
die immunologische Teilspezifität oder Identität mit 
dem Makroglobulin der M.W. verantwortlich ist, ist 
bislang nicht aufgeklärt. Man muß vermuten, daß es 
sich um ein Makroglobulin des menschlichen Nor-
malserums handelt. Das hochmolekulare a2-Glyko-
protein S ^ w = 19 — 20 40 ließ in von uns durchge-
führten Untersuchungen keinen Anhaltspunkt für 
eine Teilspezifität mit Makroglobulinen der M.W. 
erkennen. Ein in neuerer Zeit von K U N K E L 4 1 aus 
Normalserum isoliertes hochmolekulares / rGlobu-
lin ist unter diesem Aspekt noch nicht untersucht 
worden. 

4 0 H . E . SCHULTZE, I . G Ö L L N E R , K . H E I D E , M . SCHÖNENBERGER U . 
G . S C H W I C K , Z . N a t u r f o r s c h g . 1 0 b , 4 6 3 [ 1 9 5 5 ] . 

4 1 H . J . M Ü L L E R - E B E R H A R D , H . G . K U N K E L U. E . L . F R A N K L I N , 
P r o c . S o c . e x p . B i o l . M e d . 9 3 , 1 4 6 [ 1 9 5 6 ] u . p e r s ö n l . M i t -
t e i l u n g . 

A n m . b . d . K o r r . : F o l g e n d e in d e r Z w i s c h e n z e i t ver-
ö f f ent l i chte U n t e r s u c h u n g e n ü b e r M a k r o g l o b u l i n ä m i e 
W a l d e n s t r o m k o n n t e n be i d e r D i s k u s s i o n unserer E r g e b -
nisse nicht m e h r berücks icht igt w e r d e n : 

Die Anwendung der Immuno-Elektrophorese bei 
pathologischen Serumveränderungen zeigte bislang 
signifikante Unterschiede gegenüber dem Normal-
serum beim Plasmocytom. G R A B A R , F A U V E R T , B U R -

T I N und H A R T M A N N 2 6 - 2 7 beschrieben Abweichungen 
im Bereich der ß2- und schneller wandernder /-Glo-
buline. Die von uns erhobenen besonderen immuno-
elektrophoretischen Befunde bei der M.W. liegen in 
erster Linie im Bereich der gleichen elektrophoreti-
schen Beweglichkeit, gewisse Ähnlichkeiten sind un-
verkennbar, eine eindeutige Unterscheidung ermög-
licht die Verwendung spezifischer Antiseren. 

4 2 P . B U R T I N , L . H A R T M A N N , J . H E R E M A N S , J . J . SCHEIDEGGER, 
F . W E S T E N D O R P - B O E R M A , R . W I E M E , C H . W U N D E R L Y , R . F A U -
VERT u. P . GRABAR, R e v . f r a n c . E tudes C h i m . B i o l . I I , 161 
[ 1 9 5 7 ] , 

4 3 F . W E S T E N D O R P - B O E R M A u . E . M A N D E M A , J . L a b . c l i n . M e d . 
4 9 , 3 5 8 [ 1 9 5 7 ] . 

4 4 A . H . S E H O N , L . G Y E N E S , J . G O R D O N , M . R I C H T E R u . B . R O S E , 
J. c l in . Invest . 3 6 , 4 5 6 [ 1 9 5 7 ] . 

Uber die direkte Wirkung von Röntgenstrahlen 
auf Proteine, Peptide und Aminosäuren 

II . Untersuchung an Peptiden und Aminosäuren 

V o n B O R I S R A J E W S K Y u n d K L A U S D O S E 

A u s d e m M a x - P l a n c k - I n s t i t u t f ü r B i o p h y s i k , F r a n k f u r t a. M . 
(Z. Naturforschg. 12 b, 384—393 [1957] ; eingegangen am 3. Januar 1957) 

D i e P r i m ä r w i r k u n g v o n R ö n t g e n s t r a h l e n e i n e r D o s i s v o n e twa 0 ,5 b is 1 5 0 M i l l i o n e n r auf d i e 
kr istal l is ierte T r o c k e n s u b s t a n z v o n A m i n o s ä u r e n u n d P e p t i d e n w u r d e mit H i l f e chemischer , b i o -
chemischer u n d phys ika l i s ch - chemischer A r b e i t s m e t h o d e n untersucht . Es w u r d e g e f u n d e n , d a ß in 
a l len pr inz ip ie l l m ö g l i c h e n F ä l l e n f o l g e n d e R e a k t i o n e n stets w i e d e r k e h r e n : A m i n b i l d u n g i n f o l g e 
D e c a r b o x y l i e r u n g ; B i l d u n g e i n e r a - I m i n o - b z w . a - K e t o c a r b o n s ä u r e i n f o l g e e iner D e h y d r i e r u n g in 
a - , ^ - S t e l l u n g ; B i l d u n g v o n ß,y- b z w . / - ^ - u n g e s ä t t i g t e n a - A m i n o c a r b o n s ä u r e n o d e r deren y- b zw . <5-
L a c t o n e n ; Bruch u n d V e r n e t z u n g d e r a l iphat i s chen K o h l e n s t o f f k e t t e n . B e i P e p t i d e n treten d ie glei -
chen R e a k t i o n e n w i e be i den A m i n o s ä u r e n au f , j e d o c h in e i n e m a n d e r e n Verhä l tn i s ; h inzu k o m m t d ie 
s t rahlenchemische D e h y d r i e r u n g e i n e r P e p t i d b i n d u n g an d e r A m i n o g r u p p e zu e i n e r energ iere i chen 
I m i n o a c y l - B i n d u n g , w e l c h e be i G e g e n w a r t v o n W a s s e r s o f o r t h y d r o l y s i e r t w i r d . E n d p r o d u k t nament -
l ich be i l ängerke t t i gen P e p t i d e n : Z w e i Bruchs tücke ( d a n e b e n N H 3 ) ; das e ine m i t alter amino -end -
s t ä n d i g e r u n d n e u e r c a r b o x y l - e n d s t ä n d i g e r A m i n o s ä u r e u n d das a n d e r e mit d e r alten c a r b o x y - e n d -
s t ä n d i g e n A m i n o s ä u r e , statt A m i n o g r u p p e a m a n d e r e n E n d e jetzt K e t o g r u p p e . — In fast al len Fä l len 
w u r d e n die I o n e n a u s b e u t e n auch quant i tat iv b e s t i m m t . D i e I o n e n a u s b e u t e n f ü r d i e B i l d u n g von 
a - K e t o s ä u r e n aus a - A m i n o s ä u r e n f a l l e n e x p o n e n t i e l l mit d e r e inges t rah l ten Dos i s . E i n e relativ ein-
fache F u n k t i o n erklärt d iese V e r h ä l t n i s s e . D i e I o n e n a u s b e u t e f ü r d ie B i l d u n g v o n Brenztrauben-
säure aus Ser in ist d a g e g e n u n a b h ä n g i g v o n d e r D o s i s . 

