLer u. R. H. Gorper, Arch. Biochem. Biophysics
29. 420 [1950].
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Abb. 1 zeigt das elektrophoretische Verhalten von
unbestrahltem (a) und mit 2 und 5 Millionen r be-
strahltem Lysozym.

Aus diesen Diagrammen ist ersichtlich, da8 Lyso-
zym durch Bestrahlung mit der genannten Dosis
seine Homogenitat verliert. An der anodischen Seite
der Hauptfraktion tritt eine Asymmetrie auf. Fer-
ner konnen zwischen ihr und dem Start einige lang-
samer wandernde Fraktionen beobachtet werden.
Eingehendere quantitative Untersuchungen zeigten
eine Verdnderung der elektrophoretischen Beweg-
lichkeiten aller durch Bestrahlung von Lysozym er-
haltbarer Proteinfraktionen gegeniiber dem nicht
bestrahlten Protein. In Abb. 2 sind die Beweglich-
keiten als Funktion des py-Wertes graphisch dar-
gestellt.
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Abb. 2. Beweglichkeit des unbestrahlten (a) und des bestrahl-

ten Lysozyms (b) (Dosis 5 Millionen r) als Funktion des pg-

Wertes. Ordinate: Wasserstoffionen-Konzentration (pg). Ab-

szisse: Elektrophoretische Beweglichkeit (U-10—% cm2-sec!

-V—1; a: unbestrahltes Lysozym; b;, by, by, by: Fraktionen

des mit 5-10%r bestrahlten Lysozyms; s. auch Einteilung
derselben in Abb. 1c.

Aus den hier dargestellten Kurven lassen sich fiir
die einzelnen Fraktionen von bestrahltem und un-
bestrahltem Lysozym folgende isoelektrische Punkte
ermitteln (Tab. 1):

Isoelektrischer

Fraktion Punkt

10,4
9,4
9,2
8,9
8,0

(=ak=ak=ak =k
U

N

Tab. 1. Isoelektrische Punkte der einzelnen Fraktionen.

Eine Bestitigung fiir die Verschiebung des iso-
elektrischen Punktes von bestrahltem Lysozym kann

auch durch Untersuchung der Laslichkeit des Pro-
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teins in Abhingigkeit vom py-Wert des Mediums
erhalten werden.

Zwischen py 7 und 12 ist der Riickgang der Los-
lichkeit des bestrahlten Lysozyms deutlich sichtbar.
In Abb. 3 werden diese Verhiltnisse veranschaulicht
durch die Anderung der Triibung gleich konzentrier-
ter Losungen von unbestrahltem (a) und bestrahl-
tem (b) Lysozym in Abhangigkeit vom py-Wert.

Y
%J | |

o4 3 5 7 9 7 3

Abb. 3. Triibung gleichkonzentrieter Lysozymlosungen [un-
bestrahlt (a) und bestrahlt (b)] bei verschiedenen pg-Wer-
ten. Kurve (¢) = Summe der Ordinatenwerte von (a) und
(b) ; Kurve (d): experimentell gefundene Werte; bestrahl-
tes : unbestrahltes Lysozym=1 : 1. Doppelte Gesamtkon-
zentration an Protein gegeniiber (a) und (b). Ordinate:
Optische Dichte; Abszisse: H-Ionenkonzentration
(Glycin/HCl/NaOH-Puffer).

Dieses Ergebnis steht in Ubereinstimmung von mit
Hilfe der Elektrophorese festgestellten Verschiebun-
gen des isoelektrischen Punktes, sowohl fiir die
Hauptfraktionen (b;) wie auch fiir die Nebenfrak-
tionen (bg —b,) nach Werten zwischen 9,5 und 8.

Sedimentations-Konstante

In Abb. 4 sind die Sedimentations-Diagramme
(Phywe-Zentrifuge) von unbestrahltem (a) und be-
strahltem (b) Lysozym nebeneinander wiedergege-

ben.
; 2 :
;" F .
o 4 ; A 7
-8 b

Abb. 4. Sedimentations-Diagramm von unbestrahltem (a) und

bestrahltem (b) Lysozym. Phosphat-Puffer nach Miller-

Golder; pg 7,0; 48750 U/Min.; Aufnahmen 2 Stdn.
nach Beginn.
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Hieraus geht hervor, dal im bestrahlten Lysozym
mindestens 3 starke Komponenten mit vergroBerter
Sedimentations-Konstante beobachtet werden kon-
nen. Die Werte fiir die Sedimentations-Konstanten
(errechnet nach der Svedbergschen Gleichung)
sind die folgenden:

