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Chemische Untersuchungen iiber die molekularen Ursachen
biologischer Strahlenschiden

Von E. Fahri¥!

Die bei der Einwirkung von UV- und ionisierender Strahlung an biologischen Objekten
beobachteten Strahlenschiden werden in vielen Fillen durch Verdnderungen der Nuclein-
sduren verursacht. Bei der UV-Bestrahlung dieser Verbindungen in vitro und in vivo
kommt es u.a. zur Dimerisierung der Pyrimidin-Basen zu Cyclobutan-Derivaten und zur
Addition von Wasser an die 5,6-Doppelbindung der Pyrimidin-Basen unter Bildung von
Derivaten des 6-Hydroxy-dihydropyrimidin-Systems. Die Struktur der Bestrahlungs-
produkte konnte bewiesen werden. Die Dimerisierung behindert die Reduplikation der
DNA, die Wasseraddition scheint Ursache der UV-Mutationen zu sein. Ionisierende
Strahlung bewirkt in waBriger Losung u.a. Addition von H- und{oder HO-Radikalen an die
5,6-Doppelbindung der Pyrimidin-Basen und Spaltung des Imidazolringes der Purinbasen.
Die durch ionisierende Strahlung ausgeldsten Mutationen diirften zum Teil ebenfalls auf

die Bildung von 6-Hydroxy-dihydropyrimidin-Derivaten zuriickzufiihren sein.

1, Einleitung

Die ersten — wissenschaftlich fundierten — Beobach-
tungen iiber die biologische Wirkung von Strahlung
wurden in der zweiten Hilfte des vergangenen Jahr-
hunderts gemacht. Man fand, daB die UV-Strahlung
des Quecksilberbrenners nicht nur die Haut briunen,
sondern auch Verbrennungen, Hautkrebs, Mutationen
und Abtétung von Mikroorganismen verursachen
kann. Die sehr ausgeprigten biologischen Wirkungen
der ionisierenden Strahlung wurden unmittelbar nach
der Entdeckung der Radioaktivitit und der Rontgen-
strahlung im letzten Jahrzehnt des 19. Jahrhunderts
gefunden, allerdings nicht sofort in ihrer ganzen Ge-
fahrlichkeit erkannt. Detaillierte Kenntnisse iiber die
biologischen und medizinischen Wirkungen der UV-
und ionisierenden Strahlung wurden in den ersten
Jahrzehnten dieses Jahrhunderts erhalten, nachdem
die Medizin anfangs im Radium und seiner Strahlung
eine Art ,,Wunderdroge* gesehen hatte.

Nach dem II. Weltkrieg, dem Abwurf der ersten Atom-
bomben, den Atombombenversuchen und der Ver-
wendung von radioaktivem Material in Forschung

[*] Prof. Dr. E. Fahr
Institut fiir Organische Chemie der Universitat
87 Wiirzburg, Réntgenring 11
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und Technik wurde die Frage nach den biologischen
Wirkungen der Strahlung und besonders die nach den
genetischen Effekten hochaktuell,

Obwohl diese Wirkungen der UV- und ionisierenden
Strahlung seit mehr als einem Jahrhundert bekannt
sind, waren die dabei ablaufenden chemischen Prozes-
se bis vor ca. 20 Jahren relativ unbekannt, weil sich
die Strahlenbiologen und Biophysiker iiberwiegend
auf die Untersuchungen der Zusammenhinge zwischen
der Strahlendosis sowie anderen physikalischen Para-
metern und dem biologischen und medizinischen
Effekt beschrinkten; die bei der Einwirkung von
Strahlung auf biologisches Material ablaufenden che-
mischen Vorginge konnten erst durch die in den letz-
ten Jahrzehnten entwickelten Methoden der Trennung
von Substanzgemischen untersucht werden. Da die
Desoxyribonucleinsdure (DNA) Triger der geneti-
schen Information ist, sollten die durch Strahlung
ausgelosten Mutationen auf chemisch faBbare Ver-
anderungen an der DNA zuriickzufiihren sein; da
sich weiterhin das Aktionsspektrum der Abtoétung
von Mikroorganismen durch UV-Strahlung sehr auf-
fillig mit dem Absorptionsspektrum der Nucleinsdure
deckt, wurde besonders die Einwirkung von Strahlung
auf Nucleinsduren und deren Bestandteile bearbeitet,
Bei UV- und ionisierender Bestrahlung (Rdntgen-, y-,
Korpuskularstrahlung) biologischer Objekte kommt
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es zu einigen nacheinander geschalteten Prozessen,
die von der Art der Strahlung, der Strahlungsdosis,
der Natur des biologischen Objektes und anderen
Faktoren abhiingen. Dies sind:

Die primire physikalische Wechselwirkung zwischen
der Strahlung und den molekularen Bestandteilen des
biologischen Objektes.

Der strahlungschemische ProzeB des durch Wechsel-
wirkung mit der Strahlung energiereichen Molekiils,
der zu spezifischen chemischen Reaktionen (photo-
chemische Prozesse bei der Bestrahlung mit UV- und/
oder sichtbarem Licht, durch ionisierende Strahlung
bewirkte Bildung von Ionen und/oder Radikalen)
fiihrt,

Der biologische Effekt, der durch diese Vorginge be-
dingt ist.

Wir beschrianken uns hier im wesentlichen auf die Dar-
stellung der strahlungschemischen Prozesse (1],

2. Einwirkung von UV-Strahlung auf
Nucleinsduren und deren Bestandteile2!

2.1. Reversible Bestrahlungsprodukte

1949 publizierten Sinsheimer und Hastings31, daB
Uracil (Ia) und Uridin (1b) bei UV-Bestrahlung in
wiBriger Losung Produkte bilden, die sich beim Ste-
henlassen, schneller beim Erwirmen, wieder in die
Ausgangsprodukte umwandeln. Man bezeichnet des-
halb diese Substanzen als reversible Bestrahlungspro-
dukte. Da sie im Bereich um 260 nm, in dem Uracil
und Uridin ein charakteristisches Absorptionsmaxi-
mum haben, nicht absorbieren, 148t sich ihre Bildung
sowie ihre Riickumwandlung quantitativ gut verfolgen.
Mit der Struktur dieser Verbindungen beschiftigten
sich Moore und Thomson!4l sowie Wang!(5.6l, Sie
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[1) Von uns wurden 520 Arbeiten registriert, die sich mijt der (c), R = Ribosyl-2'(3")-phosphorsiure |
Einwirkung von UV~ und ionisierender Strahlung auf Nuclein- (d), R = Ribosyl-5’-phosphorsiure O//C\ H CH,OH
sduren sowie Pyrimidin- und Purin-Derivate beschiftigen. Wir (e}, R = Ribosyl-S’-triphosphorsiure 1‘{
bitten um Verstiindnis fiir die Auswahl der zitierten Literatur. RU= ,3-p-Ribopyranosyl R!
Nicht beriicksichtigt wurden in diesem Aufsatz folgende Teilge- "
biete: a) Physikalische Primédrvorgidnge bei der Einwirkung von
UV- und ionisierender Strahlung auf Nucleinsduren und deren (e}
Bestandteile; b) Untersuchungen iiber den Mechanismus der ('E é': CH,
photochemischen Wasseraddition und Dimerisierung; ¢) Photo- H-N-"™C-CHy +H,0/hy H-N- \C
chemische Dimerisierung in nicht-w#Brigen Loésungsmittein; /é\ f “H o Clh (': ~H
d) Sensibilisierte photochemische Prozesse; ) Verhalten von nicht o* I}I 0%~"N” OH
in natiirlichen Nucleinsiuren vorkommenden Pyrimidin- und R Ili
Purin-Derivaten gegenitber UV- und ionisierender Strahlung.
Hieriiber informieren u.a. folgende Arbeiten, die auf &ltere Lite- (7) (8)
ratur verweisen: Zu a) P. J. Wagner u. D. J. Bucheck, J. Amer.
chem. Soc. 90, 6530 (1968); J. Eisinger, Photochem. and Photo- (a), R=H
biol. 7, 597 (1968). Zub) S. Y. Wang, Photochem. and Photobiol. (b), R = Desoxyribosyl
1, 135 (1962); A. Wacker, A. Kornhauser u. L. Trdger, Z. Natur- (c), R = Desoxyribosyl-5*-phosphorsure
forsch. 20b, 1043 (1965); S. Y. Wang u. J. C. Nnadi, Chem. Com- Seh .
chema 1.

mun. 1968, 1160; A. A. Lamola, Photochem. and Photobiol. 7,
619 (1968); A. A. Lamola u. J. Eisinger, Proc. nat. Acad. Sci.
USA 59, 46 (1968); J. G. Burr, B. R. Gordon u. E. H. Park, Pho-
tochem. and Photobiol. 8, 73 (1968). Zu c¢) Siche [1a] sowie H.
Morrison u. R. Kleopfer, J. Amer. chem. Soc. 90, 5037 (1968).
Zu d) J. D. Spikes u. R. Straight, Annu, Rev. physic. Chem. /8,
409 (1967). Zu e) Siehe [2a, b].