Vor einigen Jahren gelang es uns, einige Fort-
schritte in der Frage der Deutung der Grundvor-
gänge bei der „biologischen Strahlenwirkung" zu 
erzielen. Dabei hat sich die Bedeutung der „indirek-
ten Treffer" ( R A J E W S K Y ) immer wieder gezeigt. Diese 

Feststellungen führten uns erneut zu den Fragen der 
Beeinflussung der biologischen Grundsubstanzen, vor 
allem Proteine, aber auch Fermente. Diese Unter-
suchungen wurden im vollen Umfang dadurch er-
möglicht, daß durch die Konstruktion von Röntgen-



bestrahlungs-Anlagen sehr hoher Leistung 1 wir die 
Möglichkeit bekommen haben, sehr große Dosen 
von Röntgenstrahlen in kurzer Zeit zu verabreichen. 

Uber die Veränderungen, die Lysozym und an-
dere Proteine bei Bestrahlung ihrer kristallisier-
ten Trockensubstanz mit Röntgenstrahlen erfahren, 
wurde vor einiger Zeit berichtet 2. Im Rahmen eines 
größeren Arbeitsprogrammes wurden diese Unter-
suchungen nun auch auf Aminosäuren und Peptide 
ausgedehnt. Die Untersuchung der Strahlenbiologie 
und Strahlenchemie der Eiweißkörper wird bekannt-
lich außerordentlich erschwert durch die Konkurrenz 
von „direkter" und „indirekter" Strahlenwirkung 
bei der Bestrahlung ihrer wäßrigen Lösungen und 
durch den zusätzlichen Einfluß der strahlenbiologi-
schen Sekundärreaktion bei der Betrachtung biolo-
gischer Systeme3' 4 , wobei die recht starke Abhän-
gigkeit verschiedener strahlenchemischer Sekundär-
reaktionen (indirekte Treffer) vom Sauerstoffgehalt 
des Mediums eine Aufklärung des Wirkungsmecha-
nismus von Röntgenstrahlung auf biologische Sy-
steme noch mehr erschweren. So wertvoll auch die 
Beiträge verschiedener Autoren über die Wirkung 
von Röntgenstrahlen z. B. auf wäßrige Lösungen von 
Aminosäuren 5' 6' 7 ' 8 waren, ist es bisher — abgese-
hen von einigen unübersehbaren Fällen — weder 
gelungen, eine allgemeine Entscheidung zwischen 
primärer (direkter Treffer) und sekundärer (in-
direkter Treffer) strahlenchemischer Reaktion zu ge-
ben, noch eine allgemeine Strahlenchemie der Amino-
säuren und Peptide aufzurichten. In dieser Arbeit 
wird der Versuch unternommen, eine Übersicht zu 
geben über diejenigen strahlenchemischen Verände-
rungen, welche die natürlichen Aminosäuren und 
einige niedermolekulare Peptide durch Bestrahlung 
ihrer kristallisierten Trockensubstanzen erfahren. 

Material und Arbeitsmethoden 

Sämtliche normalerweise in Proteinen vorkommen-
den Aminosäuren (Merck, Darmstadt) 

1 B. RAJEWSKY, Jahrbuch der Max-Planck-Gesel lschaft , 1 9 5 2 ; 
0 . HEUSE, Z . angew. Physik 5, 361 [ 1 9 5 3 ] . 

2 A . CAPUTO U. K . D O S E , Z . N a t u r f o r s c h g . 1 2 b , 1 7 2 [ 1 9 5 7 ] . 
3 W . M . DALE, Biochem. J. 46 , 80 [ 1 9 4 2 ] , 
4 B. RAJEWSKY, Zehn Jahre Forschung physikal . m e d . Grenz-

gebiet , Leipz ig 1931. 
5 N . E . SHARPLESS, A . E . B L A I R U. C . R . M A X W E L L , R a d . R e s . 

2, 135 [ 1 9 5 0 ] , 
6 C . R . M A X W E L L , D . C . PETERSON U. W . C . W H I T E , R a d . R e s . 

2, 431 [ 1 9 5 5 ] , 

Peptide und A^-Acyl-a-Aminosäuren: 
Glutathion red. (Boehringer u. Söhne) 
Glycyl-Val-Alanin ] Geschenk von Herrn 
Triglycin Prof. W I E L A N D , Inst. 
Phalloidin aus Amanita phalloides > f. Org. Chem., Ffm. 
7-Glutamylalanin 
A-Benzoylalanin 

Hochspannungs-Papierelektrophorese nach W I E L A N D 

und Mitarbb.9, M I C H L 10 und W E B E R 

Hydrolyse der Peptide mit 5-n. HCl in 18 Stdn. bei 
100" C. Entfernung der Salzsäure anschließend über 
KOH und konz. H2S04 im Vakuum. 