Lysozym (unbestrahlt) :
Spo=2,4-10713

Lysozym bestrahlt 1. Haupt-Komponente:
Spo=3,2-10713,

Lysozym bestrahlt 2. Haupt-Komponente:
520 = 6,0 * 10_-13 )

Lysozym bestrahlt 3. Haupt-Komponente:
By="T,1 « 10~

Untersuchungen an den Hydrolysaten

Es ist moglich, mit Hilfe der Hochspannungs-
Elektrophorese einige sehr deutliche Verdnderungen
in den Hydrolysaten des bestrahlten Lysozyms ge-
geniiber denen des unbestrahlten Proteins festzu-
stellen.

In Abb. 5 wird die Auftrennung eines Hydroly-
sates von unbestrahltem (a) und mit 5 Millionen r
bestrahltem (b) Lysozym wiedergegeben. Die Auf-
trennung erfolgte bei py 6,0 und einem elektrischen
Feld von 40 V/cm in 50 Minuten. Deutlich erkenn-
bar ist auf diesen Pherogrammen das Auftreten eini-
ger neuer Fraktionen, vor allem auf der kathodi-

-

Neutrale
Aminoséduren

Saure
Aminoséuren
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schen Seite, von denen besonders die 4 stark basi-
schen Fraktionen, jenseits der hier am schnellsten
wandernden basischen Aminosdure (Lysin), auffal-
len.

In weiteren Versuchen wurden die in einer 25 cm
langen Linie auf 30X 30 cm Bogen (Schleicher &
Schiill Nr. 2043 b) aufgetragenen Hydrolysate eben-
falls bei py 6,0 aufgetrennt. Auf einem Randstrei-
fen wurde dann die Lage der einzelnen Fraktionen
mit Ninhydrin festgestellt und diese darauf ausge-
schnitten und eluiert. Die Fraktion der sauren Ami-
nosduren konnte dann in 1-n. Essigséure bei py 2,3
und 65 V/cm wihrend 45 Min. aufgetrennt werden.
Abb. 6 gibt die unter diesen Bedingungen erhaltene
Auftrennung der sauren Fraktion aus dem Hydroly-
sat des mit 5 Millionen r bestrahlten Lysozyms wie-
der. Wie ersichtlich tritt neben den beiden sauren
Aminosduren Asparagin- und Glutaminsdure eine
neue saure Aminosdure mit einem isoelektrischen
Punkt zwischen 3,5 und 4 auf. Uber die Natur die-
ser Aminosédure sind uns vorldufig noch keine wei-
teren Angaben moglich.

Das Eluat der neutralen Aminosduren wurde bei
pu 1.9 (15% Eisessig, 5% Ameisensdure in Wasser)
in einem elektrischen Feld von 40 —55 V/cm wih-
rend 80 — 60 Min. aufgetrennt. Abb. 7 gibt zum Ver-
gleich die Auftrennung der neutralen Aminosduren
der Hydrolysate von unbestrahltem (a) und be-
strahltem (b) Lysozym nebeneinander wieder. Be-
sonders aufféllig ist das Auftreten einer neuen —

Abb. 5. Hochspannungs-
Pherographie der Hydro-
lysate von unbestrahltem
(a) und bestrahltem (b)
Lysozym; px 6,0. — Puf-
fer: 10% Pyridin, 1% Eis-
essig in Wasser; 40 V/cem;
50 Min. Gleicher Stickstofi-
gehalt auf beiden Phero-
grammen. Entwicklung mit

Basische
sguh Aminoséuren

gy
b
M. it i

Y
I

Ninhydrin.

Abb. 6. Hochspannungs-Pherographie der sauren Frak-

tionen des Hydrolysates von unbestrahltem (a) und

bestrahltem (b) Lysozym. py 2.3 (1-n. Essigsdure) ;
65 V/em; 45 Min.; Ninhydrin.
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recht starken Fraktion zwischen Valin und Alanin.
Fir weitere Untersuchungen wurde diese Fraktion
in der geschilderten Weise eluiert. Chromatographi-
sche und elektrophoretische Analysen ergaben, daf}
diese Fraktion nicht einheitlich erhalten werden
kann. Namentlich elektrophoretische Untersuchungen
bei py 6,0 zeigten, daBl sie stets in mindestens eine
basische und eine neutrale Fraktion aufspaltbar ist.
Die Untersuchungen iiber die Natur dieser Fraktion
sind noch nicht abgeschlossen.

