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G. PETER UND B. RAJEWSKY

Die indirekte Wirkung von Rontgenstrahlen auf Aminosiuren
II. Bestrahlung von Tryptophan

Von G. Peter und B. Rajewsky

Aus dem Max-Planck-Institut fiir Biophysik, Frankfurt a. M. *
(Z. Naturforschg. 18 b, 110—114 [1963] ; eingegangen am 12. Juli 1962)

Die indirekte Wirkung von Riéntgenstrahlen einer Dosis von 0,08 bis 7,5 Millionen r auf eine
2:10=2.m. wilirige Tryptophanlosung wurde mit Hilfe chemischer und physikalisch-chemischer
Arbeitsmethoden (Hochspannungs-Elektrophorese) untersucht.

Der Einflul der Dosis, Dosisleistung, Temperatur und die durch oxydierend wirkende Radikale
(HO,) ausgelosten Reaktionsschritte bei Bestrahlung in Sauerstoffatmosphiire wurden in qualitativer

Hinsicht gepriift.

Aus der Vielzahl der strahlenchemisch gebildeten Abbauprodukte konnten mit Sicherheit nach-

gewiesen werden:
anthranilsdure und Tryptamin.

Glycin, a-Alanin, Asparaginsdure, Kynurenin, 3-Hydroxykynurenin, 3-Oxy-

Schliefilich wurde versucht, die experimentell gewonnenen Ergebnisse mit Hilfe von Radikal-

wirkungen, die sich auf
a) Decarboxylierungen

b) und Verdnderungen des Kohlenstoff-Geriistes

beziehen, zu deuten.

Ein sehr bedeutendes Problem fiir die Strahlen-
biologie ist die Untersuchung und Deutung der
Grundvorginge der Wirkung von ionisierenden
Strahlen auf die Grundbausteine.
Direkte Strahlenwirkungen im Sinne der klassischen
Treffertheorie wurden von verschiedenen Autoren
oft zum Gegenstand der Untersuchungen am biologi-
schen Material gemacht. Auch Arbeiten, bei denen

biologischen

die Wirkungen von Roéntgenstrahlen auf in Wasser
geloste Substanzen analysiert wurden, sind bereits
seit mehr als 40 Jahren wiederholt unternommen
worden.

Schon 1931 unterschied Rasewsky ! zwischen den
rein physikalischen oder direkten Treffern und den
indirekten ,,chemischen* Treffern, die beide zu den
priméren Ereignissen der Strahlenwirkung gezihlt
werden, wihrend als Sekundirreaktion jede chemi-
sche Reaktion anzusehen ist. die als unmittelbare
Folge der Uberfiihrung eines Molekiils in einen
reaktionsbereiten Zustand (Radikal. angeregtes Mole-
kiil) nach der Absorption der vollen oder eines Tei-
les der Energie eines Quants ablauft.

Eine indirekte Strahlenwirkung liegt vor, wenn
die Verinderung der molekularen Struktur dadurch
zustande kommt, dal} durch Energie-Depots in der
Umgebung des umzuwandelnden Elementarkérpers
Molekiile aktiviert werden, welche an den Grund-

* AnliBlich des 25-jahrigen Bestehens des ..Max-Planck-
Instituts fiir Biophysik®.

kérper herandiffundieren und an ihn ihre Energie
abgeben oder mit ithm reagieren konnen. Exakter
ausgedriickt bedeutet dies, daf} eine Wirkung als in-
direkt angesehen werden kann, zu der eine Energie-
absorption beitragt. die primdr in groBerer Ent-
fernung als etwa 100 A von der betrachteten Struk-
tureinheit erfolgt und durch Sekundireffekte (Diffu-
sion, Energieleitung) wirksam wird.

Das Verstindnis der Elementarprozesse, d. h. die
klare experimentelle Unterscheidbarkeit zwischen
strahlenchemischen Primir- und Sekundirprozessen
ist durch das komplexe Erscheinungsbild sehr er-
schwert, nicht zuletzt wegen der Uberlagerung der
Wirkungen von indirekten und direkten Reaktions-
mechanismen.

