K.DOSE UND K. ETTRE

Die radiationschemische Synthese von Aminosiuren
und verwandten Verbindungen™

Von Kraus Dose und Kirry ETTRE

Aus dem Max-Planck-Institut fiir Biophysik, Frankfurt a. M.
(Z. Naturforschg. 13 b, 784—788 [1958] ; eingegangen am 30. Juli 1958)

Einige radiationschemische Bildungsweisen von Aminosduren und verwandten Verbindungen
durch Vereinigung zweier einfacherer Molekiilarten werden ndher untersucht und das radiations-

chemische Gleichgewicht beschrieben.

Vor einigen Monaten konnten wir berichten, daf}
es moglich ist, nach Rontgen-Bestrahlung von Gas-
gemischen, welche sich aus einfachsten Molekiilarten
(NH,, H,0. CH,, H,. CO,. N,) zusammensetzen,
Aminosiuren und Amine von anderen Bestrahlungs-
produkten abzutrennen und nachzuweisen®. Nicht
nur, weil hierdurch geméll den Theorien von Opa-
riN? und Urey? die ionisierende Strahlung neben
der elektrischen Entladung® % und der ultraviolet-
ten Strahlung 77 zu einem wichtigen Faktor bei
einer moglichen Entstehung des Lebens auf der Erde
wird, sondern vor allem, weil uns allgemein eine
nihere und grundsétzliche Untersuchung der synthe-
tisierenden Eigenschaften der ionisierenden Strah-
lung von groffem Interesse erschien, haben wir uns
eingehender mit den prinzipiellen Méglichkeiten einer
radiationschemischen Bildung komplizierter Verbin-
dungen (namentlich Aminoséduren) aus einfacheren
Molekiilen beschaftigt. Da eine umfassende Zusam-
menstellung aller Bildungsweisen natiirlich praktisch
unmoglich ist, haben wir uns von vornherein nur auf
solche Reaktionen beschriankt, die fiir die Betrach-
tung der Radiations-Chemie der Aminosduren und
verwandten Verbindungen von allgemeiner Bedeu-
tung sind, d. h. nach den ersten erfolgreichen Ver-
suchen, durch Bestrahlung der genannten primitiven
Atmosphdre Amine und Aminosduren zu erhalten.
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standen bei unseren weiteren Untersuchungen die
Bestrahlung von iibersichtlicheren Zwei- und Drei-
komponenten-Systemen im Vordergrund.

Material und Arbeitsmethoden

Aminosduren, Amine und sdmtliche anderen Aus-
gangs- und Testsubstanzen nach Moglichkeit analysen-
rein (E. Merck, Darmstadt). Die Auftrennung der Amino-
verbindungen erfolgte durch Hochspannungs-Papier-
elektrophorese nach Micur 8, Weser *, WieLanxp u. Mit-
arb. 1% 11, Die Aminoverbindungen wurden nach ihrer
Auftrennung kolorimetrisch bestimmt 1% 13,

Die Brenztraubensdure wurde mit Milchsduredehydro-
genase und hydriertem Diphosphorpyridin-Nucleotid
(DPNH) in einem optischen Test nach Kusowrrz und
Orr 4 bestimmt. Ahnlich erfolgte auch die Bestimmung
des Acetaldehyds mit Alkoholdehydrogenase und DPNH
bei pu 6,5.

Die Bestrahlungen erfolgten grofltenteils mit der
Dermopananlage von Siemens, je nach Bedarf in ver-
schiedenen Abstdnden vom Be-Fenster und mit 100 u
oder 200 x# Aluminium zusétzlicher Filterung. Die Be-
strahlungsgefifle (entweder Glas oder Aluminium) ruh-
ten auf einem Kupferblock. Die Temperaturen der be-
strahlten Losungen lagen stets zwischen 20° und 25° C.
Die Daten der Apparatur unter Versuchsbedingungen:
45 kV, 25 mA, Dosisleistung ca. 10® r pro min (gemes-
sen in Luft) in 2 mm Abstand vom Be-Fenster. Ver-
gleichsweise wurde auch mit einer in unserem Institut ent-
wickelten Hochleistungsanlage (Rasewsky®, Heusk %)
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bestrahlt. Leistungen unter Versuchsbedingungen: 80 kV,
1000 mA, Dosisleistung ca. 2 - 10% r pro min (gemessen
in Luft) in 10 mm Abstand vom Al-Fenster (Filterung:
500 w« Al).