Um nédheren qualitativen Aufschlufl iber die zu
beobachtenden Amine zu erhalten, wurde eine rela-
tiv grofle Menge von ca.20mg des Hydrolysates
bei py 6 wie oben aufgetrennt. Die nun in gut fa}-
baren Konzentrationen vorliegenden basischen Frak-
tionen konnten so auf ihre Identitat hin untersucht
werden. Durch Vergleich mit einigen Handelsprépa-
raten von Aminen wie auch mit den aus Aminosau-
ren direkt hergestellten Aminen 33 konnte dabei fol-
gende Fraktion mit groler Wahrscheinlichkeit iden-
tifiziert werden (s. Abb. 8):

Ammoniak (1), Methylamin (2), Athylamin (3),
Pyrrolidin (4 — auf der Abbildung nicht sichtbar),
2 unbekannte Fraktionen (5 und 6), Phenylathyl-
amin (7), welche alle schneller wandern als die hier
am schnellsten wandernde Fraktion der basischen
Aminosaure (8).

lys 7265489 2 + f

>

Abb. 8. Pherographie der basischen Komponenten im Hydro-
lysat von mit 5 Millionen r bestrahltem Lysozym (ca. 20 mg
Hydrolysat/Ansatz; neutrale und saure Fraktionen fehlen).
pH 6 (Pyridin-Eisessig-Puffer) ; 35 V/cm; 40 Min.;
Ninhydrin.

177

Abb. 7. Pherogramme der neutralen Aminoséduren der
Hydrolysate von unbestrahltem (a) und bestrahltem
(b) Lysozym; px 1,9; Puffer (15% Eisessig, 5% Amei-
sensidure in Wasser) ; 40—55 V/ecm; 80—60 Min.;
Entwicklung mit Ninhydrin.

In den Eluaten der basischen Aminoséduren selbst
konnten qualitative Unterschiede zwischen bestrahl-
tem und unbestrahltem Lysozym nicht gefunden
werden. Jedoch ergab eine quantitative Total-Ana-
lyse der Hydrolysate mit Hilfe hochspannungs-
pherographischer, chromatographischer, retentions-
analytischer und kolorimetrischer Methoden — (eine
Darstellung dieser Methoden werden wir an anderer
Stelle bringen 3°) — deutliche Unterschiede zwischen
unbestrahltem und bestrahltem Lysozym, wobei be-
sonders die Abnahme des Gehaltes an den basischen
Aminosduren wie auch das Neuauftreten verschie-

| unbestr. bestr.

4 Lysozym Lysozym
Glutaminsiure 4,40 3,82
Asparaginsidure 18,40 18,00
Arginin 13,70 11,90
Lysin 5,94 4,51
Histidin 1,60 0,48
Alanin 6,10 5,90
Glycin | 5,40 5,39
Valin ‘ 4,80 4,70
Leucin 6,80 6,80
Isoleucin 5,31 5,19
Serin 6,28 6,15
Threonin 5,40 5,37
Cystein/2 6,20 5,90
Methionin 2,18 2,10
Prolin 1,60 1,30
Tryptophan 8,40 7,94
Tyrosin 4,80 4,70
Phenylalanin 3,23 3,00
Unbekannte saure Fraktion | — 0,30
Unbek. neutrale Fraktion | —— 1,00
Ammoniak — 0,70
Methylamin — 0,40
Pyrrolidin — 0,20
Athylamin — 0,50
Phenylathylamin — 0,40
Andere basische Verbindgn.' = 0,90

Tab. 2. Zusammensetzung von unbestrahltem und mit
5 Millionen r bestrahltem Lysozym.

35 K.Dose, Nature [London] 1957, im Druck; K. Dosk,
Chem. Ber. 1957, im Druck.
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dener Amine und verwandter Verbindungen in den
Hydrolysaten bestrahlten Lysozyms offenkundig
werden lassen, dal wir es im bestrahlten Lysozym
mit mindestens einem — sicherlich jedoch mehreren
neuen Proteinen zu tun haben. Diese Ergebnisse
sind in Tab. 2 zusammengefaf3t.

Hieraus ist im einzelnen ersichtlich: Unter den
sauren Aminosduren eine Abnahme der Glutamin-
siure um ca. 11%, unter den basischen Aminosiu-
ren eine Abnahme um 9% fiir Arginin, 7% fiir Lysin
und 20% fiir Histidin, unter den neutralen Amino-
sauren fallt der Riickgang des Cysteins (10%), des
Prolins (8%), des Tryptophans (9%) und des Phe-
nylalanins (9%) auf. Die Analysenergebnisse fiir
die im Hydrolysat des bestrahlten Lysozyms neu
auftretenden Verbindungen sind im unteren Teil
dieser Tabelle zusammengefafit.