Zum Nachweis von A^-acyl-a-Aminocarboxyl-Gruppen 
in Bestrahlungsprodukten des Phalloidins wurden diese 
mit Carboxypeptidase (Bios, New York) abgebaut. 

Ansatz: Zu 0,5 mg des Peptids in 0,5 ml Phosphat-
puffer (0,1-m.; pn 7,6) wurden 10 y des Enzyms in 
0,1 ml desselben Puffers zugefügt. Die enzymatische 
Reaktion wurde in 2 — 18 Stdn. bei 30 Grad durchge-
führt. 

Die als Bestrahlungsprodukt einiger Aminosäuren 
auftretende Brenztraubensäure wie auch die aus Glycin 
entstehende Glyoxylsäure wurde mit Milchsäuredehydro-
genase und hydriertem Diphosphorpyridin-nucleotid 
(DPNH) in einem optischen Test nach K U B O W I T Z und 
OTT 12 bestimmt. Andere durch Bestrahlung von Amino-
säuren entstehende a-Ketocarbonsäuren wurden nach 
einem Verfahren von F R I E D E M A N N und H A U G E N 13 quan-
titativ bestimmt. Für die Identifizierung der einzelnen 
Verbindungen auf den Elektropherogrammen wurden 
folgende Reagenzien benutzt: 

1°/o Ninhydrin in n-Butanol, 

1%2.4-Dinitro-phenvlhydrazin 
in 2-n. HCl, 
1% Zimtaldehyd in Methanol, 
nach dem Besprühen einhän-
gen in gesättigte HCl-Atmo-
sphäre, 

Sulfhydrylverbindungen Wäßrige Lösung von Natrium-
nitrosopentacyanoferrat (III). 
Dann einhängen in gesättigte 
NHg-Atmosphäre, 

Phenole P a u 1 y s Diazoreagenz. 

Die Bestrahlungen erfolgten in der Dermopan-Anlage 
von Siemens. Die Proben wurden in kleinen Al-Schäl-
chen bis fast unmittelbar an das Be-Fenster herange-
führt. Die Schälchen selbst ruhten auf einem Cu-Block, 

7 E . S . G . B A R R O N , J . AMBROSE U. P . JOHNSON, R a d . R e s . 2 , 
145 [ 1 9 5 5 ] . 

8 W . M . DALE, J. Chim. physique 48, 245 [ 1 9 5 1 ] . 
9 TH. WIELAND U. Mitarbb. . A n g e w . Chem. 67, 257 [ 1 9 5 5 ] , 

10 H . MICHL. Chemie 82. 489 [ 1 9 5 1 ] ; 83, 737 [ 1 9 5 2 ] . 
11 R . WEBER, Helv. chim. Ac ta 34, 2031 [ 1 9 5 1 ] . 
12 F . KUBOWITZ U. B. OTT, Biochem. Z . 314 , 94 [ 1 9 4 3 ] . 
1 3 T . E . FRIEDEMANN U. G . E . H A U G E N , J . b i o l . C h e m i s t r y 1 4 4 . 

67 [ 1 9 4 2 ] . 

Aminocarbonsäuren | 
Amine 

Ketoverbindungen 

Indolkörper 



wodurch stets eine gleichbleibende Temperatur von 20 
bis 25 Grad in den Schälchen gewährleistet war. Daten 
der Apparatur unter Versuchsbedingungen: 45 kV; 
25 mA; Dosisleistung ca. 106 r pro min in 2 mm Ab-
stand vom Be-Fenster. 

Ergebnisse 

/. Decarboxylierung 

Untersuchungen über die Decarboxylierung von 
a-Aminocarbonsäuren und deren am Stickstoff acy-
lierten Derivate durch eine direkte Wirkung von 
Röntgenstrahlen lagen bisher noch nicht vor, jedoch 
geht aus einer kleinen Zahl anderer Arbeiten her-
vor, daß eine solche Decarboxylierung bei Bestrah-
lung wäßriger Lösungen verschiedener Aminosäuren 
beobachtet werden kann. So fanden z. B. M A X W E L L , 

P E T E R S O N und W H I T E 6 unter den Reaktionsproduk-
ten von in wäßriger Lösung bestrahltem Glycin 
Methylamin + C 0 2 und S H A R P L E S S , B L A I R und M A X -

W E L L 3 analog für den Fall des Alanins Äthylamin 
+ C02 • Jedoch ist auf Grund dieser Untersuchungen 
eine Unterscheidung zwischen direkter und indirek-
ter Strahlenwirkung nicht möglich. Die Decarboxy-
lierbarkeit aliphatischer Karbonsäuren durch Licht-
quanten mit Wellenlängen um 2000 A wurde be-
reits vor mehr als 2 Jahrzehnten z. B . von F A R K A S 

und W A N S B R O U G H 14 näher untersucht. 
Als Hauptprodukte der Spaltung werden hierbei 

das entsprechende Alkan und C02 im wesentlichen 
im Verhältnis 1 : 1 erhalten. Nur zu einem sehr 
kleinen Teil können auch Dialkyl-Verbindungen be-
obachtet werden, als Folge einer gegenseitigen Ab-
sättigung der Alkylradikale. Als Ergebnis der mit 
einer Dosis von 80 Mill, r (45 kV — Röntgenstrah-
len) in einer Schicht von 30 mg/cm2 bestrahlten 
natürlichen Aminocarbonsäuren zeigte sich, daß 
diese hierbei vielleicht analog zu der photochemi-
schen Spaltung der aliphatischen Carbonsäuren mit 
einer Ionenausbeute von etwa 0,5 (gebildete Amin-
moleküle/Ionenpaar) * unter Abspaltung von C02 

in die entsprechenden Amine übergehen. 
Eine allgemeine Voraussage über die Ionenaus-

beuten bei der Decarboxylierung der Aminocarbon-
säuren durch Röntgenstrahlen ist jedoch bisher nicht 
möglich. Mit relativ großen Ausbeuten (um 0,8 M/N) 
werden z. B. Lysin, Histidin, Leucin. /-Leucin und 

1 4 L . F A R K A S u . O . H . W A N S B R O U G H - J O N E S , Z . p h y s i k . C h e m . 