Aus diesen Tatsachen kann gefolgert werden, dal3
die Frage nach einem generell giiltigen Mechanismus
der Strahlenwirkung unberechtigt ist. Daher sind
fast alle Versuche gescheitert, in denen bewiesen
werden sollte, daf} alle Strahlenwirkungen nur durch
die bei Bestrahlung in Wasser gebildeten Radikale
hervorgerufen werden. Die Schwierigkeiten des ge-
samten Problems liegen in der Hauptsache in der
physikalisch-chemischen Interpretation der Folge-
reaktionen.

Vor einiger Zeit gelang es, einige Fortschritte in
der Frage der Deutung der Grundvorginge bei der

1 B. Rasewsky, 10 Jahre Forschung phys. med. Grenzgebiete,
Leipzig 1931.
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chemischen Strahlenwirkung zu erzielen und die
Kenntnisse iiber den Mechanismus der indirekten
Wirkung von Réntgenstrahlen zu erweitern 3.

In dieser Arbeit wird der Versuch unternommen,
eine vorliufige Ubersicht zu geben iiber die als
sicher zu betrachtenden strahlenchemischen Veriande-
rungen, die bei Bestrahlung einer 0.02-m. wilirigen
Lésung von pr-Tryptophan zu beobachten sind.

Material und Arbeitsmethoden

Je 1cm® einer Tryptophan-Stammlésung wurde in
ein V4A-Schilchen abpipettiert, in ein Bestrahlungs-
gefdll aus Kupfer gesetzt, das seinerseits auf einem
Kupferblock ruhte, und anschliefend bestrahlt. Das Be-
strahlungsgefdl war mit einer Hostaphanfolie von 15 u
iiberspannt, um die Schwichung der Rontgenstrahlen
gering zu halten. Die bestrahlten Losungen wurden ge-
sammelt, im Vakuum zur Trockne gebracht und mit
1 cm?® 6-fach dest. Wasser aufgenommen.

Zur Auftrennung der Bestrahlungsprodukte mittels
der Hochspannungs-Elektrophorese ¢ wurden folgende
Pufferlésungen verwendet:

a) Pyridin-Eisessig-Puffer: 100cm® Pyri-
din + 10 cm? Eisessig mit Wasser auf 1000 cm?
auffillen (py 6,0),

b) Eisessig-Ameisensdure-Puffer:

150 cm? Eisessig + 50 cm® Ameisensidure mit Was-
ser auf 1000 cm? auffiillen (pm 1,9).

Bei der papierchromatographischen Trennung ge-
langten folgende FlieBmittel zur Anwendung:

a) FlieBmittel fiir freie Aminosiduren
Phenol : Wasser = 100 : 20,
n-Butanol : Eisessig : Wasser = 250 : 60 : 250,
n-Butanol : Ameisensdure : Wasser = 600 : 50 : 50,
2.6-Lutidin : Collidin : Wasser = 1:1 : 1.

b) FlieBmittel fiir Indolkdrper
n-Butanol : Eisessig : Wasser = 4:1:5
(Partridge- Mischung),
n-Butanol : Eisessig : Wasser = 80 : 20 : 20,
n-Propanol : Wasser = 5 : 1,
8-proz. wilirige Natriumchloridlosung + 1 cm?® Eis-
essig.

c) FlieBmittel fiir DNP-Aminosduren?.

Die zum Vergleich erforderlichen DNP-Aminosduren
wurden nach Grick ® und Rao und Soser 7 hergestellt.
Die Ketoverbindungen wurden durch Uberfithrung in
2.4-Dinitrophenylhydrazon 8 und durch Bespriihen mit
o-Phenylendiamin ? nachgewiesen.

G. PetER, Z. Naturforschg. 14 b, 135 [1959].

G. PetER, Z. Naturforschg. 16 b, 198 [1961].

Tu. WieLano u. Mitarbb., Angew. Chem. 67, 257 [1955].
D. Grick, Methods of biochemical Analysis, Vol. II, Inter-
science Publishers, Inc., New York, p. 360 —382.