Untersuchung der endstindigen Aminosduren

Um eine Aussage zu treffen iiber die a-aminoend-
standige Gruppe des bestrahlten Lysozyms, wurde
nach Sancer3! die Kupplung des Proteins mit Dini-
trofluorbenzol vorgenommen. Das Hydrolysat des
DNP-Lysozyms (bestrahlt) enthielt, wie u. a. durch
Hochspannungs-Elektrophorese bei pg 1,9 und py 6,0
nachgewiesen werden konnte, genau wie das unbe-
strahlte Lysozym offensichtlich nur Lysin als N-ter-
minale Aminosiure, womit dieses Ergebnis in Uber-
einstimmung mit den Untersuchungen von Trome-
son36 steht, der ebenfalls als N-terminale Amino-
sdure fiir Lysozym das Lysin erkannte. In Abb. 9 ist
die hochspannungs-pherographische ~Auftrennung
bei pg 1,9 des Hydrolysates von DNP-Lysozym un-

e
2 S

B i s b
Abb. 9. Hochspannungs-Pherographie der Hydrolysate von
DNP-Lysozym [unbestrahlt (a) und bestrahlt (b)] bei
pu 1.9; 40 V/em; 60 Minuten.

A.CAPUTO UND K.DOSE

bestrahlt (a) und bestrahlt (b) direkt nebeneinan-
der wiedergegeben. Die einzige gelbe kathodisch
wandernde Bande wurde als a-Mono DNP-Lysin er-
kannt.

Um einen ersten Uberblick iiber die carboxyl-end-
stindigen Aminosduren des bestrahlten Lysozyms in
Vergleich zu unbestrahltem zu finden, wandten wir
die enzymatische Technik mit Carboxypeptidase an.
In Ubereinstimmung mit den Untersuchungen von
Trompson 37 fanden auch wir als carboxyl-endstéin-
dige Aminosdure Leucin fiir unbestrahltes Lysozym,
dagegen fiir das bestrahlte Lysozym neben Leucin
noch einige weitere Aminoséuren, bei denen es sich
offenbar um Tryptophan, Tyrosin, Cystein und Ar-
ginin handelt. In Abb. 10 ist eine elektrophoretische

-+
4+
-+

b L ‘oa

Abb. 10. Hochspannungs-Pherogramm der durch Carboxy-

peptidase aus unbestrahltem (a) und bestrahltem (b) Lyso-

zym abgespaltenen Aminosduren. In der Mitte Leucin (L)
Kontrolle. pg 1,9; 45 V/ecm; 60 Min.; Ninhydrin.

Auftrennung der Aminosduren wiedergegeben, wie
sie bei der Anwendung der beschriebenen Technik
nach 10-miniitiger Einwirkung von Carboxypepti-
dase bei 30 Grad auf unbestrahltes (a) und bestrahl-
tes (b) Lysozym erhalten werden kann. Im Mittel-
streifen lief zur Kontrolle Leucin (L) allein mit.
Das in Teil b zu beobachtende Ammoniak (1) ent-

36 A. R. Tuomeson, Nature [London] 168, 390 [1951].
37 A. R. Tuompson, Nature [London] 169, 495 [1952].
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steht unabhingig von der Einwirkung des Fermen-
tes schon bei der Auflssung des bestrahlten Proteins
in Wasser.

Biologische Aktivitdt: Die Untersuchungen der
biologischen Aktivitdt von unbestrahltem und be-
strahltem Lysozym gegeniiber Micrococcus lysodeic-
ticus nach CaseLLi®? zeigte keine deutliche Ande-
rung der Aktivitdt von Lysozym nach der Bestrah-
lung.

Diskussion

Aus den oben angezeigten Ergebnissen lassen sich
einige interessante Folgerungen ziehen. Aus dem
elektrophoretischen (Tiselius-Elektrophorese)
Verhalten des bestrahlten Lysozyms ist es klar er-
sichtlich, dal} dieses Protein durch Bestrahlung in
mehrere voneinander verschiedene Komponenten
tibergefiihrt wird.

