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When myoglobin is irradiated in the presence of amino acids, the most radiation-reactive species,
like the aromatic and sulfur-containing amino acids, will bind preferentially to the protein. The
radiation-induced binding is strongly dependent on the concentration of protein and amino acid.
Subsequent to irradiation of myoglobin in the presence of radioactively labelled tryptophan followed
by tryptic hydrolysis, only a single radioactive spot was detected on the fingerprint. The binding
of amino acids is thus not randomly distributed over the protein molecule but occurs at specific

reactive sites.

Einleitung

Bei der Bestrahlung von Proteinen entsteht eine
Population von mehr oder weniger geschidigten
und von unverdnderten Molekiilen. Die Auftren-
nung und Charakterisierung der Bestrahlungspro-
dukte mit verschiedenen Methoden ist wichtig fiir
ein Verstindnis der Strahlendenaturierung von
Proteinen. Besonders erfolgreich war die Anwen-
dung der Gelfiltration, mit deren Hilfe strahlen-
induzierte Verdnderungen der Molekiilgrofle festge-
stellt wurden. Die Untersuchungen ergaben, dal} es
bei der Bestrahlung globuldrer Proteine und Enzyme
zur Bildung hohermolekularer Produkte, sogenann-
ter Aggregate, kommt [1—6]. Die strahlenindu-
zierte Aggregatbildung kann zur Inaktivierung von
bestrahlten Enzymen beitragen. Haufig wurden je-
doch enzymatisch aktive Aggregate nachgewiesen
[1, 2, 4—6]. Die spezifische Aktivitdt der Aggre-
gate ist geringer als die des ,nativen“ Proteins;
mittels elektrophoretischer Methoden wurden die
strahleninduzierten Verdnderungen charakterisiert
[4—-6].

Welche Bindungen fiir die Aggregatbildung ver-
antwortlich sind, ist noch weitgehend unklar
[1—-13]. Es kann zur Ausbildung von kovalenten
Bindungen kommen, wenn zwei strahlengeschadigte
Proteinmolekiile (Radikale) miteinander reagieren;
auflerdem kommen auch Bindungen nichtkovalenter
Art infrage, also elektrostatische Wechselwirkungen,
hydrophobe Bindungen und Wasserstoffbriicken.
Die kovalenten Bindungen konnen wahrscheinlich
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aufler durch Verkniipfung von Aminosaureseiten-
ketten auch durch Reaktion von radiolytisch erzeug-
ten Peptidradikalen (C,-Radikalen) entstehen [3,
14]. Bei Proteinen, die SH-Gruppen enthalten, wer-
den Aggregate anscheinend bevorzugt durch Di-
sulfidbriicken gebildet. Bei der RNase werden 10 —
60% der Aggregate einer Disulfidbindung zuge-
schrieben [7], wahrend beim Lysozym tiberwiegend
Disulfidbriicken an der Aggregation beteiligt sind
[12]. DaB} kovalente Bindungen bei der Aggregat-
bildung eine Rolle spielen, wurde durch vergebliche
Versuche, strahleninduzierte Aggregate mittels kon-
zentrierter Harnstoff- oder Guanidiniumchlorid-
l6sungen oder Detergentien vollig zu spalten, ange-
deutet, z.B. bei RNase [11], Lysozym [11], Se-
rumalbumin [8, 13], Meerrettich-Peroxidase [4].
Ein erheblicher Anteil nichtkovalenter Bindungen in
den strahleninduzierten Aggregaten ist u.a. bei
Chymotrypsin, Peroxidase, RNase und Myoglobin
beobachtet worden [15, 16, 4 —6]. Neben einer
teilweisen Dissoziation der Aggregate wurde beim
Chymotrypsin sogar eine Regenerierung der Enzym-
aktivitat nach Behandlung mit 8M Harnstoff gefun-
den [15]. Schiissler et al. [17] berichten, dal} die
strahleninduzierten Aggregate der Lactat-Dehydro-
genase durch Einwirkung von Natriumdodecylsulfat
(SDS) praktisch vollstdndig zu Fragmenten kleiner
als die monomere Einhheit der Lactat-Dehydro-
genase gespalten wurden. Bei der Radiolyse der
Lactat-Dehydrogenase kommt es demnach in einem
betriachtlichen Umfang zur Spaltung von Peptid-
bindungen. Die Spaltstiicke werden durch hydro-
phobe und elektrostatische Wechselwirkungen zu-
sammengehalten. Kovalente Bindungen spielen dem-
gemil bei der Aggregatbildung der Lactat-Dehy-
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drogenase kaum eine Rolle. In neueren Versuchen
wurden bestrahlte Proteinlésungen mittels der SDS-
Elektrophorese in Polyacrylamidgelen und der Gel-
filtration in Gegenwart von 0,1% SDS aufgetrennt
[18]. Diese Versuche haben gezeigt, dall beim
Serumalbumin, Ovalbumin und Myoglobin die
strahleninduzierten Aggregate keinesfalls alle durch
SDS-Einwirkung gespalten werden, sondern daf}
ein Grofiteil der Aggregate bestehen bleibt, wahr-
scheinlich durch kovalente Bindungen. Auch Lyco-
metros und Brown [19] gelang es nicht, die strah-
leninduzierten Aggregate von Myoglobin durch
SDS-Einwirkung zu dissoziieren.