6 ibid.
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Fir die Identifizierung der einzelnen Verbindungen
wurden folgende Reagenzien benutzt:

Aminocarbonsiduren 2% Ninhydrin in n-Butanol,
Ketoverbindungen 1% 2.4-Dinitrophenylhydrazin in
2-n. HC],

Indolkorper 1% Zimtaldehyd in Methanol,

nach dem Besprithen einhdngen
in gesittigte HCl-Atmosphire,
1,5% Ces (SOy) 3-Losung  in  2-n.
H,SO,,
p-Dimethylaminobenzaldehyd

(0,5 g Reagens + 1 cm? konz. HCI
in 100 ml abs. Athanol lésen),
0,1-proz. Lésung von Kalium-
dichromat in Wasser : 37% Form-
aldehyd = 9 : 1v/v.

Die Bestrahlungen wurden mit der Dermopan-An-
lage von Siemens und einer Hochleistungs-Rontgen-
rohre durchgefiihrt. Daten der Apparaturen unter Ver-
suchsbedingungen: a) 45kV, 25 mA; Eigenfilterung:
1 mm Be; Dosisleistung in Luft und Sauerstoffatmo-
sphire: 83 kr/min; Dosisleistung in Argonatmosphire:
58 kr/min; b) 56 kV, 80 mA ; Filterung: 0,5 mm Al +
2mm Wasser, Dosisleistung: 5,510 r/Minute.

Ergebnisse

1. Dosisabhidngigkeit der Reaktion

Die Untersuchungen des Zusammenhangs zwi-
schen zugefiihrter Strahlenenergie und dadurch be-
dingter chemischer Verdnderung einer 0,02-m. wal-
rigen Tryptophanlésung wurde in analoger Weise
wie beim Lysin® durchgefiihrt. Wihrend beim
Lysin bis zu einer Dosis von 1,1-10°r, entsprechend
einer Bestrahlungsdauer von etwa 13 Min., keine
signifikante Verdnderungen erkennbar waren, traten
beim Tryptophan schon nach Einstrahlung von
8.3-10*r, entsprechend einer Bestrahlungsdauer von
1 Min., deutlich sichtbare Abbaureaktionen auf. Mit
Hilfe der Hochspannungs-Elektrophorese und Pa-
pierchromatographie konnten einige der strahlen-
chemisch gebildeten ninhydrinpositiven Verbindun-
gen, bei gleichzeitiger Anwendung eines Testgemi-
sches, eindeutig festgestellt werden. Es handelt sich
im einzelnen um folgende Substanzen: Glycin, a-Ala-
nin und Asparaginsdure, deren Bildung durch oxy-
dative Abspaltung des am Indolring p-stindigen

" K. R. Rao u. H. A. Soser, J. Amer. chem. Soc. 76, 1328

[1954].

F. A. Isuerwoop u. D. H. Cruicksnank, Nature [London]

173, 121 [1954].

9 Tu. Wieraxp u. E. Fiscuer, Naturwissenschaften 36. 219
[1949].

10 G. PetEr, Z. Naturforschg. 16 b, 198 [1961].
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Alanylrestes erklart werden kann. Die ermittelten
R;-Werte fiir die freien Aminoséduren sind in nach-
stehender Tabelle zusammengestellt.

FlieBmittel
Substanz =— — -
I 11 11T v
Glycin 0,36 032 045 0,22
o-Alanin 0,58 0,38 0,60 0,26
Asparaginsiure 0,17 = = 0,20

Tab.1. Rj-Werte der freien Aminosduren; Papier S. & S.

2043 b, absteigend; Entwickler: Ninhydrin; Laufmittel:

I Phenol : Wasser = 100 : 20, II n-Butanol : Eisessig : Was-

ser = 250 : 60 : 250, III n-Butanol : Ameisensdure : Was-

ser = 600 : 50 : 50, IV 2.6-Lutidin : Collidin : Wasser =
120 - (8

Die nach der angegebenen Methode hergestellten
DNP-Aminosiuren ergaben folgende R;-Werte:

FlieBmittel
Substanz -
1 IT 111 v v

DNP-Glycin

0,33

0.29 043 025 0,09
DNP-z-Alanin 038 054 035 014 042
DNP-Asparagin-
saure 0,08 0,04 0,03 0,02 0,05

Tab. 2. Rj{-Werte der DNP-Aminosduren; Papier: S. & S.