Abt . B 18. 124 [ 1 9 3 2 ] . 
* Zahl der gebi ldeten Molekü le pro Ionenpaar = MjN. 

Phenylalanin decarboxyliert, relativ schwer dagegen 
merkwürdigerweise z. B. Tyrosin, Tryptophan, Ar-
ginin, Serin, Methionin, Threonin, Glycin (Ausbeu-
ten zwischen 0,2 und 0,5 Mol. Amin/Ionenpaar). 
Für Asparaginsäure und Glutaminsäure ist die De-
carboxylierungs-Rate relativ groß, jedoch werden 
bei diesen Dicarbonsäuren beide Carboxylgruppen 
mit etwa gleicher Wahrscheinlichkeit abgespalten, 
so daß im einzelnen die Ionenausbeuten für die 
daraus entstehenden neutralen Aminosäuren (Ala-
nin -f- /?-Alanin bzw. a- + y-Aminobuttersäure) etwa 
gleich hoch sind. Bezogen auf die einzelnen Decarb-
oxylierungs-Produkte liegt daher die Ionenausbeute 
auf derselben mittleren Höhe wie für die Äthylamin-
bildung aus Alanin oder die z-Butylaminbildung aus 
Valin (ca. 0,5 Mol./Ionenpaar). Die Abtrennung 
der Amine erfolgte im allgemeinen in einem Puffer 
vom pn 6 (10% Pyridin, 1% Eisessig in Wasser) 
durch Hochspannungs-Papierelektrophorese bei einem 
Feld von 40 V/cm in 30 Minuten. Die Amino-Verbin-
dungen wurden mit Ninhydrinreagenz sichtbar ge-
macht und ihre Anteile durch direkte Bestimmung der 
Licht-Absorption der einzelnen Fraktionen auf dem 
Elektropherogramm in einem Photometer (Eppen-
dorf) bestimmt. Die Identifizierung der Decarboxy-
lierungs-Produkte erfolgte mit Hilfe chromatographi-
scher und elektrophoretischer Untersuchungsmetho-
den durch Vergleich mit präparativ synthetisierten 
A m i n e n D a s nach Bestrahlung von Cystein zu 
erwartende Cysteamin ging nach dem Auflösen in 
Wasser infolge Hydrolyse teilweise in Colamin und 
Schwefelwasserstoff über. 

Tab. 1 zeigt eine Zusammenstellung der durch Be-
strahlung der natürlichen a-Aminocarbonsäuren er-
haltenen Amine. In Abb. 1 werden die Unterschiede 
der strahlenchemischen Decarboxylierbarkeit zwi-
schen Glycin und Lysin demonstriert. Bezüglich des 
Nutzeffektes dieser radiochemischen Decarboxylie-
rungs-Reaktionen muß hervorgehoben werden, daß 
die Bildung von Aminen aus a-Aminocarbonsäuren 
einen exothermen Vorgang darstellt, bei dem durch 
die Strahlenenergie lediglich die Aktivierungswärmen 
aufzubringen sind. Einige Daten hierüber liegen 
lediglich vor über Decarboxylierungs-Reaktionen 
nach dem Ionenmechanismus, nicht jedoch nach dem 
Radikalmechanismus. 

15 K.DOSE, Nature [ L o n d o n ] 179 . 734 [ 1 9 5 7 ] ; Chem. Ber. 
1957. im Druck. 



Methylamin 

Cadaver in 

A m i n o s ä u r e n D e c a r b o x y l i e r u n g s - P r o d u k t e 

G l y c i n 
A l a n i n 
V a l i n 
L e u c i n 
i -Leuc in 
Ser in 
T h r e o n i n 
Cyste in 
Cyst in 
M e t h i o n i n 
P r o l i n 
T r y p t o p h a n 
P h e n y l a l a n i n 
T y r o s i n 
His t id in 
Lys in 
A s p a r a g i n s ä u r e 
G l u t a m i n s ä u r e 

M e t h y l a m i n 
Ä t h y l a m i n 
t ' -Butylamin 
£ -Amylamin 
2 - M e t h y l b u t y l a m i n 
C o l a m i n 
M e t h y l c o l a m i n 
C y s t e a m i n + C o l a m i n 
o x y d . C y s t e a m i n 
S - M e t h y l h o m o c y s t e a m i n 
P y r r o l i d i n 
T r y p t a m i n 
/ ? - P h e n y l ä t h y l a m i n 
T y r a m i n 
H i s t a m i n 
C a d a v e r i n 
A l a n i n + / ? - A l a n i n 
a- + / ? - A m i n o b u t t e r s ä u r e 

A b b . 1. H o c h s p a n n u n g s - P h e r o g r a p h i e d e r B e s t r a h l u n g s p r o -
d u k t e v o n G l y c i n ( a ) , p h 1 ,9 ( 15% Eisess ig , 5% A m e i s e n -
säure) u n d L y s i n ( b + c ) , p n 6 . 0 (10% P y r i d i n , 1% E i s e s s i g ) ; 
4 0 V / c m ; 3 0 M i n . S t r a h l e n d o s i s f ü r l a + l b : 8 0 M i l l , r ; für 

l c : 1 6 0 M i l l . r. 