In einigen Veroffentlichungen haben Yamamoto
[20 —26] und Friedberg [27] die Bindungsver-
héltnisse von zusammen mit Proteinen bestrahlten
Aminosduren untersucht und die Ergebnisse mit
der strahleninduzierten Aggregation korreliert.
Unsere Untersuchungen sollten helfen, die Frage zu
beantworten, ob es bei der Aggregation spezifische
Bindungsstellen gibt, oder ob die Verteilung der
Bindungsstellen im Proteinmolekil zufallig ist. Als
Modellprotein haben wir Walfisch-Myoglobin ein-
gesetzt, dessen Struktur gut bekannt ist [28]. Uber
das Verhalten von Myoglobinen bei der Bestrahlung
liegen einige Arbeiten vor [16, 19, 29, 30]. Durch
Bestrahlung von Walfisch-Myoglobin in Gegenwart
von radioaktiv markierten Aminosduren sollten die
Bindungsstellen fiir die Aggregatbildung untersucht
werden. Messungen in Abhéngigkeit von der Dosis
und Konzentrationen sollten dazu beitragen, einen
besseren Uberblick iiber die quantitativen Verinde-
rungen bei der Bestrahlung zu gewinnen.

1. Material und Methoden

1.1. Chemikalien

14C.markierte Aminosduren (in Klammern ist die
spezifische Radioaktivitdt angegeben): vL-[U-14C]
Ala (135 mCi/mmol), r-[U-'*C]JArg-HCl (270
mCi/mmol), L-[U-1*C]Glu (125 mCi/mmol), L-
[U-1%C]His (275 mCi/mmol), L-[U-*C]Leu (348
mCi/mmol), r-[U-1*C]Lys-HCl (348 mCi/mmol),
L-[1-1*C]Met (60 mCi/mmol), r-[Methyl-1*C]Met
(50 mCi/mmol), L-[?S]Met (100 mCi/mmol), -
[U-14C]Phe (225 mCi/mmol), L-[U-1*C]Ser (150
mCi/mmol), L-[Methylen-1*C]Trp (45 mCi/mmol),
L-[U-1*C]Tyr (483 mCi/mmol) bezogen wir von
Amersham-Buchler (Wenden/Braunschweig, BRD).

Die Aminosdurelosungen, die zur Verminderung
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der Selbstzersetzung 2% Athanol enthielten, wurden
zur Trockene eingeengt, um das Athanol zu entfer-
nen. Nicht markierte Aminoséduren (p.a.) und Myo-
globin vom Wal (reinst) waren Produkte von Serva
(Heidelberg, BRD). Alle anderen Chemikalien wa-
ren analytisch rein. Zur Herstellung der Losungen
wurde bidestilliertes Wasser verwendet.

1.2. Bestrahlung

Je 0,5 ml der Myoglobin-Losung im 0,001 M
Phosphatbuffer pH 7,0, die jeweils eine der Amino-
sdauren enthielt (Tracermenge: 0,5 —5 uCi), wurde
in Luft-Atmosphére in einer Pyrex-Glasampulle
(5ml) eingeschmolzen und in einer %°Co-y-Quelle
(Gammacell 220, Atomic Energy of Canada, Ltd.)
bei 0 °C bestrahlt.