Ergebnisse

I. Die Bildung von Aminoverbindungen
aus Ammoniak und Kohlenwasserstoffen

a) Bildung von Methylamin aus Methan
und Ammoniak

Bei Bestrahlung eines Gasgemisches von Methan
und Ammoniak (Zimmertemperatur) mit einer Do-
sis von 50 - 10% r werden pro [ bestrahltes Gas etwa
1 uMol Methylamin gebildet. Unter den Aminover-
bindungen ist Methylamin das hauptsachlichste, je-
doch nicht das einzige Bestrahlungsprodukt, es kon-
nen auBerdem Athylamin und weitere hohere Homo-
loge beobachtet werden. Bruttogleichung der Reak-
tion:

CH, + NH, \\/\ — CH,NH, + H, . 1)
b) Bildung von Aminosiuren aus den Ammonsalzen
der homologen aliphatischen Carbonsiuren
1. Bildung von Glycin aus Ammonacetat

Erwartungsgemil} erhilt man durch Bestrahlung
konzentrierter wallriger Losungen von Ammonacetat
vor allem Glycin als Reaktionsprodukt. Als Brutto-
gleichung ist analog zu Gl. (1) zu setzen:

CH,COOH + NH; \/V/\— CH,NH,COOH + H,. (2)
Abb. 1 zeigt die gebildete Glycinmenge als Funktion
der Dosis bei Bestrahlung einer 70-proz. walirigen
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Abb. 1. Abhidngigkeit der Glycinbildung von der Dosis bei
Bestrahlung einer 70-proz. wifirigen Losung von Ammon-
acetat (20° C).
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Lésung von Ammonacetat bei 20° C. Charakteri-
stisch ist, daf} die Bildungsrate des Glycins mit wach-
sender Gesamtdosis stetig abfallt.

Verfolgt man die Bildungsrate des Glycins nach
obiger Reaktion in Abhéngigkeit von der Ammon-
acetat-Konzentration, jedoch bei konstanter Strah-
lendosis (1800 kr)., so erhalt man einen Kurven-
verlauf (Abb. 2), der in erster Ndherung durch die
Gl (3)

[Cly] =ky(1—e %) 3)
erfalit wird, wenn %, und £k, charakteristische Kon-

stanten und ¢ die veranderliche Konzentration der
Ammonacetate darstellen.
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Abb. 2. Abhingigkeit der Bildung von Glycin und S-Alanin

von den Konzentrationen der bestrahlten Ammonacetat-
Losung (1800 kr).

By

Im Gegensatz zu den Ergebnissen von HassEer-
sTroM, HENRY und Murr 17, nach denen bei Bestrah-
lung der 1- bzw. 2,5-proz. Lésung mit f-Strahlen
auller Glycin vor allem Asparaginsdure unter den
Bestrahlungsprodukten zu finden ist, fanden wir
merkwiirdigerweise vor allem p-Alanin. Die Bil-
dungsrate des f-Alanins in Abhingigkeit von den
Ammonacetat-Konzentrationen bei konstanter Strah-
lendosis (1800 kr) (s. auch Abb. 2) weist ein Maxi-

mum auf.
Die Verlingerung der Kohlenwasserstoftkette

Wir sind dem zunachst etwas merkwiirdigen Auf-
treten von f-Alanin nachgegangen und haben gefun-
den, dall um so mehr auftritt, je mehr Glycin von
vornherein in der Losung ist. Jedoch tritt kein

17 T.HasseLstrom, M. C. Hexry u. B. Murr, Science [Washing-
ton] 125, 350 [1957].
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f-Alanin auf. wenn man nur Glycin mit einem groflen
Uberschull von Essigsiure bestrahlt. Offenbar muf}
das Acetat ionisiert vorliegen. Dagegen wird erwar-
tungsgemdl} bei Bestrahlung von 20-proz. Ammon-
acetat-Losung in Gegenwart von 40 ug/ml f-Alanin
mit 1800 kr ein kleiner Teil des pf-Alanins in
y-Aminobuttersdure verwandelt. Unsere Ergebnisse
lassen den Schluf} zu, daf} wir es hier mit einer Reak-
tion zu tun haben, die zwar an die Arndt-Eistert-
sche Reaktion erinnert, jedoch nicht wie diese tber
lonen als Zwischenstufen ablaufen dirfte. Wahr-
scheinlich entsteht durch Bestrahlung des Acetats
zunichst ein dullerst reaktionsfahiges Methylenradi-
kal (Gl.4), das z.B. mit Glycin sofort f-Alanin
(Gl. 5a). mit f-Alanin dann y-Aminobuttersiure
(Gl. 5b) und mit Acetat wahrscheinlich Propionat
liefert (Gl. 5¢):