II. Dehydrierungen 

Gesättigte aliphatische Kohlenwasserstoff-Verbin-
dungen sind gegenüber Quarz-UV-Licht unempfind-
lich, da sie in diesem Bereich nicht absorbieren 16. 
Zum Bruch einer C —H-Bindung ist die Absorption 
einer Energie von etwa 90 kcal/Mol. bzw. 3,8 eV/Mol. 
notwendig. Durch die von Röntgenstrahlen ausgelö-
sten Sekundärelektronen kann diese Energie natür-
lich ohne weiteres aufgebracht werden. Die durch 
eine Aufsprengung einer C — H-Bindung erhaltenen 
Radikale (Alkylradikal und H-Atom) suchen sich 

T a b . 1. D i e D e c a r b o x y l i e r u n g s - P r o d u k t e d e r natür l i chen 
a - A m i n o c a r b o n s ä u r e n . R ö n t g e n s t r a h l e n : 8 0 X 1 0 ® r. I onen -

a u s b e u t e n 0 , 2 — 0 , 8 M o l . / I o n e n p a a r . 

zu stabilisieren. Diese Stabilisierung kann z. B. er-
folgen: durch Rekombination, durch Absättigung 
zweier C-Radikale untereinander (Ausbildung einer 
neuen C — C-Bindung) oder auch durch eine Sekun-
därreaktion, welche dadurch eingeleitet wird, daß 
das H-Atom mit einem zum radikalistischen C-Atom 
a-ständigen Wasserstoffatom molekularen Wasser-
stoff bildet1 ' und das hierbei auftretende Diradikal 
sich durch Aufrichtung einer rr-Elektronenbindung 
stabilisiert: 

RI—CHO—CH2—R> C H - C H 2 + H* - R I - H C = C H - R , + H* 
I I ( 1 ) 

Ri R> 

Anstatt einer C — H-Bindung ist auch die Beteiligung einer N — H-Bindung an dieser Reaktion grundsätzlich 
möglich. 

ci) Bildung von a-Ketosäuren aus a-Aminosäuren 

Unter den Bestrahlungsprodukten sämtlicher a-Aminocarbonsäuren lassen sich stets relativ beträchtliche 
Mengen an a-Ketocarbonsäuren nachweisen. Für das Auftreten dieser Verbindungen kann im Prinzip ein 
Reaktionsmechanismus angenommen werden, der der folgenden Formulierung entspricht: 

H 

Könteenstr * R - C H O - C - C O O H * R—CH2—C —COOH + H * (2) 

N H O N H , 

1 6 D . BERTHELOT U. H . G A U D E C H O N , C . V . 1 5 6 . 1 2 4 3 [ 1 9 1 3 ] . 1 7 K . F . BONHOEFFER u . Z . H A R T E C K , Z . p h y s i k . C h e m . . H a b e r -
B a n d . 6 4 [ 1 9 2 8 ] . 



H H 
I * I 

R - C - C - C O O H + H * R - C = C - C O O H + H-. 
I I I (2a) 

H N NH2 
t 

H H 1 

H H 
I * I I 

R - C - C - C O O H + H * R - C - C - C O O H + H , 
I I I II (2b) 

H X H NH 

H H II 

Die Reaktionsprodukte I und II sind miteinander 
tautomer. Andererseits kann aber auch die Dehydrie-
rung durch Abspaltung eines H-Atoms vom Stick-
stoff oder dem /^-ständigen C-Atom eingeleitet wer-
den. Auch dann ist unter Einhaltung des angegebe-
nen Reaktionsprinzips eine der tautomeren Formen 
von I oder II das primäre Endprodukt. Eine weitere 
Möglichkeit ist die direkte, praktisch gleichzeitige 
Abspaltung zweier Wasserstoffatome aus dem ange-
regten Molekül. 

Bei der Auflösung der Reaktionsprodukte I und II 
in Wasser gehen diese unter hydrolytischer Abspal-
tung von NH3 in die homologe a-Ketocarbonsäure 
über (Gl. 3 ) . ' 

H 

R—C = C —COOH —® R - C H S - C - C O O H + X H , 
I II 

NH» O 
t ( 3 ) 

H V ' 
I 1 

R - C - C - C O O H 
I II 

H NH 

Es konnte gefunden werden, daß die Bildung von 
NH3 und a-Ketocarbonsäure etwa im Verhältnis 1:1 
erfolgt. 

Die Identifizierung einzelner a-Ketocarbonsäuren 
erfolgte nach Abtrennung durch Hochspannungs-
Elektrophorese bei pn 6,0 aus dem Gemisch der un-
veränderten a-Aminocarbonsäuren und ihrer Be-
strahlungsprodukte mit 2.4-Dinitrophenylhydrazin 
oder in einem spezifischen Test mit DPNH * und 
Milchsäuredehydrase12 (Glyoxylsäure und Brenz-
traubensäure) . 

Genauere Untersuchungen der Ionenausbeuten für 
diese Dehydrierungsreaktion wurden durchgeführt 
für die Bildung von Brenztraubensäure aus Alanin. 

* Hydriertes Phosphorpyr id innuc leo t id . 

von Glyoxylsäure aus Glycin und von Oxalessig-
säure aus Asparaginsäure. Oxalessigsäure, welche 
durch Abspaltung von C02 sehr leicht in Brenztrau-
bensäure übergeht, konnte dabei ebenfalls mit Hilfe 
des erwähnten enzymatischen Testes bestimmt wer-
den. Die Abhängigkeit der Bildung der Brenztrau-
bensäure aus Alanin und der Glyoxylsäure aus Gly-
cin (in //Mol/g) von der eingestrahlten Dosis Rönt-
genstrahlen (in r) sind in Abb. 2 und Tab. 2 wieder-
gegeben. Die Kurven entsprechen weitgehend einer 
Funktion: 

[r] 
A b b . 2. Bildungsraten von Brenztraubensäure aus Alanin 
(obere Kurve) und Glyoxylsäure aus Glyc in (untere K u r v e ) . 
Ordinate : « M o l e der Ketosäure pro g bestrahlter Substanz, 

Absz isse : eingestrahlte Röntgendos i s in r. 