1.3. Bindungsmessung

Nach Bestrahlung wurden 0,5ml 20-prozentige
Trichloressigsdure der Probelosung zugesetzt, und
die Probe wurde 15min im Eisbad gekiihlt. Das
Prizipitat wurde mit Hilfe eines Selectron-Glas-
filtrationsgeréts fiir Unterdruck mit Glasfritte (Se-
lectron, Schleicher & Schiill, Dassel, BRD) und
einem Selectron-Celluloseacetatfilter (¢ 20 mm,
Porengrofle 0,45 pm) filtriert und mit 10 ml 5-pro-
zentiger kalter Trichloressigsdure nachgespilt. Er-
héhte Spiilvolumina (bis 20 ml) ergaben die glei-
chen Ergebnisse. Das Protein wurde durch Schiitteln
auf einer Schiittelmaschine (Modell G-33-A, New
Brunswick Scientific Co., N.J., USA) mit 1,5ml
H,0 von dem Filter getrennt. Die Radioaktivitit im
prazipitierten Protein wurde in einem Flissigkeits-
szintillationszihlgerdat (Modell CPM 2007, Beck-

man, USA) gemessen.

1.4. Trypsinolyse und Fingerprint

Eine 0,5ml Probe von 0,1-prozentigem Myoglo-
bin und 5% 10~ * M L-Tryptophan wurde mit 1 Mrad
bestrahlt und entsprechend den Proben zur Bin-
dungsmessung behandelt. Das vom Filter abge-
trennte Protein wurde im Exsikkator iber KOH
getrocknet. Die Probe wurde in 100 ul 0,1%
NH,HCO;-Pufferlosung pH 9,0 gelost, nach Zugabe
von 100 ul 0,1% Trypsin im gleichen Puffer 16 h
bei 37 °C inkubiert, anschliefen im Exsikkator iiber
KOH getrocknet und in 50 4l H,O aufgenommen.
Zur Elektrophorese (DE-Doppelkammer 12 20 00,
Desaga, Heidelberg, BRD) wurden 5 ul auf eine

Cellulose-Diinnschichtplatte (0,1 mm Schichtdicke,
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Merck, Darmstadt, BRD) aufgetragen und im Sy-
stem Pyridin : Eisessig : H,O (10:1:89) bei
1000V und 25 mA 50 min getrennt. In der zweiten
Richtung wurde im System Methanol : Pyridin : Eis-
essig : H,O (80:4 :1:20) 3h chromatographiert.
Der Fingerprint wurde durch Ansprithen mit Nin-
hydrin erhalten. Die Verteilung der Radioaktivitat
wurde mit dem Radiodiinnschichtscanner (Berthold
LB 2722, Wildbad, BRD) und mit der Isotopen-
Kamera (Birchover, Instr. Ltd., Zinsser, Frankfurt/
M., BRD) untersucht.

2. Ergebnisse

Bei der Bestrahlung einer 0,1-prozentigen Wal-
fisch-Myoglobinlésung (6x107°M) in Gegenwart
von verschiedenen radioaktiv markierten Aminoséau-
ren (5x107%m) liBt sich eine von der Art der
Aminosdure abhédngige Bindung an das Protein be-
obachten. Bei Tryptophan, Methionin, Histidin,
Phenylalanin, Tyrosin und Leucin wurde eine be-
deutend héhere Bindung an das Myoglobin gemes-
sen als bei Lysin und Arginin; bei Serin, Alanin
und Glutaminsdure wurde nur eine geringe Bindung
festgestellt (Abb.1). Da im Walfisch-Myoglobin
weder Cystein noch Cystin auftreten [28], wurde
die Bindung dieser Aminosduren nicht untersucht.
Die relativ hohe Bindung von Methionin ( ~ 1,0 mol
Methionin/mol Myoglobin bei 1 Mrad) wurde nur
beim [Methyl-14C]Methionin und [?**S]Methionin
beobachtet, wihrend das [1-*C]Methionin eine
sehr sehr geringe Bindung aufwies.
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Abb. 1. Strahleninduzierte Bindung von Aminosiuren (5X
107* M) an Myoglobin (0,1%=6X10"3M) mit steigender
Strahlendosis.
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Um zu priifen, ob die strahleninduzierte Bin-
dung der Aminosduren an das Myoglobin auch im
hoheren Dosisbereich mit der Strahlendosis weiter
zunimmt, wurde die Bindung einiger Aminoséduren
bei Strahlendosen bis zu 5 Mrad gemessen (Tab.I).