2043 b, absteigend; Laufmittel: I Toluol : Athylenchlor-

hydrin Pyridin : 0,8 n. Ammoniak = 5:3:1 :3, II Pyri-

din : Isoamylalkohol : 1-n. Ammoniak = 6 : 14 : 20, III Ben-

zylalkohol + 10% Propanol, IV Cyclohexan + 30% Propanol,
V Phenol : Isoamylalkohol : Wasser = 1 :1 : 1.

Im Gegensatz zu den beim Lysin erzielten Resul-
taten treten bei Bestrahlung einer gleich molaren
wilirigen Tryptophanlosung mit zunehmender appli-
zierter Strahlendosis die basischen Verbindungen in
den Hintergrund, wihrend die Bildung saurer Kom-
ponenten bevorzugt in Erscheinung tritt. Threr che-
mischen Natur nach handelt es sich vorwiegend um
Indolkérper und Tryptophan-Derivate. Unter den
mit Hilfe der Papierchromatographie charakterisier-
ten Verbindungen sind zu nennen: Kynurenin,
3-Hydroxykynurenin, Tryptamin und 3-Oxyanthra-
nilsdure. Die Ergebnisse sind in Tab. 3 aufgefiihrt.

Eine zusitzlich zur Papierchromatographie und
Hochspannungs-Elektrophorese durchgefiihrte Cha-
rakterisierung von Kynurenin und 3-Oxyanthranil-
saure erfolgte durch Messung der UV-Absorption,
deren Ergebnis in Abb. 1 dargestellt ist.

G. PETER UND B.RAJEWSKY

FlieBmittel

Kynurenin 0.48 0.78 0,54 0,67

3-Hydroxykynu- 0,62 0.60 0,64 — | =
renin i

3-Oxyanthranil- 0.83 = — 0,27 —
saure

Tryptamin — — — 0,55 0,71

Tab. 3. Rj-Werte der Abbauprodukte des Tryptophans; Pa-

pier: S. & S. 2043 b und 598 L. absteigend; Entwickler:

p-Dimethylaminobenzaldehyd; Laufmittel: I n-Butanol : Eis-

essig : Wasser = 4 :1:5, II Phenol : Wasser = 8 :2 +

1 em3 konz. Ammoniak, IIT 2.6-Lutidin : Collidin : Wasser =

1:1:1, IV 8% Natriumchloridlosung + 1 cm? Essigsiure,
V n-Butanol : Eisessig : Wasser = 80 : 20 : 20.

1 1 i
220 240 260 280 300 320 340 360 380
mu —

Abb. 1. UV-Spektrum von Kynurenin und 3-Oxyanthranil-
sdure.

Sehr auffallend war die mit zunehmender appli-
zierter Strahlendosis stiarker werdende rotlich-braune
Verfarbung der Losung. die auf Entstehung von Pig-
menten zurlickgefithrt werden kann. Der Bildungs-
mechanismus der Pigmente kann im derzeitigen
Stadium der Untersuchungen noch nicht tberblickt
werden. Die bisherigen Ergebnisse legen jedoch
nahe, daf} chinoide Zwischenprodukte und Verbin-
dungen vom Dihydroxyindol-Typ daran beteiligt
sind.
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2. Einflull der Strahlen-Dosis-

leistung

Analog den Untersuchungen beim Lysin konnte
auch bei der wilirigen Tryptophanlésung kein Ein-
fluf} der Strahlungsintensitit beobachtet werden. Die
mit der Hochleistungsréhre in wesentlich kiirzerem
Zeitraum eingestrahlte Energie fiihrte zu Verbin-
dungen, die mit den in Tab. 1 und 3 aufgefiihrten
Bestrahlungsprodukten in guter Ubereinstimmung
stehen.