Die Verschiebung des isoelektrischen Punktes nach
der sauren Seite bei allen mit Hilfe der elektropho-
retischen Methodik beobachtbaren Komponenten des
bestrahlten Lysozyms steht in ausgezeichneter Uber-
einstimmung mit anderen Ergebnissen chemischer
Natur. Nach Bestrahlung von Lysozym mit Dosen
zwischen 5 und 30 Millionen r konnten direkt aus
der willrigen Proteinlésung durch Hochspannungs-
Elektrophorese verschiedene Amine (bei 5 Millio-
nen r ca. 0,6% des Gesamt-N) und Ammoniak (bei
5 Millionen r ebenfalls ca. 0,6% des Gesamt-N) ab-
getrennt werden, deren Menge bezogen auf das ge-
samte Protein-Molekil von sich aus ohne weiteres
eine Verschiebung des isoelektrischen Punktes im
bestrahlten Lysozym verstindlich machen kann,
wenn man sich vorstellt, daf} z. B. ein Kettenmolekiil
wie das des Lysins oder Arginins in der Mitte zer-
brochen wird, wobei auf der einen Seite Amine frei
werden, auf der anderen Seite aber die in der Pep-
tidkette gebundene a-Amino-carboxylgruppierung
nicht verdndert wird. Diese Annahme wird gestiitzt
durch strahlenchemische Reaktionen wie sie auch
z. B. bei Bestrahlung kristallisierten Lysins beobach-
tet werden konnen®®. Es muf hier jedoch noch her-
vorgehoben werden, da nach bisherigen Untersu-
chungen die Energieausbeuten fiir die hier aufgefun-
denen strahlenchemischen Reaktionen, beim Lyso-
zym etwa um den Faktor 10, héher liegen als im

38 K. Dosk, in Vorbereitung.
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Durchschnitt bei den einzelnen freien Aminosduren.
Sehr deutlich zeigte sich dieser Unterschied bei der
Bestrahlung eines Aminosduregemisches, welches in
seiner Zusammensetzung dem Totalhydrolysat des
Lysozyms entsprach. Etwa mit 50 Milionen r muBte
bestrahlt werden, um eine Gesamtsumme strahlen-
chemischer Reaktionen, der Grofle wie bei mit 5 Mil-
lionen r bestrahltem Lysozym nachweisbar, aufzufin-
den. Es mul} jedoch schon an dieser Stelle gesagt
werden, dal die strahlenchemischen Reaktionen des
Proteins sich von denen des Modell-Hydrolysates
sowohl quantitativ wie auch weitgehend qualitativ
deutlich unterscheiden. Wesentlich schwieriger ist es,
eine Erklirung abzugeben fir das Auftreten von
NHj nach Auflsen des trocken bestrahlten Proteins
in Wasser. Da von vornherein angenommen werden
muBte, dafl die Abspaltung von Ammoniak aus dem
Protein in dem gefundenen Ausmall nicht auf eine
einfache strahlenchemische Primérreaktion zuriick-
gefiihrt werden kann, war zu vermuten, daf} hier
durch Hydrolyse des bestrahlten Proteins beim Auf-
Iosen in Wasser erst das NH; freigesetzt werden
wiirde. Eine derartig leicht verlaufende Hydrolyse
konnte aber ihre Erklirung nur darin finden, dafl
ein kleiner Teil der a-Aminoacyl-Bindungen der
Peptidkette des Proteins durch die Bestrahlung in
eine a-Iminoacyl-Bindung iibergefiihrt wurde, deren
leichte Hydrolysierbarkeit schon lange bekannt ist.
Unter dieser Voraussetzung hitte es daher unter
Aufspaltung der Peptidkeite an dieser Bindung auf
der einen Seite zur Bildung eines N-a-Ketoacylpep-
tides oder Proteins (I) und auf der anderen Seite
zur Bildung einer neuen Peptidkette (II) mit wahr-
scheinlich einer von Leucin verschiedenen carboxyl-
endstindigen Aminosdure kommen miissen (Formel

s. S. 180, oben).

Obwohl diese Folgerungen gestiitzt werden durch
die Entdeckung mehrerer ketonhaltiger* Protein-
Fraktionen nach der Hochspannungs-Elektrophorese
des bestrahlten Lysozyms und durch die Tatsache,
daB im bestrahlten Lysozym auller Leucin eine
Reihe anderer Aminoséduren als carboxyl-endstindig
angesehen werden muf}, wéahrend Lysin auch im be-
strahlten Lysozym als einzige amino-endstidndige
Aminosdure in Frage kommt [N-a-Ketoacylpeptid-
kette (I) als 2. Spaltstiick] — bedarf diese Annahme
noch einiger weiterer experimenteller Beweise, iiber

* Entwicklung des Papier-Pherogramms mit Dinitrophenyl-
hydrazin/HCI.
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die sobald wie maoglich ebenfalls in dieser Zeitschrift
berichtet werden wird 38.