R N Tab. I.
Aminosdure mol Aminoséure/ Strahlenindiizicite
mol Myoglobin Bindung von Amino-
siuren (51074 M) an
tﬁ%u g’égg das Myoglobin (0,1%).
o ’ Strahlendosis : )
L-Ser 0,449 rahlendosis: 5 Mrad
L-Arg 1,400
L-Lys 1,375
L-Leu 1,620
L-Tyr 1,235
L-Phe 1,550
L-His 1,160
L-Trp 1,323

Bei Tryptophan, Phenylalanin, Tyrosin und Histi-
din war die Erhohung der Bindung bei Strahlen-
dosen iiber 1 Mrad nur unbedeutend, wihrend bei
Leucin, Lysin und Arginin eine deutliche Zunahme
der Bindung bei hoheren Dosen zu beobachten war.
Auch bei Serin, Alanin und Glutaminsiure war
eine wesentliche Bindungszunahme zu verzeichnen.
Bei den héheren Strahlendosen war eine Tribung
der Proteinlosung zu beobachten, die die Bindungs-
messung erschwerte. In einigen Versuchen wurde
das in den kauflichen radioaktiven Aminosduren
vorhandene Athanol nicht entfernt, damit es als
radical der OH" Radikale dienen
konnte. Schon bei einer Athanolkonzentration von
0,004% nahm die Bindung bedeutend ab, z. B.
wurde fiir Tryptophan bei 1 Mrad ein Wert von
0,35 mol/Mol Myoglobin gemessen.

scavenger®

Bei einer konstanten Strahlendosis von 1 Mrad
wurde sowohl die Protein- als auch die Aminoséure-
konzentration variiert. Die Bindung des Trypto-
phans wurde mit steigender Proteinkonzentration
kleiner: bei 5% Myoglobin konnte praktisch keine
strahleninduzierte Bindung festgestellt werden,

Tab. II. Strahleninduzierte Bindung von Tryptophan an
Myoglobin (mol/mol) bei verschiedenen Tryptophan- und
Myoglobinkonzentrationen. Strahlendosis: 1 Mrad.

Myo-
globin
[%] 5X107 1073

L-Tryptophan [M]

2X1073 5X107% 2X1072 5X1072

0,1 1,20 1,45 1,70 1,70 1,97 .
== 0,33 0,21 0,19 0,22 —
5 = = — 0,02 0 0
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Abb. 2. Strahleninduzierte Bindung von Trypto-
phan, Lysin und Alanin an Myoglobin (0,1%)
mit steigender Aminosdurekonzentration. Strah-
lendosis 1 Mrad.
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auch nicht bei erhohter Tryptophankonzentration
(Tab. II). Die Zunahme der Bindung mit steigen-
der Aminosiurekonzentration beim konstanten Pro-
teingehalt (0,1% Myoglobin) ist in Abb. 2 darge-
stellt. (Bei den unbestrahlten Vergleichsproben
wurde mit steigender Tryptophankonzentration eine
wesentlich erhohte Bindung an das Myoglobin fest-
gestellt, eine spontane Bindung von Tryptophan an
verschiedene Proteine ist bekannt [26, 31].)

Der Frage, ob die strahleninduzierte Bindung an
eine spezifische Stelle des Myoglobin-Molekiils er-
folgt, dienten die weiteren Versuche. Es wurde nur
Tryptophan eingesetzt, da diese Aminosdure bis
zu 1 Mrad die hochste Bindung aufwies. Das in
Gegenwart von Tryptophan bestrahlte Myoglobin
wurde tryptisch hydrolysiert und mit Hilfe der
Fingerprinttechnik aufgetrennt. Der Fingerprint des
Hydrolysats war gut reproduzierbar und es konn-
ten etwa 14 mit Ninhydrin anfdrbbare Peptidflek-
ken beobachtet werden (Abb. 3). Der Fingerprint
des mit 1 Mrad bestrahlten Myoglobins unterschied
sich geringfiigig von dem unbestrahlten. Unter
unseren Bestrahlungsbedingungen blieb demnach
die Primarstruktur des Myoglobins noch recht gut
erhalten. Nur an einer Stelle der Platte wurde '4C-
Aktivitat gemessen (schraffierter Fleck in Abb.3),
die bei wiederholten Bestrahlungsversuchen immer
in der gleichen Position nachgewiesen wurde. Kon-
trollversuche ergaben, daf} freies Tryptophan und
seine Radiolyseprodukte nach der zweidimensiona-
len Auftrennung an einer anderen Stelle der Platte
lokalisiert waren.