[2) D. Shugar in E. Chargaff u. J. N. Davidson: The Nucleic
Acids. Academic Press, New York 1960, Bd. 3; A. Wackerin J. N.
Davidson u. W. E. Cohn: Progress in Nucleic Acid Research,
Academic Press, Inc., New York 1963, Bd. 1; E. Fahr, Biophysik
5, 2 (1968); sowie [104].
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[3] R. L. Sinsheimer u. R. Hastings, Science (New York) 110,
525 (1949).

[4] A. M. Moore u. C. H. Thomson, Science (Washington) 122,
594 (1955); Canad. J. Chem. 35, 163 (1957); 36, 281 (1958).

(5] S. Y. Wang, M. Apicellau. B. R. Stone, J. Amer. chem. Soc.
78, 4180 (1956); S. Y. Wang, ibid 80, 6196 (1958).

[6] Weitere Arbeiten, die sich mit der photochemischen Addi-
tion von Wasser an Uracil- und Cytosin-Derivate beschiftigen,
sieche in [8c] und [9b].
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konnten wahrscheinlich machen, daB bei der Bildung
der reversiblen Bestrahlungsprodukte Wasser an die
5,6-Doppelbindung des Uracil-Systems addiert wird;
isoliert wurden die reversiblen Bestrahlungsprodukte
der in den Nucleinsiduren vorkommenden Basen nicht.

Wir konnten die reversiblen Bestrahlungsprodukte
von (la)—(le) durch UV-Bestrahlung wiBriger Lo-
sungen dieser Verbindungen darstellen und daraus
abtrennen (81,

Fihrt man die Bestrahlung, um die thermische Riickreaktion
zu unterdriicken, unter Eiskiihlung und Verwendung von Hg-
Niederdruckbrennern [7b1 aus, so kann man bei den Uridyl-
sduren (Ic)—(1e)aufeine siulenchromatographischeTrennung
der Bestrahlungslosung verzichten. Durch Gefriertrocknung
der L¥sungen erhilt man die reversiblen Bestrahlungspro-
dukte (3c)—(3e) in ca. 90-proz. Reinheit [8¢,

Die 6-Hydroxy-dihydrouracil-Struktur (3) der rever-
siblen Bestrahlungsprodukte konnte durch chemische
Synthese 81 (la)—>(2a)—~>(3a) bewiesen werden. Die
so dargestellte Verbindung (3a) ist nach IR-Spektrum
und chromatographischen Daten mit dem reversiblen
Bestrahlungsprodukt des Uracils identisch. Auf ana-
logem Wege wurden von uns auch (3b)—(3e) herge-
stellt.

Das Verhalten von Cytosin (4a), Cytidin (45) und
Cytidylsdure (4c) bei UV-Bestrahlung in wiBriger
Losung ist wiederholt diskutiert worden[6). Cytosin
und Cytidylsdure bilden sehr instabile reversible Be-
strahlungsprodukte, fiir die von einigen Autoren (6] in
Analogie zum Uracil eine 6-Hydroxy-dihydrocytosin
Struktur, von Wang [10] dagegen eine Photoisomerisie-
rung des Cytosin-Ringes angenommen wurde. Durch
Verwendung einer speziellen Bestrahlungsanord-
nung(7a, 901 erhielten wir die reversiblen Bestrah-
lungsprodukte von (4a)—(4c) in so hoher Konzentra-
tion, daB sowohl die thermische Riickreaktion unter-
sucht als auch das reversible Bestrahlungsprodukt der
Cytidylsdure durch Diinnschichtchromatographie an
gekiihlter Polyithylen-imin-Cellulose abgetrennt wer-
den konnte 9). Johns [11-13] gelang die Abtrennung des
gleichen Bestrahlungsproduktes aus der Bestrahlungs-
16sung durch Papierelektrophorese. Die 6-Hydroxy-
dihydrocytosin-Struktur (6) dieser Bestrahlungspro-
dukte wurde durch die Reaktionsfolge (4c)—>(5c)—
{6c) bewiesen 191,

Die Produkte (6) gehen beim Stehenlassen (Dunkel-
reaktion) unter Desaminierung in die Verbindungen

{71 Fiir die UV-Bestrahlungen verwendeten wir folgende Brenner
der Firma Original Hanau, Quarzlampengesellschaft, Hanau:
a) Hg-Niederdruckbrenner, NK 25/7; b) Hg-Niederdruckbren-
ner, NK 6/20; ¢) Hg-Niederdruckbrenner der Spezialanalysen-
lampe (ohne Filter).

[8] a) H. Gattner u. E. Fahr, Liebigs Ann. Chem. 670, 84 (1963);
b) Z. Naturforsch. 196, 74 (1964); c) E. Fahr, H. Gattner, G. Dor-
héfer, R. Kleber u. H. Popp, Z. Naturforsch. 22b, 1256 (1967).
91 a) R. Kleber, E. Fahr u. E. Boebinger, Naturwissenschaften
52, 513 (1965); b) E. Fahr, R. Kleber u. E. Boebinger, Z. Natur-
forsch. 21b, 219 (1966).

[10] S. Y. Wang, Nature (London) 184, 184 (1959).

[11]1 H. E. Johns, J. C. LeBlanc u. K. B. Freeman, J. molecular
Biol. 13, 849 (1965).

[12] X. B. Freeman, P. V. Hariharan u. H. E. Johns, J. mole-
cular Biol. 13, 833 (1965).

{13) H. Becker, J. B. LeBlanc u. H. E. Johns, Photochem. and
Photobiol. 6, 733 (1967).
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(3) iiber, so daB auf dem Wege (4)—~(6)—(3) das

Cytosin- in das Uracil-System iiberfilhrt werden
kann [9,11-14,15],

Die Frage, ob Thymin, Thymidin und Thymidylsidure
(7) ein reversibles Bestrahlungsprodukt (8) bilden
konnen, ist bis heute nicht eindeutig entschieden wor-
den. Wir konnten bei der UV-Bestrahlung von Thymin
in wifiriger L6sung ein sehr instabiles reversibles Be-
strahlungsprodukt (Halbwertszeit ca. 1—2 min)9b]
nachweisen 221, Von uns ausgefithrte Versuche, auf
dem beim Uracil sowie beim Cytosin und ihren Deri-
vaten angewendeten Weg ein 6-Hydroxy-dihydro-
thymin (8) zu synthetisieren, verliefen negativ.
Nofre161 konnte dagegen (8) durch Debromierung
der entsprechenden Thyminverbindung mit Zn/Eis-
essig erhalten (171,

Bei der sdulenchromatographischen Trennung der bei der
UV-Bestrahlung von Uridin in gefrorener wiBriger Losung
entstehenden Produkte erhielten wir zwei reversible Bestrah-
lungsprodukte des Uridins[21¢). Ob es sich hierbei entspre-
chend den Formulierungen (9a) und (96) um zwei durch
unterschiedliche H-Briicken bedingte Isomere(18] oder um

die Diastereomere (10) 19 handelt, ist zur Zeit nicht sicher
entschieden.

T 9
I - ! H
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R = D-Ribosyl

Die detaillierte kinetische Untersuchung [8b,8¢<.9b,21a—d)
des Zerfalls der reversiblen Bestrahlungsprodukte
(3a)—(3e) und (6a)—(6¢c) ergab, daB die Bestindigkeit

[14] H. Schuster, Z. Naturforsch. 195, 815 (1964).

[15] Eine direkte photochemische Desaminierung des Cytosins
diskutierten M. Daniels u. A. Grimison, Biochem. biophysic. Res.
Commun. 16, 428 (1964).

[16] C. Nofre, Dissertation, Universitit Lyon 1968.