y = l (1 —e~kD) +a1D , 

wobei y die gebildete Menge an a-Ketosäure in 
ywMol/g und D die eingestrahlte Röntgendosis dar-
stellen. a. ÖJ und k sind Konstanten, deren Bedeu-
tung nach Bildung des 1. Differentialquotienten der 
genannten Funktion klar wird: 

dy/dD gibt hier die Ausbeute an Bestrahlungspro-
dukt in //Mol/g • r an, Qj ist die Steigung der Gera-



düngen, denen zu einem Teil jede saure Funktion 
fehlt (s. Abb. 1 b und 1 c ) . Das Auftreten dieser 
Verbindungen erklärt sich aus der Tatsache, daß 
die Moll, nach der Absorption größerer Energie-
beträge (ungefähr 5 eV/Mol.) einen Bruch der ali-
phatischen C — C-Kette erleiden können, wonach es 
schließlich über noch unbekannte Mechanismen zu 
einer Absättigung der zunächst auftretenden Alkyl-
radikale kommen dürfte. 
Aber auch das als primäres Strahlenprodukt der 
Kohlenwasserstoff-Verbindungen auftretende H-Atom 
kann nach B O N H O E F F E R den Bruch einer aliphatischen 
C - C-Kette herbeiführen17 (s. Gl. 8 ) . 

H H H H 
I I I I 

R / - C - C - R + H * - > R ' - C - H + * C - R (8) 
I I I I 

H H H H 

Die auch nach diesem Mechanismus zu erwartende 
Alkylradikale können sich z. B. gegenseitig absätti-
gen, wodurch neue C — C-Bindungen gebildet wer-
den. Auf diese Weise wird auch die Entstehung grö-
ßerer Moll, verständlich. Eine Identifizierung solcher 
Verbindungen, die in großer Zahl unter den Be-
strahlungsprodukten aller organischen Verbindungen 
zu erwarten sind, bereitet zur Zeit noch erhebliche 
Schwierigkeiten. Eine Aufklärung dieser Reaktions-
medianismen ist aber nicht zuletzt auch für die Ra-
diochemie der Kunststoffe sehr aktuell (s. z. B. 
1. C . 8 ' 1 9 ' 2 0 ) . 

V. Untersuchungen an Peptiden 

Allgemein konnten auch an Peptiden sämtliche 
strahlenchemischen Reaktionen beobachtet werden, 

Die durch strahlenchemische Dehydrierung erhal-
tene a-Iminoacyl-Verbindung stellt eine energiereiche 
Acyl-Verbindung dar, welche bei Gegenwart von 
Wasser sofort unter Abspaltung von Ammoniak in 

1 9 M . D O L E , C . D . K E E L I N G U . D . G . R O S E , A m e r . c h e m . S o c . 
7 6 , 4 3 0 4 [ 1 9 5 4 ] . 

wie sie an ihren isolierten Bausteinen, den Amino-
säuren, auftreten. Jedoch kommen die einzelnen 
Reaktionen mit unterschiedlicher Häufigkeit vor. 
Bei niedermolekularen Peptiden mit 2 — 3 Amino-
säuren überwiegen zumeist Decarboxylierungs-Reak-
tionen. Eine allgemeine Voraussage darüber, welche 
Reaktionen bei Bestrahlung bestimmter Peptide 
überwiegen, ist jedoch auch hier nicht möglich. Be-
merkenswert ist das Auftreten einer Dehydrierungs-
Reaktion an der Peptidbildung, die beim Auflösen 
des Peptids in Wasser zu dessen Spaltung führt. Für 
diese Folgereaktion, deren Auftreten schon früher 
vermutet wurde2, konnten nun weitere Beweise er-
bracht werden. 

Ionenpaar-Ausbeuten von je etwa 0,5 (M/N) 
wurden unter den Bestrahlungsprodukten des 
y-Glutamylalanins für zwei neutrale, ninhydrin-posi-
tive Fraktionen aufgefunden, von denen die eine 
nach der Hydrolyse als a-Amino-butyro-alanin und 
die andere als y-Glutamyläthylamin erkannt wurde. 
Eine bei pn 6,0 im elektrischen Feld rasch zur Anode 
wandernde ninhydrin-positive Fraktion, welche sich 
außerdem durch ihre charakteristische Reaktion mit 
2.4-Dinitrophenylhydrazin als Ketoverbindung er-
wies, konnte durch vorsichtige Hydrolyse in a-Keto-
glutarsäure und Alanin aufgespalten werden. Wahr-
scheinlich handelte es sich hier um ein Produkt der 
oxydativen Desaminierung des y-Glutamylalanins, 
dem y- (a-Ketoglutaryl-) alanin. 

Von besonderem Interesse war jedoch im Falle 
des y-Glutamylalanins das Auftreten der freien Glut-
aminsäure und der Brenztraubensäure [Ionenäus-
beute ungefähr 0,1 (M/N)] unter den Bestrahlungs-
produkten. Folgender Reaktionsablauf ist wahr-
scheinlich : 

(9) 

ihre energieärmeren Bestandteile: Pyruvat und Glut-
aminsäure zerfällt. Obwohl es sich im Falle des 
y-Glutamylalanins nicht um die Spaltung einer ech-
ten Peptidbindung handelt, darf diese Reaktion als 

2 0 A . CHARLESBY, R a d . R e s . 2 , 9 6 [ 1 9 5 5 1 . 

COOH COOH 
I I 

H - C - N H 2 H - C - N H 2 . . . 
G l u t a m i n s ä u r e 

H - C - H Röntgenstr. H - C - H H 2 0 + P y r u v a t 
-f Ammoniak 

H - C - H CH 3 H - C - H CH3 
I I I I 

0 = C — N H —CH —COOH 0 = C - N = C - C 0 0 H 



typisch für die strahlenchemische Spaltung einer 
Peptidbindung angesehen werden, da es sich hier 
um eine allgemeine Eigenschaft von /V-Iminoacyl-
Verbindungen handelt. Bei der nach diesem Mecha-
nismus verlaufenden Spaltung langkettiger Peptide 
liegt also stets der eine Teil als A-a-Ketoacyl-Ver-
bindung, der andere dagegen als normale Peptid-
kette mit unveränderter amino-endständiger, aber 
mit anderer carboxyl-endständiger Aminosäure vor. 
Die erste Bestätigung hierfür konnte bereits vor 
einiger Zeit durch Untersuchungen an den Bestrah-
lungsprodukten des Lysozyms erhalten werden2. 