Auf Grund der bisherigen Ergebnisse kann nicht
gefolgert werden, daf} jedes Mol. bei Bestrahlung
mit einer Dosis von 2 bis 5 Millionen r verdndert
wird, obwohl wir auf Grund der elektrophoretischen
Untersuchungen (Tiselius-Elektrophorese der
Proteine) feststellen mullten, daBl keine Protein-
Fraktion mit der Beweglichkeit des unbestrahlten
Mol. schon im mit 2 Millionen r bestrahlten Lyso-
zym mehr nachweisbar war. Aber wir miissen das
ausgezeichnete Vermogen des Lysozyms in Betracht
ziehen, mit anderen weniger basischen Proteinen
stabile Komplexe zu bilden. So konnte gezeigt wer-
den, daf} die Abhingigkeit der Loslichkeit vom py-
Wert beim unbestrahlten Lysozym allein eine andere
ist als beim bestrahlten. In Abb. 3, Kurve (a) Lyso-
zym (unbestrahlt) und (b) Lysozym (bestrahlt),
wurde hierzu die Triibung gleichkonzentrierter Lo-
sungen in relativen Einheiten als Funktion des pg-
Wertes dargestellt. Addiert man nun die Ordinaten-
werte beider Kurven, so erhdlt man Kurve (c). Der
Verlauf dieser Kurve ist namentlich im pg-Bereich
zwischen 3 und 8 wesentlich verschieden von dem Ver-
lauf der experimentell ermittelten Kurve (d), durch
welche die Triibung einer Mischung von unbestrahl-
tem und mit 5 Millionen r bestrahltem Lysozym im
Verhiltnis 1:1 [doppelte Gesamtkonzentration an
Protein gegeniiber (a) und (b)] dargestellt wird.
Eine Komplexbildung zwischen dem stark basischen
Lysozym und seinem weniger basischen Bestrahlungs-
produkt konnte auch hiernach als einfache Erkliarung
fiir diese Erscheinung vermutet werden.

39 E.S. Guzman Barron, J. AuBrose u. Pu. Jonnson, Radiat.

Res. 2, 145 [1955].
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Aus den Untersuchungen der biologischen Aktivi-
tat des bestrahlten Lysozyms ist zu folgern, dal} fiir
die biologische Wirksamkeit wichtige Gruppierungen
im Molekiil durch die Bestrahlung nicht zerstort
werden. Dieses Ergebnis ist sehr wohl zu unterschei-
den von den Untersuchungen von BarroN, AMBROSE
und Jounson3?, welche Lysozym in wélriger Losung
bestrahlten. Diese Autoren fanden hierbei eine Ab-
nahme der biologischen Aktivitat, welche jedoch hier
eine einfache Erkldarung in der oxydierenden Wir-
kung der Rontgenstrahlen auf wilirige Losungen
aromatischer Aminosduren und deren Peptide oder
Proteine, namentlich auf Tyrosin, finden diirfte.
Konnten doch schon 1950 Kertesz und Caserii??
eine starke Empfindlichkeit der biologischen Aktivi-
tat dieses Proteins gegeniiber einem Brenzkatechin-
Phenoloxydase-System auffinden. Im Gegensatz zur
Bestrahlung willriger Lysozym-Losungen wird das
UV-Absorptionsspektrum des in Substanz bestrahl-
ten Proteins nach unseren Untersuchungen nicht ver-
andert.

Es ist uns eine angenehme Pflicht, Herrn Prof. Dr.
Dr. Boris Rajewsky fiir seine dullerst rege Teil-
nahme an unserer Arbeit, deren materieller Unter-
stiitzung, vielen niitzlichen Anregungen und Diskussio-
nen auch an dieser Stelle auf das herzlichste zu danken.
Weiterhin gilt unser Dank der Deutschen For-
schungsgemeinschaft fiir die Gewidhrung
einer Sachbeihilfe (an Dr. K. D.). Den technischen
Hilfskriften Frl. Ingeborg Jakob und Frl. Lotte
SaB haben wir gleichfalls fiir sorgfiltige Mitarbeit
sehr zu danken.

40 D. Kertesz u. P. Caseinr, Bull. Soc. Chim. biol. 32, 583
[1950].