[17] Maéglicherweise fithren photochemische Wasseraddition an
Thymin sowie Debromierung des entsprechenden Thyminderi-
vates zu verschiedenen Isomeren von (8); siehe dazu I. Pletrzy-
kowska u. D. Shugar, Science (Washington) 161, 1248 (1968),
dort FuBnote 9.

118} Siehe dazu [8c].

[19]1 W. J. Wechter u. K. C. Smith, Biochemistry 7, 4064 (1968).

[20] Zum Mechanismus siche N. Miller u, P. Cerutti, Proc. nat.
Acad. Sci. USA 59, 34 (1968); analog wurde auch (3b) abgebaut.
[21] a) H. Gattner, Dissertation 1964; b) R. Kleber, Dissertation
1966; ¢) G. Ddrhdfer, Dissertation 1966; d) H. Popp, Zulassungs-
arbeit 1966; €) G. Fiirst, Dissertation 1968; f) B. Sojka, Disserta-
tion 1969; g) R. Pastille, in Arbeit befindliche Zulassungsarbeit;
h) P. Richter, in Arbeit befindliche Dissertation, alle Universitit
Wiirzburg; i) unveroffentlichte Versuche sowie K.-H. Dénges u.
E. Fahr, Z. Naturforsch. 21b, 87 (1966).
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des 6-Hydroxy-dihydropyrimidin-Systems sehr ausge-
priagt vom Zucker- und Zucker-Phosphat-Rest am N-1-
Atom beeinfluBt wird; die Bestéindigkeit wachstin Rich-
tung Base->Nucleosid —~Nucleotid. Aus Untersuchun-
gen von Logan und Whitmore (231 geht hervor, daB die-
ser Effekt nicht etwa beim Nucleotid endet, sondern da
die Bestindigkeit des 6-Hydroxy-dihydrouracil-Sy-
stems in Polynucleotiden mit wachsender Kettenlinge
— also in Richtung Nucleinsjure — zunimmt. Diese
Beeinflussung der Reaktivitit des Pyrimidin-Systems,
die auch bei anderen Untersuchungen beobachtet
wurde [24,123b] ist vermutlich auf H-Briicken zwischen
Teilen des Pyrimidinringes und den OH-Gruppen des
Zuckerrestes, auf ,,sterische Abschirmung*® der reak-
tiven Zentren am Pyrimidinring durch die Phosphat-
Gruppe(n) und auf elektrostatische Wechselwirkungen
zwischen dem Pyrimidinring oder einzelnen Ringteilen
und der (den) Phosphat-Gruppe(n) zuriickzufiihren 1241,

Bei Polynucleotiden und Nucleinsduren kommen noch
andere sterische Einfliisse (z.B. die Abschirmung der
Base durch einzelne Teile des Makromolekiils) und die
elektrostatische Beeinflussung von angreifenden ioni-
schen Reaktionspartnern durch das elektrische Feld
der Nucleinsidure hinzu. Diese Effekte konnen die Re-
aktivitit einer Pyrimidin-Base [25] so gravierend beein-
flussen, daB sie als freie Base vollig anders reagiert als
in Form ihres Nucleotids oder eingebaut in eine
Nucleinsdure. Man kann also nicht ohne weiteres einen
an einer Pyrimidin-Base [25) beobachteten Effekt in
seiner Aussage auf das entsprechende Nucleosid,
Nucleotid oder sogar auf eine Nucleinsdure ausdeh-
nen [26],

2.2. Dimere Bestrahlungsprodukte

2.2.1. Struktur der dimeren
Bestrahlungsprodukte

In den Jahren 19581960 publizierten Rérsch, Beukers,
Ijistra und Berends 27} sowie Wang 281 Beobachtungen,
nach denen bei der UV-Bestrahlung von Thymin in
gefrorener wifriger Losung (im folgenden als Eis-
matrix bezeichnet) ein thermisch nicht-reversibles Be-
strahlungsprodukt gebildet wird. Die Autoren disku-
tierten dafiir — ohne n3here Belege zu bringen — eine

[22] Das Verhalten von Thymidin bei der Reduktion mit NaBH4
unter UV-Bestrahlung spricht fiir die intermediire Bildung von
(8), siche Y. Kondo u. B. Witkop, J. Amer. chem. Soc. 90, 764
(1968), und [20].

[23] D. M. Logan u. G. F. Whitmore, Photochem. and Photo-
biol. 5, 143 (1966).

[24] Siehe dazu [8c}].

[25] Orientierende Versuche sprechen dafiir, daB die obigen An-
nahmen auch fir Purin-Basen gelten.

[26] Auf derartige Effekte diirfte auch das — verglichen mit,,nor-
malen'' organischen Radikalen — z.T. ungewshnliche Verhalten
der durch ionisierende Strahlung in Nucleins3uren erzeugten Ra-
dikale [77b] zuriickzufiihren sein.

[27} a) A. Rorsch, R. Beukers, J. ljlstra u. W. Berends, Recueil
Trav. chim. Pays-Bas 77, 423 (1958); b) R. Beukers, J. Ijlstra u.
W. Berends, ibid. 78, 883 (1959); 79, 101 (1960); ¢) R. Beukers u.
W. Berends, Biochim. biophysica Acta 41, 550 (1960).

[28] a) S. Y. Wang, Nature (London) 184, BA 59 (1959); b) 188,
844 (1960); <) 190, 690 (1961).
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photochemische Dimerisierung zu einem tricyclischen
Cyclobutan-Derivat [(/1), in der Formulierung
von [27¢,28¢]], Dije Autoren wihlten die Bestrah-
lung in der Eismatrix aufgrund von Beobachtungen
A. v. Szent-Gydrgyis, weil die Eismatrix den biologi-
schen Bedingungen besser entsprechen sollte als eine
wilrige Losung(27,28], Die Entdeckung dieser nicht-
reversiblen Bestrahlungsprodukte, deren Bildung auch

o
- /\l /N\_
H-N""¢-CC=0
i

bei anderen Pyrimidin-Derivaten beobachtet wurde,
16ste sofort eine sehr intensive Bearbeitung dieses Ge-
bietes aus. Folgende Fragen waren zu kldren:

Sind diese Bestrahlungsprodukte entsprechend der
Formulierung (11) wirklich Cyclobutan-Derivate?
Wenn ja, welche der vier moglichen Isomeren (12) bis
(15) werden gebildet?

Entstehen derartige Bestrahlungsprodukte auch bei
der UV-Bestrahlung von Nucleinsduren?

(14) (15)

fa), R=CH;, R!=R2=H

(b), R = Rl = R2=H

(c), R = CH;, R2=H, R! = Desoxyribosyl
(d}), R = R2 = H, R! = Ribosyl

{e), R =Rl = H, R2 = CH;

Die Cyclobutan-Struktur der nicht-reversiblen Be-
strahlungsprodukte wurde von mehreren Arbeitskrei-
sen bewiesen. Anet 29 sowie Blackburn und Davies [30)
konnten auf NMR-spektroskopischem Wege bzw. mit
Hilfe eines neuartigen Abbaus (s. Abschnitt 2.2.2)
zeigen, daB das in der Eismatrix entstehende dimere

(291 R. Anet, Tetrahedron Letters 1965, 3713.

[30] a) G. M. Blackburn u. R. J. H. Davies, Chem. Commun.
1965, 215; b) Tetrahedron Letters 1966, 4471.
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Thymin die cis/syn-Struktur (13a) hat. Die Struktur
(13b) des dimeren Uracils wurde von uns durch Ab-
bau 21i1, von Blackburn und Davies (3041 durch NMR-
spektroskopische Untersuchung und von Adman,
Gordon und Jensen31) durch Réntgenstrukturanalyse
bewiesen. Der Nachweis, daB das Eismatrix-Dimere
des Thymins und Uracils auch bei der UV-Bestrahlung
von Nucleinsiuren gebildet wird, konnte von mehreren
Arbeitsgruppen (s. Abschnitt 4) erbracht werden.