Auch unter den Bestrahlungsprodukten des A-Ben-
zoylalanins konnte — allerdings erst nach 5 Min. 
Hydrolyse mit 2-n. HCl bei 100 Grad — in geringer 
Menge Brenztraubensäure durch den genannten en-
zymatischen Test nachgewiesen werden. Überra-
schend hoch liegen die Ionenpaar-Ausbeuten für 
2-basische Fraktionen unter den Bestrahlungsproduk-
ten des Tripeptids Glycyl-Valyl-Alanin [je 5 (M/N)], 
s. Abb. 3. 

" i I e 

Start F2 F1 
A b b . 3 . D i e A b b . ze igt e ine e l ek t rophore t i s che A u f t r e n n u n g 
d e r durch B e s t r a h l u n g (8 • 10 7 r) von G l y c y l - V a l y l - A l a n i n er-
ha l tenen K o m p o n e n t e n . Z w e i e twa gle ich starke basische 
H a u p t f r a k t i o n e n ( F i + F j ) w a n d e r n be i p h 6 ( 4 0 V / c m ; 
4 0 M i n . ) mi t nur w e n i g untersch ied l i cher B e w e g l i c h k e i t zur 
K a t h o d e . A m Start w e i t g e h e n d u n v e r ä n d e r t e s A u s g a n g s -

p r o d u k t . 

Es gelang, diese beiden basischen Hauptfraktio-
nen durch Hochspannungs-Elektrophorese vonein-
ander zu trennen und vom Papier zu eluieren. Nach 
der Hydrolyse wurden als Bausteine der langsame-
ren Fraktion zu gleichen Teilen Glycin, Valin und 
Athylamin erkannt, wodurch sich diese als das de-
carboxylierte Tripeptid: Glycyl-Valyl-äthylamin aus-
wies. Im Hydrolysat der schnelleren dagegen fanden 
sich ebenfalls zu gleichen Teilen Glycin, eine valin-
ähnliche Komponente und Athylamin. Die noch un-
bekannte valinähnliche Komponente zeigte bei pn 1,9 
eine etwas größere Beweglichkeit als Valin selbst, 
außerdem konnte sie durch Behandlung mit konz. 
HCl reversibel in ein basisches Lacton umgewandelt 
werden. Wahrscheinlich handelt es sich hier um ein 
in y-, ^-Stellung radiochemisch dehydriertes Valin. 

Triglycin wurde mit einer Ionenausbeute von 
etwa 0,5 (M/N) in Diglycylmethylamin übergeführt, 
daneben wurde aber eine größere Zahl (mindestens 
3) stärker basischer Komponenten beobachtet, deren 
Ionenausbeuten jedoch bei Werten unter 0,05 (M/N) 
nicht sicher bestimmbar waren. Auch Glyoxylsäure 
und ein freie Ketogruppen sowie Glycin enthaltendes 
Peptid wurden unter den Bestrahlungsprodukten des 
Triglycins gefunden. 

Mit einer Ionenausbeute von etwa 4 (M/N) wurde 
aus Glutalhion (red.) Kohlendioxyd abgespalten. 
Die hierdurch entstandenen neutralen Peptide wur-
den bei PH 1,9 weiter aufgetrennt. Es konnten so 
u. a. zwei Fraktionen abgetrennt werden, von denen 
sich die eine nach der Hydrolyse als y-Aminobutyro-
cysteinylglycin, die andere als ;'-Glutamylcysteinyl-
methylamin erwies. 

Ferner wurde unter den übrigen Bestrahlungs-
produkten Glyoxylsäure, Schwefelwasserstoff sowie 
eine ketokörper-haltige Fraktion nachgewiesen, wel-
che bei pn 6 im elektrischen Feld von unverändertem 
Glutathion nicht zu trennen war. 

© bestrahlt 

© unbestrahlt 

A b b . 4 . D i e A b b . ze igt e ine T r e n n u n g des G l u t a t h i o n s von 
d e n be i PH 6 i m e lektr i s chen F e l d nicht w a n d e r n d e n D e c a r b -

o x y l i e r u n g s - P r o d u k t e n d e s G lu ta th ions . 

Größere Schwierigkeiten bereitete die Untersu-
chung des toxischen Cyclo-Peptids aus dem grünen 
Knollenblätter-Pilz (Amanita phalloides), dem Phal-
loidin. Die Aussicht, dieses Peptid, welches selbst 
nicht durch eines der bekannten proteolytischen Fer-
mente abzubauen ist, durch Bestrahlung teilweise in 
ein offenkettiges System mit einer freien Carboxyl-
gruppe überzuführen, war an sich verlockend, da 
eine derartige Verbindung durch Carboxypeptidasen 
abbaubar sein mußte. Durch Bestrahlung mit einer 
Dosis von l , 5 ' 1 0 8 r konnte auch tatsächlich das 
Phalloidin zu etwa 2 bis 3% in eine Verbindung 
übergeführt werden, welche im Gegensatz zum neu-
tralen Ausgangsprodukt bei pn 6 im elektrischen 
Feld relativ langsam zur Anode wanderte, mit 2.4-

Glutathio'n neutrale Peptide 

Start 



Dinitrophenylhydrazin eine gelbe (Keto-Körper) 
und mit Zimtaldehyd/Salzsäure ähnlich dem Phalloi-
din eine violette Reaktion (Indol-Körper) ergab. 
Eine freie Aminogruppe wurde nicht gefunden. Die 
an dieser im mikropräparativen Maßstab rein dar-
gestellten Verbindung unternommenen Abbauver-
suche mit Carboxypeptidase gelangen jedoch nicht 
vollständig. Wie auch von anderer Seite festgestellt 

wurde*, setzten selbst Partialhydrolysate des Phal-
loidins allen enzymatischen Abbauversuchen großen 
Widerstand entgegen. 