Elektrophorese

o
'
'
'
1
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1

x

Chromatographie

Abb. 3. Strahleninduzierte Bindung von radioaktiv markier-
tem Tryptophan an Myoglobin. Fingerprint des tryptischen
Hydrolysats von Myoglobin (0,1%) bestrahlt in Gegenwart
von Tryptophan (5X107%M). Strahlendosis 1 Mrad. Radio-
aktivitat (schraffierter Fleck) wurde mit Hilfe einer Iso-

topenkamera nachgewiesen. — X — Startpunkt, O — durch
Endosmose transferierter Startpunkt (mit Glukose mar-
kiert).

Diskussion

Werden Proteinlésungen in Gegenwart radio-
aktiv markierter Aminosduren bestrahlt, so 1aBt sich
eine von der Art der Aminosdure abhingige Bin-
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dung der Aminosdure an das Protein beobachten
(Abb. 1). Eine bevorzugte Bindung von schwefel-
haltigen und aromatischen Aminosduren an Rinder-
serumalbumin wurde von Yamamoto gemessen
[20 —25]; er fand auch, dal} diese Aminosduren
untereinander eine strahleninduzierte Bindung ein-
gehen konnen. So verbinden sich z.B. Cystein,
Cystin oder Methionin mit Tryptophan oder Phe-
nylalanin [21, 22], und Tryptophan, Phenylalanin,
Histidin binden sich gegenseitig [23]. Wenn
stat Serumalbumin Polyglutaminsdure in Gegen-
wart von Aminosauren bestrahlt wurde, fand keine
Bindung der Aminosduren an die Polyglutamin-
sdure statt [23]. Yamamoto nimmt daher an,
daBl nur spezifische freie Aminosduren oder
spezifische Aminosduren im Proteinmosekiil an
der strahleninduzierten Bindung teilnehmen [20,
23, 25]. In einem Versuch, die Bedeutung
der Kohlenstoff- und Schwefel-Bindungen bei
der strahleninduzierten Aggregatbildung von Pro-
teinen aufzukldren, fand Friedberg [27] eine 5-fach
hohere Bindung von Cystin als von Asparaginsdure
an die Ribonuclease, wenn die RNase im Trockenen
in Gegenwart dieser Aminosduren bestrahlt wurde.
Da der Anteil nicht-schwefelhaltiger Aminosduren
in einem Protein immer relativ grof} ist, mift Fried-
berg den intermolekularen Kohlenstoffbindungen
die grofite Bedeutung zu.

Unsere Ergebnisse tiber die Bindung von Amino-
sduren an einem schwach basischen Protein wie Wal-
fisch-Myoglobin deuten ebenfalls auf eine erhéhte
Beteiligung der schwefelhaltigen und aromatischen
Aminosduren an der strahleninduzierten Bindung
im Bereich bis zu 1 Mrad hin (Abb. 1). Bei hohe-
ren Dosen schien die Bindung dieser Aminosduren
einen Grenzwert zu erreichen, wahrend die Bin-
dung der iibrigen Aminosduren weiter zunahm
(Tab. I). Da die schwefelhaltigen und aromatischen
Aminosiduren die grofiten Geschwindigkeitskonstan-
ten mit den primdren Wasserradikalen aufweisen
[32—-35] und in den bisherigen Untersuchungen
die Aminosduren immer bei gleicher molarer Kon-
zentration verglichen wurden (Abb. 1, ref. [21—
27]), ist es nicht verwunderlich, dal bei diesen
reaktiven Aminosduren die groffte Bindung festge-
stellt wurde. Wenn jedoch die Aminosdurekonzen-
tration der weniger reaktiven Aminosduren, wie
Lysin oder Alanin, erhoéht wurde, so dal} in etwa
gleiche Reaktionsgeschwindigkeiten erreicht werden,
lieB sich eine vergleichbare Bindung dieser wenig
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reaktiven Aminosauren an das Protein feststellen

(Abb. 2).