Wesentlich schwieriger ist die Frage zu beantworten,
ob bei der UV-Bestrahlung von Thymin und Uracil
sowie von deren Nucleosiden, Nucleotiden und von
Nucleinsduren nur die cis/syn-Isomeren (13) oder auch
die anderen Isomeren (12), (14) und (15) gebildet
werden. Einige Autoren nahmen an, daB sich die vier
Isomeren des dimeren Thymins und des dimeren
Uracils diinnschicht- oder papierchromatographisch
unterscheiden lassen. Wie wir jedoch an Gemischen
dieser Isomeren zeigen konnten 21,2111 jst das nicht
sicher der Fall. Auch durch fraktionierende Umkri-
stallisation und dhnliche Operationen lassen sich die
Isomeren nicht zuverlissig voneinander trennen. Eine
Unterscheidung ist also nur mit anderen Methoden
moglich.

Die fiir die Identifizierung kleiner Substanzmengen
besonders geeignete Massenspektrometrie versagt hier
vollig. Die Dimeren werden in der Ionenkammer so-
wohl thermisch als auch durch die Elekronen [121] der
Ionenquelle gespalten. Wir erhielten mit verschiedenen
Massenspektrometern und unter variablen apparativen
Bedingungen nur die Massenspektren der Monomeren.

Die NMR-Spektroskopie erlaubt zwar eine Unter-
scheidung und damit eine Identifizierung der Dime-
ren 211 getzt aber zumindest mg-Mengen an Sub-
stanz voraus, die bei der Isolierung der Dimeren aus
biologischen Systemen in der Regel kaum zur Verfii-
gung stehen.

Eine zuverlissige Identifizierung der Dimeren ist mit
Hilfe der IR-Spektroskopie, die sich ohne grofBere
technische Schwierigkeiten auch im p.g-Bereich an-
wenden 1dBt, méglich(32,33,59], In einem Gemisch
zweier isomerer Dimerer lassen sich noch bis zu 109,
des einen Isomeren nachweisen (211,321,

Die als Vergleichssubstanzen bendtigten Dimeren
koénnen auf folgendem Wege dargestellt werden:

Die Dimerisierung von Thymidin in der Eismatrix und
anschlieBende sdulenchromatographische Trennung
der Bestrahlungsprodukte liefern die drei dimeren
Thymidine (12¢), (13¢) und (14¢) 34, deren Hydro-
lyse die dimeren Thymine (12a), (13a) und (14a) er-

[31) E. Adam, M. P. Gordon u. L. H. Jensen, Chem. Commun.
1968, 1019.

[32] Siehe dazu E. Fahr u. W. Rohlfing, Z. analyt. Chem. 243, 43
(1968).

[33] Zur Erhéhung des Identifiziernngsvermdgens empfiehlt es
sich, den Bereich bis ca. 35 um zu vermessen [32].

[34]) Die Dimeren (12a) und (12b) sowie (15a) und (15b) mit der
Symmetrie-Gruppe C; miissen sich in optische Antipoden auf-
spalten lassen. Dementsprechend fallen bei der Dimerisierung
von Thymidin und Uridin die Dimeren (I2c) und (12d) in je
zwei diastereomeren Formen an, die bei der Hydrolyse die Di-
moren (12a) und (12b) in optischen Antipoden liefern.
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gibt (351, Das vierte dimere Thymin (75a) wurde von
Weinblum und Johns 1351 durch UV-Dimerisierung von
Thymidyl-(3’—5’)-thymidin und anschlieBende Hydro-
lyse dargestellt [36),

Bei der Dimerisierung von Thymidin in tert.-Butanol
mit Aceton als Sensibilisator wurden die vier dimeren
Thymidine (12¢) bis (15¢) erhalten [37], Bei Bestrah-
lung von Thymin in Gegenwart von Aceton, Benzo-
phenon und anderen Ketonen als Sensibilisatoren ent-
stehen die dimeren Thymine (/4a) und (15a) (381,

Das dimere Uracil (12b) wurde von uns durch UV-
Bestrahlung von Uridin in der Eismatrix [7¢), siulen-
chromatographische Trennung der Bestrahlungslo-
sung und Hydrolyse der entsprechenden Qimeren
Uridine in den beiden optisch aktiven Formen er-
halten 21¢,39],  Alle vier dimeren Uracile konnten
wir durch Totalsynthese darstellen (s. Abschnitt
2.2.3) 21b,401,

Bei der Trennung der Uridin-Bestrahlungsprodukte (Eis-
matrix) erhielten wir zwei Fraktionen, die bei der Hydrolyse
das gleiche dimere Uracil (13b) lieferten. Betrachtungen an
Molekiilmodellen (41] ergaben, daB beim cis/syn-dimeren
Uridin (13d) die Drehbarkeit der Ribose-Reste um die N-1/
C-1’-Achse, die schon durch H-Briicken zwischender 2—C=0-
Gruppierung und den HO-Gruppen des Zucker-Restes
eingeschrinkt ist, durch die Raumerfiillung der beiden be-
nachbarten Ribose-Reste aufgehoben sein muB. Entspre-
chend den Formeln (16}, (17) und (18) kénnen drei Isomere
gebildet werden, von denen (18) mit trans/trans-Stellung der
Ribose-O-Atome zu den H-Atomen des Cyclobutanrings aus
sterischen Griinden wenig begiinstigt ist. Wir vermuten, daB
die beiden oben erwihnten Fraktionen die Uridin-Dimeren
(16) und (17) sind [21e),

Die genaue Untersuchung der Dimerisierung zeigte,
daB diese nicht auf die Eismatrix oder allgemein auf
den festen Zustand (50! beschrinkt ist, sondern auch —
mit schlechter Ausbeute — in Losung abliuft. Sie ist
von der Wellenlinge der verwendeten Strahlung ab-
hingig47]; es bildet sich ein photochemisches Gleich-
gewicht mit einem Maximum an Dimeren. bei ca.
275 nm. Durch kurzwellige UV-Strahlung (ca. 230 nm)
werden auch Cyclobutan-Derivate mit nur einem Di-
hydropyrimidinring, z.B. (26), in Monomere gespalten.

Die Stabilitit des Cyclobutanrings in den Dimeren
wird dhnlich durch die an den N-1-Atomen befind-
lichen Zucker- oder Zuckerphosphatreste beeinfluBt
wie die der 6-Hydroxy-dihydropyrimidinringsysteme
(3) und (6) (s. Abschnitt 2.1). Wihrend das dimere

[35]1 D. Weinblum u. H. E. Jokns, Biochim. biophysica Acta 114,
450 (1966).

[36] Zur Strukturaufklirung der dimeren Thymine siehe [35]
und a) D. Weinblum, F. P. Ottensmeyer u. G. F. Wright, Biochim.
biophysica Acta 155, 24 (1968); b) D. P. Hollisu. S. Y. Wang,
J. org. Chemistry 32, 1620 (1967).

(371 E. Ben-Hur, D. Elad u. R. Ben-Ishai, Biochim. biophysica
Acta 149, 355 (1967).

(38] I v. Wilucki, H. Matthdus u. C. H. Krauch, Photochem. and
Photobiol. 6, 497 (1967).

[39] E. Fahr, G. Fiirst u. R. Pastille, Z. Naturforsch. 23b, 1387
(1968).

[40] a) P. Richter u. E. Fahr, Angew. Chem. 81, 188 (1969);
Angew. Chem. internat. Edit. 8, 208 (1969); b) G. Ddrhdfer u.
E. Fahr, Tetrahedron Letters 1966, 4511.

[41] Von uns aus den Réntgenstruktur-Daten von [31] errech-
nete und gebaute Briegleb-Stuart-Kalottenmodelle [42] (s. [21g]).