Die Deutsche F o r s c h u n g s g e m e i n s c h a f t 
unterstützte auch diese Arbeiten in dankenswerter 
Weise durch die Gewährung einer Sachbeihilfe. 

* TH. WIELAND, Pr iva tmi t t e i lung . 

Uber die Wirkung von Wasserstoffperoxyd auf Krebszellen 
und auf embryonale Zellen 

V o n O T T O W A R B U R G , K A R L F R I E D G A W E H N u n d A U G U S T - W I L H E L M G E I S S L E R 

A u s d e m M a x - P l a n c k - I n s t i t u t f ü r Z e l l p h y s i o l o g i e , B e r l i n - D a h l e m 
(Z. Naturforschg. 12 b, 393—395 [1957J ; eingegangen am 2. Mai 1957) 

D i e M a n o m e t r i e d e r K ö r p e r z e l l e n unter p h y s i o l o g i s c h e n B e d i n g u n g e n ze igt , d a ß K r e b s z e l l e n , 
als par t ie l l e A n a e r o b i e r , viel w e n i g e r K a t a l a s e enthalten als e m b r y o n a l e Z e l l e n . D i e M ö g l i c h k e i t 
e i n e r A n w e n d u n g auf d i e W i r k u n g d e r R ö n t g e n s t r a h l e n w i r d diskutiert . 

Züchtet man Lactobazillen anaerob, so verlieren 
sie von der Kette der Atmungsfermente zunächst 
ihre Eisenfermente, Eisenoxygenase, Katalase, Per-
oxydase. Bringt man solche Zellen in Berührung 
mit Sauerstoff, so übertragen sie Sauerstoff mit 
ihren gelben Fermenten und produzieren dabei 
H202 , das sie tötet. Setzt man jedoch Katalase zu 
den Zellen, so wird das gebildete H202 schnell zer-
stört, und die Zellen bleiben auch bei Berührung 
mit Sauerstoff am Leben1. 

Krebszellen, als partielle Anaerobier, haben ihre 
Eisenfermente z. T. verloren. Sie haben erheblich 
weniger Katalase als embryonale Zellen und sind 
deshalb gegenüber Sauerstoff empfindlicher als em-
bryonale Zellen. Es ist eine Erfahrung unseres 
Instituts, daß bei längeren manometrischen Versu-
chen mit Krebszellen der Sauerstoffdruck nicht 
1 Atmosphäre, sondern nur Vs Atmosphäre betra-
gen darf; während unter sonst gleichen Bedingun-
gen 1 Atmosphäre Sauerstoff von den embryonalen 
Zellen ohne Schädigung vertragen wird2. 

Wir beschreiben im folgenden Versuche über die 
verschiedene Empfindlichkeit von Krebszellen und 
embryonalen Zellen gegenüber H 2 0 2 , die in Serum 

1 D e r Schutz d e r A n a e r o b i e r g e g e n ü b e r Sauersto f f durch 
Zusatz von K a t a l a s e ist 1924 im R o c k e f e l l e r - I n s t i t u t e 
in N e w Y o r k von O . T . AVERY entdeckt w o r d e n (J . e x p . 
M e d i c i n e 3 9 , 2 7 5 , 3 4 7 , 3 5 7 [ 1 9 2 4 ] ) . D e r d i e m i s c h e M e c h a -
n ismus d e r H 2 0 2 - B i l d u n g in d e n A n a e r o b i e r n durch d ie 
R e o x y d a t i o n der g e l b e n F e r m e n t e ist 1 9 3 3 in D a h l e m 

mit der kürzlich beschriebenen manometrischen Ver-
suchsanordnung ausgeführt wurden 3. Es zeigte sich, 
daß embryonale Zellen H202 viel schneller zersetzen 
als Krebszellen, anfangs etwa 10-mal so schnell, wenn 
die Temperatur 38" beträgt. Ist die Anfangskonzen-
tration des H202 1/200-normal (Abb. 1), so haben 
nach 60 Min. die embryonalen Zellen das H202 voll-
ständig zersetzt, während die Krebszellen nur 30% 
des berechneten Sauerstoffs entwickelt haben. Der 
nicht entwickelte Sauerstoff ist dann zum größten 
Teil noch in der Krebszellen-Suspension enthalten, 
wie man durch Titration mit Permanganat (nach 
Trichloressigsäure-Fällung) oder durch Zusatz von 
Katalase nachweisen kann. Nur ein kleiner Teil des 
zugesetzten H202 ist also durch Reaktion mit den 
Zellen verbraucht worden. 

Dieser kleine Teil ist es, der in der 1-stündigen 
Versuchszeit den Stoffwechsel der Krebszellen größ-
tenteils vernichtet und der bewirkt, daß die Zellen 
nach der 1-stdg. Versuchszeit nicht mehr transplan-
tierbar sind; während unter sonst gleichen Bedin-
gungen das H202 den embryonalen Zellen nicht zu 
schaden scheint, da nach der 1-stdg. Versuchszeit 
der Stoffwechsel fast vollständig erhalten war. 

entdeckt w o r d e n . ( B i o c h e m . Z . 2 6 0 , 4 9 9 [ 1 9 3 3 ] ; 2 6 6 , 3 7 7 
[ 1 9 3 3 ] ) . 

2 V g l . dazu auch O. WARBURG. Arch . G e s c h w u l s t f o r s c h . 6 , 7 
[ 1 9 5 3 ] . 

3 O . W A R B U R G . K . G A W E H N U . A . G E I S S L E R , Z . N a t u r f o r s c h g . 
1 2 b , 1 1 5 [ 1 9 5 7 ] . 