*
CH,C009 \\\\ — H—C—H + HCO,© (?), (4)
*
*
CH,NH,CO0H + H—C—H - NH,CH,CH,CO0H .
*
(5a)
*
NH,(CH,),CO0H + H—C—H - NH,(CH,),CO0H ,
*
(5b)

*
CH,COOH + H—C—H - CH,CH,COOH . (5c)
*

Die zuletzt genannte Reaktion konnte dann auch
die Erklarung dafiir liefern, daB bei steigender
Ammonacetat-Konzentration die Bildungsrate des
f-Alanins bei immer geringer ansteigender Glycin-

Bildung wieder abnimmt (Abb. 2).

2. Bildung von Aminosduren aus Ammonpropionat

Nach Bestrahlung einer etwa 70-proz. wallrigen
Losung von Ammonpropionat mit 1800 kr fanden
wir erwartungsgemal vor allem a-Alanin und f-Ala-
nin unter den Bestrahlungsprodukten, aber selt-
samerweise im Verhiltnis 1 : 10 (ca. 41072 ug/ml

a-Alanin und 4 107! ug/ml f-Alanin).

II. Die Bildung von Carbonsduren
aus Kohlendioxyd und Kohlen-

wasserstoff-Verbindungen

Alle Reaktionen lassen sich als Umkehrung der
bekannten radiationschemischen Decarboxylierung

(z. B. 1. ¢. 18) durch die Grund-Gleichung (Gl. 6)
R—H + CO, |\, — R—COOH (6)

beschreiben.

K.DOSE UND K.ETTRE

a) Aminosauren aus Aminen

1. Glycin aus Methylammoniumbicarbonat

Eine 3-proz. wilirige Methylamin-Losung wurde
mit CO, anndhernd gesittigt (py 6,8) und dann mit
einer Gesamtdosis von 24000 kr bestrahlt; erwar-
tungsgemdll war Glycin das hauptsichliche Bestrah-
lungsprodukt (ca. 50 wg/ml).

2. a- und p-Alanin aus Athylammoniumbicarbonat

Bestrahlt man eine 3-proz. mit Kohlendioxyd ge-
sittigte Losung von Athylamin (pn 6,8) mit einer
Gesamtdosis von 1800 kr, so erhilt man zu etwa
30% a-Alanin und zu etwa 70% f-Alanin (insgesamt
etwa 2,5 ug/ml). Mit zunehmender Dosis wird je-
doch relativ mehr a-Alanin gebildet.

3. Lysin aus Cadaverinbicarbonat

Eine 0.3-n. Losung von Cadaverinbicarbonat lie-
ferte nach Bestrahlung mit 15000 kr neben vielen
anderen Aminoverbindungen 15 ug/ml Lysin.

b) Diaminosduren aus Monoaminosauren

Asparaginsdure aus Alaninbicarbonat

Bestrahlt man eine 1-molare, mit Kohlendioxyd
gesittigte wilrige Alaninlosung mit 25000 kr. so
kann man neben vielen anderen Komponenten, wel-
che von anderen auf- und abbauenden Prozessen
herrithren, auch die erwartete Asparaginsdure be-
stimmen. Wegen der vielen anderen ,,Nebenreaktio-
nen“ ist dieses Ergebnis jedoch weniger eindrucks-
voll.