[42] G. Briegleb, Fortschr. chem. Forsch. I, 642 (1950).
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H H H
H _c—/—C
\Cﬁ_.c/ N\

Q— = Ribosyl

Uracil (13b) bei der Behandlung mit 6 N HCl véllig
stabil ist, bildet das dimere Uridin (/34) unter den
gleichen Bedingungen nicht nur durch Abspaltung des
Zuckerrestes das dimere Uracil (13b), sondern auch
Uracil (21¢]; d,h. hier wie auch im Falle der 6-Hydroxy-

H

Hac\c—ﬁc?\ H\ —1:1
G+ fc
H,C” § )
0 H

(21) (22)

dihydropyrimidin-Derivate kann aus dem Verhalten
der Basen kein unmittelbarer RiickschluB auf das Ver-
halten der entsprechenden Nucleoside, Nucleotide so-
wie der entsprechenden Basenteile in den Nuclein-
siuren gezogen werden. Aus diesen Befunden ergeben
sich fiir die Untersuchung der UV-Bestrahlung von
Nucleinsiduren folgende Schliisse:
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Untersuchungen mehrerer Arbeitskreise iiber den
quantitativen Zusammenhang zwischen der einge-
strahlten Strahlendosis und der durch saure Hydrolyse
erhaltenen Menge an Dimerem (I3a) oder (13b)
miissen als unsicher angesehen werden, weil die Menge
an isoliertem (13a) bzw. (13b) nicht der Menge des
in der Nucleinsdure gebildeten Dimeren entspricht
und auch Dimere entstehen konnen, die bei der Auf-
arbeitung in Monomere gespalten oder auf anderem
Wege zerstort werden (431,

Die aus Nucleinsiuren isolierten Dimeren ausschlieB-
lich aufgrund ihres chromatographischen Verhaltens
zu identifizieren, muB in jedem Fall als unsicher ange-
sehen werden. Es muB3 IR-spektroskopisch iiberpriift
werden, ob nicht doch neben den Dimeren (13a) oder
(13b) auch andere Dimere im isolierten Bestrahlungs-
produkt enthalten sind (21e, 2111,

2.2.2. Reaktionen der dimeren Thymine und
dimeren Uracile

Das dimere Thymin (13a) bildet beim Losen in 0.1 N
NaOH ein Di-Natriumsalz, das beim Erwidrmen mit
5N NaOH auf 60°C in die Diureido-Verbindung
(19a) iibergeht (21f,30a,44a,44b]  Analoge Diureido-
Verbindungen geben die Dimeren (/2a) und
(14a) (38,44a], Behandelt man (I9a) mit 40-proz.
NaOH und Brom, so entsteht Verbindung (20a), die
bei der Umsetzung mit HNO; (20b) bildet. (20a) und
(20b) liefern beim Erhitzen auf 240°C (2]) und
(22) 30a,44b], Dje Uberfilhrung von (13a) in (21)
und (22) zogen Blackburn und Davies(302,44b] zym
Beweis fiir die Struktur von (13a) heran. Im Gegen-
satz zu den dimeren Uracilen (s. Abschnitt 2.2.3)
lassen sich die dimeren Thymine mit Dimethylsulfat

HyC
5 N NaOH i NH-CO-NH,
NS R! NTI-CO-NH,
(19) fa), R' = COOY
{h), R} = CH,OH
R':cooelwz NaOH/Br,
H,C H I
H;C .
/ = -
° 0=C N-R (a), R = CO-NH,
R=H O=C / {h) R=H
AN
il Cy
N 0
(20)

in die Tetramethyl-Derivate iiberfiihren (36a,44c,44d].
Bei der Umsetzung von (13a) mit NaBHy bildet sich

[43] Instabil gegen S4ure sind die Dimeren (12b) und (I14b)
[21e, 21h] sowie (12a) und (14a) [35, 37, 21f].

[44] a) B. Witkop, Photochem. and Photobiol. 7, 813 (1968);
b) G. M. Blackburn . R. J. H. Davies, J. chem. Soc. (London) C
1966, 2239; ¢) 1966, 1342; d) R. Beukers u. W. Berends, Biochim.
biophysica Acta 49, 181 (1961).
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(19b), das bei der Oxidation mit KMnQ4 in (19a)
iibergeht (4481, Ahnlich verhalten sich die Dimeren
(12a) und (14a) gegeniiber NaBHj,.

Auch das dimere Uracil (13b) gibt beim Losen in ver-
diinnter NaOH ein Di-Natriumsalz, das beim Erwir-
men in 0.5 N NaOH auf 50 °C die Diureido-Verbin-
dung (23) bildet; (23) 148t sich durch Erwidrmen mit
verdiinnter Sdure wieder in (13b) iiberfiihren [21e,30b],
Die Umwandlungen (13g)->(19a)>(13a) und (13b) >

(23) - (13b) schlieBen die Mdglichkeit einer durchaus dis-
kutierbaren trans-Verkniipfung der heterocyclischen Ringe

Uracil21e], Auch mit Diazomethan gelang es uns
nicht, das gesuchte tetramethylierte Dimere zu er-
halten.

2.2.3. Totalsynthese der dimeren
Uracile [21h,40]

Alle vier dimeren Uracile konnten von uns durch
sterisch iibersichtliche Synthesen dargestellt werden.
Das Dianhydrid (28) geht beim Sieden in Methanol in
das Gemisch der beiden isomeren Halbester (29a)/

N C (24)
/ N\
H o]
A,
(26) v% H®
H N’H H
H
/
I
0=C H N-H
\ / c
H o k¢ (23)
(27)

[z.B. (27)] eindeutig aus. Ein derartig gespanntes Ringsystem
kdnnte zwar bei der photochemischen Dimerisierung(45],
nicht dagegen bei Siurezugabe aus (19a) oder (23) gebildet
werden.

Beim Erwirmen mit 10 N NaOH auf 50 °C gehen (23}
sowie (13b) in ein komplexes Substanzgemisch iiber,
das u.a. die Diamino-dicarbonsiuren (24) und (25)
enthalt 146], Beim Umsetzen mit Kaliumcyanat liefert
dieses neben wenig Dimerem (13b) vermutlich die
Verbindung (26), die durch lingeres Kochen mit kon-
zentrierter HC] u.a. in (13b) umgewandelt werden
kann (2lel, Bei der Methylierung von (13b) mit Di-
methylsulfat erhielten wir neben dem Dimethyl-
Dimeren (13e¢)[30b] etwas trimethyliertes dimeres

{45) Siehe dazu die von E. J. Corey, J. D. Bass, R. LeMahieu u.
R. B. Mitra, J. Amer. chem. Soc. 86, 5570 (1964), beobachtete
Bildung eines trans-verkniipften Cyclobutan-Ringes bei der UV-
Bestrahlung ecines Gemisches von 2-Cyclohexenon und Iso-
butylen.

[46]) Die Bildung von (25) und (26) sowie die Uberfiithrung von
(26) in (13b) setzen die Isomerisierung einer COOH-Gruppe am
Cyclobutan-Ring voraus. Derartige Isomerisierungen beschrie-
ben E. R. Buchman, A. O. Reims, T. Skei u. M. J, Schlatter,
J. Amer. chem. Soc. 64, 2696 (1942).
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OH®

(30a) iiber, das durch fraktionierende Kristallisation
getrennt werden kann. Die Struktur von (30a) wurde
durch Ozonolyse des a-Truxillsiureesters (33} be-
wiesen. (29a) und (30a} werden iiber die Sdurechloride
(29b) bzw. (30b) in die Azide (29¢c) bzw. (30c) iiber-
fiihrt, deren Curtius-Abbau die Isocyanate (31a) bzw.
(32a) liefert. Die Umsetzung von (3/a) und (32a) mit
NH; ergibt die Diureido-Verbindungen (31b) bzw.
(32b), die beim":Behandeln mit Sdure in die dimeren
Uracile (15b) bzw. (14b) iibergehen. Mit Methylamin
setzen sich (31a) und (32a) zu (3Ic) bzw. (32¢) um,
deren RingschluB_ die_ methylierten Dimeren (14e)
bzw. (I5¢) ergibt.

Die Synthese der cis-dimeren Uracile (12b) und (13b)
gelang auf analogem Wege. Das Dianhydrid (70) er-

[47] a) R. B. Setlow, Biochim. biophysica Acta 49, 237 (1961)
sowie [2a, 2b]; b) H. E. Johns, S. A. Rapaport u. M. Delbriick,
J. molecular Biol. 4, 104 (1962).

[48]) K. C. Smith, Photochem. and Photobiol. 2, 503 (1963).

[49] H. L. Giinther u. W. H. Prusoff, Biochim. biophysica Acta
149, 361 (1967).

[50) H. Ishihara, Photochem. and Photobiol. 2, 455 (1963).
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(29} (a), R = OH (30)
(b), R = Cl
(c)r R = N3
JOCH; JOCHj
0=C H R!
H
4
1 H
{ R €=0
OCH; OCH;s
(31) (aj, Rl = N=C=0 (32)

(b}, Rl = NH-CO-NH;
(c), Rl = NH-CO-NHCH;

1 1

(15b) (14b)

Schema 2,

gibt beim Sieden in Methanol das Gemisch der Halb-
ester (71a) und (72a), die iiber die Reaktionsschritte
(71a)—>(71b) ~(71c)~>(73a)—~>(73b) bzw. (72a)—
(72b)—>(72c) ~(74a) ~(74b) in die cis-dimeren Ur-
acile (12b) bzw. (13b) iiberfithrt wurden[*], Das so
erhaltene cis/anti-dimere Uracil (12b) ist mit dem von
uns bei der UV-Bestrahlung von Uridin erhaltenen
Dimeren identisch (21,391 (s, Abschnitt 2.2.1) und be-
stitigt damit dessen Struktur.