Fiir eine strahleninduzierte Aggregatbildung von
Proteinen kommen wahrscheinlich nur die aromati-
schen und schwefelhaltigen Aminosduren in Frage,
da deren Reaktivitdt im Vergleich zu den anderen
Aminosduren sehr viel grofler ist. In einer Reihe
von Arbeiten tiber die Zerstorung von Aminosduren
in Proteinen nach Bestrahlung waren es vor allem
die aromatischen und schwefelhaltigen Aminoséu-
ren, die abnahmen [2, 9, 10, 36 —42]. Pulsradio-
lytische Studien an RNase [14, 43, 44] haben ge-
zeigt, dal} Energietibertragungsprozesse entlang der
Aminoséurekette eine grofle Rolle spielen, und daf}
die aromatischen und schwefelhaltigen Aminoséu-
ren bevorzugt bei der intramolekularen Energie-
leitung als Radikalstellen auftreten. Mee, Adelstein
und Stein [2] fanden in den aggregierten Fraktio-
nen der bestrahlten RNase selektive Zerstorung von
Cystein, Methionin, Tyrosin und Phenylalanin, je-
doch im monomeren Enzym keine signifikanten
Veridnderungen. Dagegen fanden Jung und Schiiss-
ler [9, 10] auch im monomeren Enzym die Zersto-
rung der gleichen Aminosduren wie in den Aggre-
gaten der RNase, ndmlich Cystein, Methionin, Tyro-
sin und Phenylalanin und zusétzlich Histidin und
Lysin. Diese ausfiihrlichen Studien befaBten sich
mit der RNase, einem Enzym, das kein Tryptophan
enthélt. Bei tryptophanhaltigen Enzymen ist haufig
eine bevorzugte Schddigung dieser aromatischen
Aminosdure beschrieben worden, so bei Lysozym
[45—47], a-Chymotrypsin [48, 49], Trypsin [48,
50], Carboxypeptidase [51] etc. Als erstes Experi-
ment zur Prifung der Spezifitit der Bindung haben
wir Tryptophan eingesetzt, einerseits wegen der
oben erwahnten Reaktivitat, und andererseits, weil
Tryptophan in unseren Versuchen bis zu 1 Mrad
die hochste Bindung aufwies.

Unser Ergebnis, dal Tryptophan nur an einem
Peptid des Myoglobinmolekiils gebunden wird
(Abb. 3), deutet darauf hin, da} die Bindungsreak-
tion nicht mit zuféllig durch die Bestrahlung akti-
vierten Aminosauren im Molekiil stattfindet, son-
dern dal} spezifische Stellen fiir die Aggregatbil-
dung zustdndig sind. Zugleich bedeutet es, dafl}
wahrscheinlich Aminoséureseitenketten-Radikale fiir
die strahleninduzierte Bindung verantwortlich sind.
Wenn es Peptidradikale (C,-Radikale) wiren,
miilte man einer Verteilung des Tryptophans an
mehreren Stellen des Proteinmolekiils erwarten.
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Reaktive Radikalstellen befinden sich wahrscheinlich
an den aromatischen Ringsystemen. Yamamoto fand
bei der Chromatographie von bestrahlten aromati-
schen Aminoséduren, dal} hauptsichlich der aromati-
sche Ring modifiziert wurde [23, 25]. Es wurden
Dimere, wahrscheinlich durch Ringverkniipfungen,
gebildet [23]. Methionin und Cystein reagieren
ebenfalls mit dem Ringsystem der aromatischen
Aminosduren [22]. Versuche mit an verschiedenen
Stellen markierten Aminosduren konnten hier zur
Aufklarung Dbeitragen. Unsere Ergebnisse mit
Methionin zeigten, daf} eine Spaltung des Methionins
eintritt und nur ein Teil des Methionin-Molekiils am
Protein gebunden wird. Sequenzanalyse des entspre-
chenden radioaktiven Peptids von Myoglobin, wenn
dieses in Gegenwart von radioaktiven Aminosduren
bestrahlt wurde, konnte Auskunft iiber die Grof3e
des markierten Peptids geben und zugleich klaren,
an welche Stellen des Myoglobins und in welcher
Art die freien Aminoséduren, z.B. das Tryptophan,
gebunden werden.

Unsere Vorstellungen iiber die kovalente strah-
leninduzierte Aggregatbildung gehen jetzt davon
aus, daB} spezifische Aminosduren im Proteinver-
band durch die Bestrahlung aktiviert werden, mit-
einander reagieren und inter- oder intramolekulare
Vernetzungsverbindungen eingehen. Bevorzugt akti-
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