¢) Ketosiuren aus Aldehyden und Kohlendioxyd
Brenztraubensiure aus Acetaldehyd und NaHCO,

Wir haben die Bildung der Brenztraubensidure
(BTS) bei Bestrahlung einer je 0.5-m. Losung von
Acetaldehyd und Natriumbicarbonat in einem weite-
ren Dosisbereich niiher untersucht. Die Ergebnisse
sind in Abb. 3 zusammengefalit. Bei noch gréfleren
Dosen als 20 000 kr wird der Anstieg immer gerin-
ger, um offenbar schliefllich einen Sittigungswert
zu erreichen (s. unter ,radiationschemisches Gleich-
gewicht“). Der verzogerte Anstieg bei kleineren
Dosen (bis 5000 kr) ist ein ,,Schmutzeffekt“. An-
wesende Fremdstoffe. wie Sauerstoff und Croton-
aldehyd. konnen die Ausbeute an BTS betrichtlich

reduzieren.
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Abb. 3. Bildung von Brenztraubensdure (BTS) bei Bestrah-
lung einer je 0,5-m. Losung von Acetaldehyd und Natrium-
bicarbonat.

ITII. Entstehung neuer Carboxylgruppen
durch den oxydativen Abbau der alipha-
tischen Kohlenwasserstoffkette

War es bei den bisher abgehandelten reinen Syn-
thesevorgangen durch eine Vergroflerung der Kon-

zentrationen der beiden Ausgangsprodukte moglich,

H O H 0}
| o 7

Ri—C—C_ VWW— Rl—C—C* + *OH,
NH, OH NH,
H (0) H H

| 7

R1~(|7‘-C*+ R,—C—COOH =+ Rg—~0—

NH, NH, NH,

haben gegeniiber der ungeheuer groflen Zahl von
anderen theoretisch moglichen und zu einem groflen
Teil auch tatsdchlich ablaufenden Reaktionen nur
eine sehr geringe Wahrscheinlichkeit fiir sich. Hinzu
kommt, dafl das eventuell gebildete Peptid durch
gleichzeitig ablaufende abbauende Prozesse, von
denen hier nur eine bereits an anderer Stelle!8
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mit um so groflerer Wahrscheinlichkeit diese beiden
Stoffe zu vereinigen, so sind beispielsweise beim
oxydativen Abbau umgekehrt eine moglichst grofle
Verdiinnung und die Anwesenheit von Sauerstoff
notwendig. um einen Reaktionsablauf nach den bei-
den Grundgleichungen (7a) und (7b) wahrschein-

licher zu machen:

R—CH, + 3,0, /-~ R—COOH + H,0, (7a)
(R,—COOH

Ry—CH,—CH,—R, + 5/, 0, WV |R,—COOH

1 H,0.
(7b)

Als Beispiele seien hier nur genannt:

1. die Bildung von Asparaginsdure bei der Bestrah-
lung von f-Aminobuttersiure (Gl. 7a) und

2. die Bildung von Glycin, $-Alanin, y-Aminobutter-
sidure und einigen anderen Monoamino-carbon-
sduren bei Bestrahlung von Cadaverin.

IV. Die Peptidkette

Die an sich theoretisch denkbaren Wege der ra-
diationschemischen Bildung einer Peptidbindung bei
Bestrahlung eines Aminosdure-Gemisches, von denen
beispielsweise einer der einfachsten im Sinne der
Gleichungen (8a) und (8b) formuliert werden

konnte:
(8a)
(0] COOH
Ii pd
C—NH—CH + H*. (8b)
Y
R

eingehend beschriebene Abbaureaktion genannt sei
(Gln. 9a und 9b), rasch wieder zerstort wird. Diese
Abbaureaktion lauft hier bei der Bestrahlung von
Peptidlosungen auflerdem im allgemeinen mit gro-
Berer Wahrscheinlichkeit ab, als bei Bestrahlung der

kristallisierten Peptide und Proteine:

H O COOH H O COOH
I A | Il
RI—C]I—C~NH—CH /W= R;—C—C—N=C + H,, (9 a)
NH, R. NH, R.
H O COOH H 0
| I | //
Ri—C—C—N=C +2H,0 Rl—(I]—COOH—{-NHs—!— R.—C (9b)
NH, R, NH, COOH

18 B, Rasewsky u. K. Dose, Z. Naturforschg. 12b, 384 [1957].
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So erklért es sich. dal wir bisher noch keine siche-
ren Ergebnisse tiber die Bildung einer echten Peptid-
bindung erhalten haben.