2.2.4. Dimere Cytosine und Mischdimere

Die Frage, ob Cytosin als Base oder als Bestandteil
von Nucleinsduren zur Dimerisierung befihigt ist und
welche der vier moglichen Dimeren entstehen, konnte
bisher nicht eindeutig gekliart werden. Die experimen-
tellen Befunde sprechen dafiir, daB eine Dimerisie-
rung in Dinucleotiden(12,51,105] ynd Nucleinsdu-

[*] Ergénzung bei der Korrektur.

[51] P. V. Hariharan u. H. E. Johns, Canad. J. Biochem. 46, 911
(1968).
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Cc=0 (70)

o=c_ / =C
~o o
H gy H H gy H
H ﬁ‘\7k H t{\7(
C=0 C=0
0=C c=0 4 =C /
0=C \ / R 0=C \ C=0 R
‘R OCH; OCHjs ocH OCH i’
(71) (a), R = OH (72)
(b), R = Cl
(c)y R=N3 1
H H H H H H
H H
R
= . 0=C
B O C\ £=0 0=C_ NOCH
OCH; OCH; OCH; 3
(73) (a), R = N=C=0 (74)

(), R = NH-CO-NH;

l

(12b) (13b)

ren(52-551 z B. zum Dimeren (34) moglich ist, das
dann als Derivat des Dihydrocytosins leicht thermisch
zu (13b) desaminiert wird. Eine Isolierung eines di-
meren Cytosins gelang in keinem Fall. Bei der UV-
Bestrahlung von Cytosin, Cytidin und Cytidylsidure in
der Eismatrix bildet sich entweder gar kein dimeres
Uracil-Derivat [21f,14, 501 oder nur so wenig (48,491, daB
in diesen Fillen auch eine unmittelbare photochemi-
sche Desaminierung mit anschlieBender Dimerisierung
in Betracht gezogen werden muf (15],

Bestrahlt man Thymin/Uracil-Gemische in der Eis-
matrix mit UV.-Strahlung, so erhilt man neben di-
merem Thymin (/3a) und dimerem Uracil (13b) ein
Uracil/Thymin-Mischdimeres [21f,27¢,48,56-581, Es ist
mit dem bei der Bestrahlung von DNA erhaltenen
Mischdimeren identisch [59), das vermutlich durch Des-

[52] a) R. B. Setlow u. W. L. Carrier, Nature (London) 213, 906
(1967); b) J. K. Setlow, M. E. Boling u. F. J. Bollum, Proc. nat.
Acad. Sci. USA 53, 1430 (1965).

[53] H. Dellweg u. A. Wacker, Z. Naturforsch. 175, 827 (1962).
[54] V. Merriam u. M. P. Gordon, Photochem. and Photobiol.
6, 309 (1967).

[55] R. B. Setlow u. W. L. Carrier, J. molecular Biol. /7, 237
(1966).

[56] K. C. Smith, Biochem. biophysic. Res. Commun. 25, 426
(1966).

[571 A. Wacker, D. Weinblum, L. Trdger u. Z. H. Moustafa,
J. molecular Biol. 3, 790 (1961).

[58] K. C. Smith [48] beschrieb die Bildung von zwei Misch-
dimeren.

[59) D. Weinblum, Biochem. biophysic. Res. Commun. 27, 384
(1967).
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N-H Desaminierung (13b)

NH,-C_ Hz % N-
N\ N--/—C
N .
(34)

aminierung eines Cytosin/Thymin-Mischdimeren ent-
steht [52,55,59-64,105), Weinblum 59 diskutiert fiir das
Uracil/Thymin-Mischdimere die Struktur (36}, so daB
dem Cytosin/Thymin-Mischdimeren die Struktur (35)
zukommen muB. Bei der UV-Bestrahlung eines Ge-
misches von Uridin und Thymidin in der Eismatrix
erhielten wir neben den dimeren Uridinen und Thymi-
dinen mehrere Thymidin/Uridin-Mischdimere, die bei
der Hydrolyse neben (36) drei weitere Thymin/Uracil-
Mischdimere ergaben [21f,21g],

2.3. Andere photochemische Reaktionen [65]

Von mehreren Autoren sind Hinweise erbracht worden,
daB neben der photochemischen Wasseraddition an
die 5,6-Doppelbindung und der Bildung von Dimeren
bei der UV-Bestrahlung von Nucleinsiuren noch an-
dere photochemische Reaktionen ablaufen. So werden
bei der Bestrahlung von DNA, Dinucleotiden und
Thymin in der Eismatrix Photoprodukte mit einem
spezifischen Absorptionsmaximum um 320 nm ge-
bildet [48,66-70), Wang und Varghese 67,681 diskutier-

mker, H. Dellweg u. E. Lodemann, Angew. Chem. 73,
64 (1961).

[61] G. M. Blackburn u. R. J. Davies, J. Amer. chem. Soc. 89,
5941 (1967).

1621 G. L. Whitson, A. A. Francis u. W. L. Carrier, Biochim.
biophysica Acta 161, 285 (1968).

[63]) A. J. Varghese u. S. Y. Wang, Science (Washington) 156,
955 (1967).

[64] K. C. Smith, B. Hodgkins u. M. E. O’Leary, Biochim. bio-
physica Acta 114, 1 (1966).

[65] Purine sind gegeniiber UV-Strahlung wesentlich bestindiger
als Pyrimidine. Spezifische Reaktionen wurden nicht gefunden;
siche dazu die Lit.-Zitate bei J. S. Connolly u. H. Linschitz,
Photochem. and Photobiol. 7, 791 (1968).

[66] M. L. Pearson, F. P. Ottensmeyer u. H, E. Johns, Photo-
chem. and Photobiol. 4, 739 (1965).

[67) A. J. Varghese u. S. Y. Wang, Science (Washington) 160,
186 (1968).

[68] S. Y. Wang u. A. J. Varghese, Biochem. biophysic. Res.
Commun. 29, 543 (1967).

[69] A. Haug, Photochem. and Photobiol. 3, 207 (1964).

[70] H. E. Jokns, M. L. Pearson, C. W. Helleiner u. D. M. Logan,
Symp. Fundamental Cancer Res. 18, 29 (1964); Chem. Abstr.
63, 3213 (19695).
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ten fiir das bei der UV-Bestrahlung von Thymin in der
Eismatrix erhaltene Produkt (Amax = 316 nm) die
Struktur (37) [71], Beim Erwidrmen mit Sdure geht (37)
in (38) iiber. Ein dhnliches Produkt der Struktur (39)
wurde von ihnen (681 bei der Hydrolyse von UV-be-
strahlter DNA nachgewiesen. Der Uracil-Rest der
Substanz stammt vermutlich aus dem Cytosin-Teil
der DNA (681,

% c 9
H,
Loz 2 WoN
H-N lC~0H H-N E;’CHS
_ —H
o* \I}I’C (|3H3 H® O/’C\l\ll'c (|3H3
H cl:'rC\\(I:_H -H,0 H cli/C\\?-H
N\c":,N-H N\%:,N'H
(37) 0 (38) o
o}
(“Z CH,
H-N-~C7 78

(39) O

Ein zu (38) analoges Produkt des Uracils haben wir
méglicherweise bei der Dimerisierung von Uridin in
der Eismatrix erhalten!21e,76), Bei der UV-Bestrah-
lung von Thymin wurde die Bildung von Dihydro-
thymin (73] und die Oxidation der CH3-Gruppe [74,75]
beobachtet.

[71] Siehe [72].

(72] H. E. Johns, M. L. Pearson,J. C. LeBlanc u. C. W. Helleiner,
J. molecular Biol. 9, 503 (1964).

[73] T. Yamane, B. J. Wyluda u. R. G. Shulman, Proc. nat. Acad.
Sci. USA 58, 439 (1967).

[74] R. Alcdntara u. S. Y. Wang, Photochem. and Photobiol. 4,
473 (1965).

{751 S. Y. Wang u. R. Alcdntara, Photochem. and Photobiol. 4,
477 (1965).