3. Einflull der Temperatur

Wie beim Lysin wurden auch hier Bestrahlungen
auch bei tiefen Temperaturen durchgefiihrt, da diese
Versuche gut geeignet sind, zwischen direkten und
indirekten Strahlenwirkungen unterscheiden zu kon-
nen. Die Ergebnisse lassen deutlich erkennen, daf}
die Bestrahlung in eingefrorenem Zustand zu keiner
strahlenchemischen Verdnderung des Tryptophan-
molekiils fiihrt. Dies ist auch nicht weiter verwunder-
lich, denn generell wird die eingefrorene und be-
strahlte Substanz erst dann untersucht, wenn sie
wieder aufgetaut ist. Es ist daher unwahrscheinlich,
dal} freie Radikale, die im gefrorenen Zustand ge-
bildet worden sind, noch zu einer Reaktion nach
dem Schmelzvorgang zur Verfligung stehen.

Auf Grund dieser Beobachtungen, die zwar keinen
absoluten Beweis darstellen, jedoch niitzliche Hin-
weise liefern, hat Rasewsky ! schon 1931 die Mog-
lichkeit der indirekten Wirkung formuliert und
immer wieder in den Vordergrund gestellt 12.

4. Reaktionen in belifteter 2:1072-m.
wallriger Tryptophanlésung

Die bei Anwesenheit von gelostem O, durch-
gefithrten Versuche zeigten in qualitativer Hinsicht
ein dem Lysin dhnliches Verhalten. Auch hierbei
konnte festgestellt werden, dafl der Sauerstoff wah-
rend der Bestrahlung vorhanden sein muf}, hingegen
die Einwirkung von O, vor oder nach der Bestrah-
lung die Vorginge nicht beeinfluffit. Es wurde daher
ein hochgereinigter Sauerstoffstrom wihrend der
Bestrahlung durch das Bestrahlungsgefaly geleitet.
Die elektrophoretische und papierchromatographi-
sche Untersuchung der Bestrahlungsprodukte zeigte

11 B, Rasewsky, Zehn Jahre Forschung phys. med. Grenz-
gebiete, Leipzig 1951.
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eine weitgehende Ubereinstimmung mit den in Luft
erhaltenen Verbindungen. sofern man die als sicher
nachweisbaren Produkte bei der Betrachtung zu-
grunde legt. Infolge der in O,-Atmosphire verstark-
ten oxydativen Wirkung der HO,-Radikale treten
noch eine Reihe von Ketosduren und Oxy-amino-
carbonsduren auf. deren chemische Natur noch nicht
eindeutig charakterisiert werden konnte.

5. Reaktionsmechanismen

Fir die Entstehung der gefundenen Abbaupro-
dukte bei Bestrahlung von Tryptophan in Luft und
in belifteter waliriger Losung gibt es sicherlich
mehrere Erkldrungen, nach denen ein primdrer An-
griff von OH- und HO,-Radikalen auf den Indolkern
und die f-stindige a-Alanyl-Seitenkette anzunehmen
ist. Obwohl derartige Formulierungen mehr oder
weniger spekulativen Charakter besitzen, seien trotz-
dem einige mogliche Reaktionsmechanismen skiz-
ziert.

a) Bildung von Kynurenin

H H
! *OH |
] CHy- C ~COOH—» @—]';CHZ—C—COOH
N OH
N NH, NSHT NH,
Tryptophan
1Hoz.
0] H H

I |

C—CH,—C — -H
@ H Ncl:H COOH ZHP @CHT C ~COoOH
NS 7= NH, OH

ﬁ—C\H N R NH,

Formylkynurenin l*HZO

§
@iC—CHZ— C]Z—COOH + HCOOH
NH, N
Kynurenin

Den entwickelten Reaktionsmechanismen liegt die
Annahme zugrunde, dal} jedes der gebildeten Be-
strahlungsprodukte direkt durch Spaltung des Tryp-
tophanmolekiils entsteht. Obwohl diese Effekte durch-
aus moglich sind und in energetischer Hinsicht in-
folge der geringen benétigten Aktivierungsenergie
eintreten konnen, kommt den sekundiaren Anlage-
rungsreaktionen von Radikalbruchstiicken eine we-
sentliche groflere Bedeutung zu.