V. Das radiationschemische Gleich-
gewicht

In vielen Fallen erreicht die Bildungsrate eines
Stoffes C. der aus den Stoffen A und B gebildet
wird, schon nach einer fir diese Verhiltnisse relativ
kleinen Dosis von wenigen zehn Millionen r einen
Sattigungswert, obwohl in der Regel die Konzentra-
tionen der Ausgangsprodukte noch praktisch unver-
andert sind. Daraus folgt, daf} von einer bestimmten
Dosis ab, wahrscheinlich dhnlich wie beim radio-
aktiven Gleichgewicht Bildungs- und Zerfallsrate des
Stoffes C sich die Waage halten. In erster Niherung
lassen sich diese Verhiltnisse gut durch die Gl. (9)
darstellen:

>

[C] =

\

L (1 e kD) (9)

2

o>~

A. GIERER

ky und k,: charakteristische Konstanten. D: Strah-
lendosis.

Differenziert man diese Gleichung, erhilt man
nach einfacher Umformung folgende Differential-
gleichung (Gl. 10) :

d[cl

dD
bei der k, offensichtlich gleich k,'[A][B] gesetzt
werden kann. da dieser Ausdruck in dem angenom-
menen relativ kleinen Dosis-Bereich bei hinreichend
groflen Ausgangs-Konzentrationen von A und B als
konstant angesehen werden darf. Fiir grolere Werte
von D folgt ferner (GIl. 11):

afcy |
dD g

=k —ks[C] (10)

(11 a)

und B k=[]

ks

(11b)

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft
danken wir fiir die Gewidhrung einer Sachbeihilfe und
Herrn Dr. WiLueLm, Universititskinderklinik, Frankfurt
a. M., fiir viele anregende Diskussionen.

Vergleichende Untersuchungen an hochmolekularer Ribosenucleinsiure

Von ALrreD GIERER

Aus dem Max-Planck-Institut fiir Virusforschung, Tiibingen
(Z. Naturforschg. 13 b, 788—792 [1958] ; eingegangen am 16. August 1958)

High molecular ribonucleic acid isolated with phenol from the microsomes of animal tissues and
from unfractionated plant tissues show two main components in the sedimentation diagram. Their
molecular weight is calculated on the basis of sedimentation and viscosity measurements to be around
1.8-10% and 0.6- 108, respectively. The kinetics of degradation by ribonuclease suggests that the RNA
molecule is made up by a single strand of nucleotides. Its structural features are similar to those
of the viral RNA from tobacco mosaic virus. The molecular weight of the larger component corres-
ponds approximately to the RNA content of cytoplasmatic ribonucleoprotein particles, as well as to
that of small viruses. This suggests a functional relation of that component of cellular RNA to the

viral RNA.

Die Extraktion des Proteins mit Phenol fiithrt bei
einigen pflanzen- und tierpathogenen Viren zur Iso-
lation der biologisch aktiven Ribosenucleinsiure!-2:3,
Die gesamte Nucleinsdure eines Viruspartikels wird
als Einzelmolekiil isoliert und stellt die biologisch
aktive Einheit dar® % Der Nucleinsiure-Gehalt
einer Reihe von einfachen Viren entspricht einem
Mol.-Gew. von etwa 2-10% oder 6000 Nucleo-

! A.Gierer  u. G. Scuramm, Nature [London] 177, 702
[1956] : Z. Naturforschg. 11b, 138 [1956].

2 J.S. Corter. H. H. Birp u. R. A. Browx, Nature [London]
179. 859 [1957].

3 E.Wecker u. W.Scuirer, Z. Naturforschg.12b.415[1957].

4 A. Gierer, Z. Naturforschg. 13 b. 477 [1958].

tiden”8; sie bilden. wie das Beispiel des Tabak-
mosaikvirus nahelegt®. wahrscheinlich einen einzel-
nen Strang. Es ist von Interesse, die Grundstruktur
und GroBle gewohnlicher cellulirer RNS zu unter-
suchen, die nach dem gleichen Verfahren wie aktive
Virusnucleinsdure isoliert wird. Eine Anwendung
des Verfahrens! auf tierische Zellen wurde zuerst
von Correr und BrownS®, auf pflanzliche Zellen von

> A. Gierer, Z. Naturforschg. 13 b, 485 [1958].

6 E. Wecker. Z. Naturforschg.. im Druck.

7 Vgl. W. Friscu-Niccemeyer, Nature [London] 178, 307
[1956].

% J.S.Correr u. R.A.Browx, Science [Washington] 124,
1077 [1956].