{76] Die Moglichkeit der Bildung von Dimeren ohne Cyclo-
butan-Ring diskutieren auch P. V, Hariharan u. H. E. Jokns,
Photochem. and Photobiol. &, 11 (1968).
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3. Einwirkung ionisierender Strahlung auf
Nucleinsiiuren und deren Bestandteile(77]

Im Gegensatz zu Prozessen, die durch UV-Strahlung
ausgeldst und durch die Wellenlédnge der verwendeten
Strahlung selektiv beeinfluBt werden, verlaufen die
durch ionisierende Strahlung verursachten Vorgidnge
wesentlich komplexer. Es miissen mehrere Reaktions-
moglichkeiten in Betracht gezogen werden:

Die unmittelbare Wechselwirkung der Strahlung mit
der Nucleinsiure (N—M). Sie fiihrt zur Positivierung
des Nucleinsdure-Stranges an der ,,getroffenen* oder
einer benachbarten Stelle und zur Bildung von Radi-

(N-M)® + O

7 N

> (N-M)¥

N

Ne + M-

kalen [Gl. (1)]. Die Natur und das chemische Verhal-
ten der Reaktionsprodukte (N—M)®, Ne, M+, N®, M ©
hiangen von der Stelle ab, an der die Nucleinsdure
,.getroffen* worden ist, d.h. das Makromolekiil der
Nucleinsdure kann eine Vielzahl sehr verschiedener
Spezies (N-M)®, Ne¢, Mes, N® M®? liefern. Die in
Freiheit gesetzten Elektronen, die nun wiederum die
Nucleinsdure angreifen kénnen, komplizieren das Re-
aktionsgeschehen weiter.

Die Wechselwirkung zwischen der Strahlung und an-
deren Zellbestandteilen. Entsprechend Gleichung (1)
entstehen radikalische sowie ionische Teilchen, die
ihrerseits die Nucleinsiure angreifen konnen.

Die Wechselwirkung zwischen der Strahlung und dem
Wasser. Sie fiihrt in geringem AusmaB direkt zu HO-
und H-Radikalen (78], {berwiegend zu H;0® und
Elektronen [Gleichungen (2) und (3)]. Die Elektronen
konnen nun mit Wasser weitere H,O ®-Teilchen bil-
den, wobei sie in Elektronen geringerer Energie(eg ")
{ibergehen und weiter Elektronen (e2) freisetzen. Die
Wechselwirkung zwischen der ionisierenden Strah-
lung und dem Wasser 13st so eine Lawine von H,0 ©-
Teilchen und Elektronen verschiedener Energie aus.
Die Reaktionsfolge kommt zum Stehen, wenn die
Energie der Elektronen unter etwa 30 eV gesunken ist.
Die Elektronen werden dann ,,eingefangen* und als
thermische Elektronen durch Hydratisierung stabili-
siert (eRyqr). Thre Energie verlieren sie u.a. durch
Bildung von H-Radikalen [G]. (6) [79]].

[771 a) Siehe J. J. Weiss in J. N. Davidson u. W. E. Cahn: Pro-
gress in Nucleic Acid Research. Academic Press, New York
1964, Bd. 3; b) Die Bestrahlung von Nucleinsduren sowie deren
Bestandteile im trockenen Zustand oder in der Eismatrix bei
tiefer Temperatur und die ESR-spektroskopische Untersuchung
der Bestrahlungsprodukte wurden hier nicht diskutiert, siche
dazu A. Miiller: Progress in Biophysics and Molecular Biology,
Pergamon Press, Oxford 1967, Bd. 17, S. 99; A. D. Lenherr u.
M. G. Ormerod, Biochim. biophysica Acta 166, 298 (1968);
W. Bernhard u. W. Snipes, Proc. nat. Acad. Sci. USA 59, 1038
(1968); J. chem. Physics 46, 2848 (1967).

[78] Siehe dazu E. J. Hart, Science (Washington) 146, 19 (1964);
D. C. Walker, Quart, Rev. (chem. Soc., London) 27, 79 (1967).
[79]1 Vereinfachte Darstellung; Ubersicht {iber Primérprozesse

und Hinweise auf weitere Literatur siche H. Heusinger, Chimia
22, 277 (1968).
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N- + M®8 + N® 1+ M. (1)

H0 ~~—» H,0* — HO- + H- @

H30 ~—> H;0* —> H;00+ &5 €))
H,O* + eg'
€5 + H;0 — 7 TR HO- + H- @
T H;0%+¢e5 + S
H;0® + H,0 > HO* + H;0° (5
eHydr. + H30® > He+ H20 (6

Enthalten die bestrahlten Systeme Sauerstoff, so ver-
laufen zusétzlich die in Gleichung (7) bis (9) formulier-
ten Reaktionen,

effydr. + 02 —> 0° Q)
H-+4 O3 — HO;* 8)
HO;* + H0 > 0% + H;09® ©)]

Insgesamt ergeben sich fiir die bei der Bestrahlung
von} Nucleinsduren mit ionisierender Strahlung ab-
laufenden Prozesse folgende Moglichkeiten:

Der entsprechend Gl (1) unspezifische, chemisch
wegen seiner vielfiltigen Moglichkeiten schwer zu er-
fassende ,,Treffer* direkt an der Nucleinsiure.
Reaktionen der Nucleinsdure mit den aus Wasser ent-
stehenden Teilchen H-, HO-, H,09, e?,,d,_ sowie mit
aus anderen Zellbestandteilen entsprechend GI. (1)
erhaltenen reaktiven Partikeln.

L

Abb. 1. Schematische Zeichnung der Bestrahlungsanlage (Physikalisches
1nstitut der Universitit Wiirzburg). Zeichnung nicht maBstabsgerecht.

a: Bandgenerator, b: Beschieunigungsrohr, c: Vakuumpumpen, d: Ma-
gnetische Strahlfiihrungselemente, e: Austrittsfenster, f: Kiivette, g:
Stromintegrator.

Die Einwirkung ionisierender Strahlung auf wiBrige
Nucleinsiurelésungen fiihrt demnach zu einer Vielzah!
von Reaktionen, die zudem noch von weiteren Fak-
toren wie Art der Strahlung, Strahlendosis und deren
zeitlicher Verteilung, Konzentration und pH-Wert der
Losung abhingen und die bei der Bestrahlung von
Zellen und groBeren biologischen Objekten zuneh-
mend komplizierter werden. Wir haben uns vor allem
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] R
N Oy (47)
Ce C-H
2 -
O N Ny
H
H;0® kﬂzo) ‘WQ
0o o}
i R i R T =R S
O o Co’ Co/ c.8
H 1:1 C\H Hyde H'l\'l \?\H H'I\I] \?' ©“Hydr. H-l\ll’ \(;\R
o*SnEH oSy H ooy SH oSy
| | ) H | H
H H H H
(44) (43) (46) (45)
e 1,09
% = T 9 S
R
L~z Cy, -
H-N""clyg /0 H-N-CN¢7 yar. H-N’C‘CJ/'R H-NC el
| 1 ] 1! —_— t [ |

HO*(H,0)
0 o] o)
g 1 R ]
H-N""~C-OH H;00® H-N‘C‘c‘:io}{ H-I\'I’C‘?-CH,,OH (a), R =H
G - P —OH - b), R = CH
o y Coy ReH O o ‘1}1'C\H 0’/C‘1:1’C H (b) 3
H H H
(53) (54) (55)

Schema 3. Reaktionen bei der Bestrahlung von Uracil und Thymin [96] mit ionisierender Strahlung in entgaster widBriger Losung {82].

mit den chemischen Vorgéngen befaBt, die bei der Be-
strahlung von Nucleinsdurebestandteilen in wiBriger
Losung ablaufen [2¢,80), Die Untersuchungen anderer
Autoren hatten gezeigt, daB groBe Strahlendosen
(liber 106 rad) nétig sind, um mg-Mengen an Bestrah-
lungsprodukten zu erhalten. 60Co-Quellen und Ront-
genrohren liefern in der Regel jedoch kaum mehr als
1000 rad/min. Um die fiir die Strukturuntersuchungen
benétigten Substanzmengen zu erhalten, sind also
lange Bestrahlungszeiten nétig. Das hat zur Folge, dal
die thermisch instabilen Bestrahlungsprodukte be-
reits withrend der Bestrahlung zerfallen und nicht iso-
liert werden konnen. Die bei der Bestrahlung in wiB-
rigen Systemen nach den Gleichungen (4)—(6) ablau-
fenden Vorginge konnen auch unter Umgehung der
Prozesse (2) und (3) durch direktes EinschieBen von