12 B. Rasewsky, Brit. J. Radiol. 25, 550 [1952].
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b) Bildung von 3-Oxyanthranilsiure und a-Alanin

H
. - -CHy— c COOH
CHrC—COOH—/‘»----—»
[ i NHz
N NH,
H

Kynurenin
Tryptophan
l.OH
0 '}’f 0" H
H 1l R oy

k. - *‘ * !
| C—OH  10-H."" LRy~ C—C00H
CHy~ C —COOH + - NH
[ NH NH, 4
NH,
OH OH

3- Oxyanthranilsaure

a—Alanin

3= Hydroxykynurenin

Zur Deutung der Vorginge konnen im Prinzip

3 Grundvorgénge herangezogen werden:

a) Die einfache Radikalreaktion, die in einer Asso-
ziation zweier freier Atome bzw. Radikale unter
Ausbildung einer neuen ¢-Elektronenbindung be-
steht; da die in unserem Fall interessierenden
Radikalstrukturen durch keine Mesomerie-Effekte

A.P. WATERSON UND J. G. CRUICKSHANK

stabilisiert sind, gehen die Reaktionen ohne er-
kennbare Aktivierungswidrme rasch vor sich in-
folge Fehlens energiereicher Zwischenstufen, die
durchlaufen werden miissen.

b) Umsetzung eines freien Radikals mit den Bin-
dungspartnern einer einfachen Bindung, bei der
stets eine neue o-Elektronenbindung und ein
neues freies Radikal gebildet wird.

¢) Die Krypto-Radikalreaktionen, bei denen Um-
gruppierung der Atome bereits im Stadium der
Pradissoziation erfolgt.
gemdl} eine wesentlich geringere Aktivierungs-
energie als die tber die freien Radikale verlau-
fenden Reaktionen.

Die Moglichkeiten, dafl nach dem Radikalmecha-
nismus formulierte Reaktionen sich als Tonenreak-
tionen erweisen, wurde berticksichtigt.

Sie erfordern natur-

Herrn Prof. Dr. Tu. Wirraxp sei an dieser Stelle fiir
seine Ratschlige herzlichst gedankt.

The effect of ether on Newcastle disease virus: a morphological study
of eight strains

By A.P. Watersox and J. G. CRUICKSHANK

Virus Laboratory, Department of Pathology, Tennis Court Road, Cambridge, England
(Z. Naturforschg. 18 b, 114—118 [1963] ; eingegangen am 15. Juli 1962)

Eight strains of Newcastle disease virus (NDV) have been examined using the technique of
negative contrast electron microscopy, before and after treatment with ether. There is considerable
variation in the shape and size of particles in any one strain, and the degree of this pleomorphism
varies from strain to strain. The two common features of all the strains are the internal ribonucleo-
protein and the rosette-like haemagglutinin formed by disruption of the coat with ether. The effect
of ether is to disrupt the particles, but the ease of disruption varies from strain to strain. The pro-

ducts of ether treatment are the internal ribonucleoprotein and the haemagg

lutinin, which consists

of portions of the outer coat. Besides these, the coat itself may in some strains appear almost intact,
but stripped of its projections, after ether treatment. With the strains whose pathogenicity was
known it has not proved possible to relate structure to degree of pathogenicity.

Newcastle disease virus (NDV) consists of par-
ticles of irregular appearance in the electron micro-
scopel. More recently high
microscopy has revealed an inner component with
helically arranged subunits, or capsomeres 2 ?. This

resolution electron

1 W. Scuirer, G. Scuramm and E. Traus, Z. Naturforschg.
4b, 157 [1949].

2 R. W. Horxe and A. P. Warersoy, J. molecular Biol. 2, 75
[1960].

inner component is a ribonucleoprotein %. It is seen
in particles whose coat has ruptured spontaneously,
but it is released in greater quantity from particles
treated with ether. The outer layer of the particle is
presumed to contain lipid. The outside of the par-

3 R. W. Horxg, A. P. Warerson, P. Wipoy and A. E. Farx-
uam, Virology 11, 79 [1960].
4 W. Scuirer and R. Rorr, Z. Naturforschg. 14 b,629 [1959].