[80] a) B. Ldsche, Diplomarbeit, Universitit Wiirzburg 1966;
b) G. Roos, Diplomarbeit, Universitit Wiirzburg 1967; c) E. Fahr,
W. Rohlfing u. B. Leitermeier, unverdffentlichte Versuche.
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Elektronen in das wiBrige System [Primirvorgang
entsprechend Gl. (4)] ausgelost werden [81],

Wir haben deshalb die Bestrahlungen auf folgendem Wege
ausgefilthrt (s. Abb. 1)[80); Die Elektronen werden in einem
Beschleunigungsrohr mit der Spannung eines Bandgenerators
(ca. 1 MV) beschleunigt und in einem System von magneti-
schen Linsen fokussiert. Am Ende des Systems treten sie
durch ein Al-Fenster (ca. 0.33 mm stark) in die Luft aus
(Energie der Elektronen nach dem Austritt ca. 800 keV;
Durchmesser des Strahls ca. 1—2 mm). Einige Zentimeter
hinter dem Austrittsfenster befindet sich die Bestrahlungs-
kiivette aus Geriteglas (3.5 - 4.5 -10cm), in deren Breit-
seite ein 0.02 mm dickes Al-Fenster (Durchmesser 2.8 cm)
eingesetzt ist, das als Sammelelektrode fiir die eingeschossene
Ladung dient. Das Fenster ist mit einem elektronischen
Stromintegrator verbunden, mit dem die Zahl der einge-
schossenen Elektronen bestimmt werden kann. In der Regel
verwendeten wir Dosisleistungen von 8000 bis 9000 rad/s
(Bestrahlungszeiten von ca. 1 bis 3 min). Die L&sungen

[81] Feinere Unterschiede der Wirkung kdnnen sich aus den
Unterschieden in der Spektralverteilung der Elektronen bei
Elektronen-, Rontgen- und y-Strahlung ergeben. Wie die Durch-
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wurden wihrend der Bestrahlung intensiv magnetisch ge-
rithrt und nach der Bestrahlung sofort eingefroren. Die
Trennung der Bestrahlungslésungen erfolgte diinnschicht-,
papier- oder siulenchromatographisch; die Identifizierung
der Bestrahlungsprodukte wurde in der Regel IR- und UV-
spektroskopisch, z.T. auch NMR- und massenspektro-
skopisch ausgefiihrt.

3.1. Uracil, Thymin und Cytosin

Bei der Bestrahlung wiBriger Losungen von Uracil,
Thymin und Cytosin in Abwesenheit von Sauerstoff
bilden sich die in Schema 3 und 4 angegebenen Pro-
dukte, die vor allem durch den Angriff von H- und/
oder HO-Radikalen sowie von efyq,. an der 5,6-

Doppelbindung des Pyrimidin-Systems entstehen (16,
80,83-901_

Da die Bildung der reaktiven Teilchen und die Reaktivitat
der eingesetzten Pyrimidine gegeniiber den Radikalen und
dem efjyq;, vom pH-Wert der Losung abhiingig sind, wer-
den auch die in Schema 3 und 4 angegebenen Reaktionsab-
ldufe zum Teil stark vom pH-Wert beeinfluBt 911, Theore-
tisch lassen sich diese Reaktionen sowohl durch den Angriff
von H- oder HO-Radikalen als auch unter Beteiligung von
eﬁyd,. forraulieren. Da bis jetzt noch keine systematischen
Untersuchungen vorliegen, die in allen Fillen eine Unter-
scheidung zwischen den beiden Mé&glichkeiten erlauben,haben
wir fiir das Uracil und Thymin beide Mdaglichkeiten, fiir
Cytosin der Ubersichtlichkeit wegen nur die Reaktion iiber
Radikale formuliert.

Bei der Bestrahlung von Uracil entstehen durch for-
male Addition von zwei H-Radikalen Dihydrouracil
(47a)192), von zwei HO-Radikalen die instabilen
Uracilglykole (54a), die leicht in Isobarbitursdure

rechnung der Elektronenspektren durch D. Harder, Intern. atomic
Energy Agency, Wien Techn. Rep. Ser. 58, 140 (1966), zeigte,
sind die Unterschiede zwischen der Bestrahlung mit Elektronen
von 1 MeV Anfangsenergie und der mit 69Co-y-Strahlung sehr
gering. Dagegen ergibt das Elektronen-Spektrum fiir Rontgen-
strahlung mit 100 und 200 kV Réhrenspannung deutlich Ab-
weichungen.

[82] In Schema 3 und 4 sind die wichtigsten bei der Bestrahlung
entstehenden Substanzen angegeben; weitere Bestrahlungspro-
dukte siehe R. Pleticha-Lansky u. J. J. Weiss, Analyt. Biochem.
16, 510 (1966); K. C. Smith u. J. E. Hays, Radiat. Res. 33, 129
(1968).

[83] G. Scholes u. R. L. Willson, Trans. Faraday Soc. 63, 2983
(1967).

[84] M. N. Khattak u. J. H. Green, Int. J. Radiat. Biol. 11, 131
(1966); Chem. Abstr. 65, 20476 (1966); ibid. 11, 137 (1966);
Chem. Abstr. 65, 20476 (1966); ibid. 11, 577 (1966); Chem. Abstr.
67, 50837 (1967).

[85] C. Nofre u. A. Cier, Bull. Soc. chim. France 1966, 1326.
[86] B. Ekert, Nature (London) 194, 278 (1962).

[87] B. Ekert u. R. Monier, Nature (London) 188, 309 (1960).
[88] G. Scholes u. J. Weiss, Nature (London) 185, 305 (1960).
{891 N. P. Krushinskaya, Radiobiologiya 5, 645 (1965); Chem.
Abstr. 64, 3939 (1966).

[90] S. Apelgot, B. Ekert u. A. Bouyat, J. Chim. physique Phy-
sicochim. biol. 60, 505 (1963).

[91] Siehe dazu C. L. Greenstock, M. Ng u. J. W. Hunt, Ad-
vances Chem. Ser. 1968, Nr. 81,397; D. Heitkamp u. O. Merwitz,
Z. Naturforsch. 23b, 579 (1968).

[92] Bei der Bestrahlung von Dihydrouracil in waBriger Lésung
mit 60Co-y-Strahlung in Gegenwart von Luft wurde die Bildung
von Uracil sowie der Uracil-Bestrahlungsprodukte (4/a), (48a),
(53) und (54a) beobachtet, siche G. Vincendon, A. Cier u. C.
Nofre, Bull. Soc. chim. France 1965, 1997; W. Snipes u. W. Bern-
hard, Radiat. Res. 33, 162 (1968).

[93] Analoges gilt fiir die entsprechenden Verbindungen des
Thymins und Cytosins.
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(53) iibergehen, und durch H- und HO-Addition 5-
bzw. 6-Hydroxy-dihydrouracil (48a) bzw. (4la).

Der Mechanismus der Bildung der Hydroxyverbin-
dungen (48a) und (41a) 93] ist ungeklirt. Eine gleich-
zeitige Addition von He und HO* erscheint uns wenig
wahrscheinlich. Gegen eine sukzessive Addition der
beiden Radikale spricht ihre geringe Lebensdauer.
Eine Umsetzung entsprechend

(43a)/(46a) + H,O -> (4la)/(48a) + H*
und
(50a)/(51a) + HyO - (4la)/(48a) + H.

diirfte wegen der Resonanzstabilisierung der Radikale
(43a)|(46a) und (50a)/(51a) kaum moglich sein. Am
wahrscheinlichsten erscheint uns die Umsetzung von

? T o
H H
1oy g Hy et
-C. L-H ¢C\ LC-H
07 N ™y 07 Ny
H
(47a) (48a)
NH, NH,
| H | OH
DA / /C\ /
I\|I/ (I:\H I\Ij/ (I:\H
2C...CT _C...C-H
I\ T A i
N Ny
(56) \ / (57)
NH. (@]
& ¢
I‘{’ \ﬁ:'H Desaminierung H'I‘II’ \?'H
O//C\I}],C‘ H Oéc\l}I,C'H
H H
NH, l}IHa
OH 34
L Co~/
i s
-OH e
07CnC< oSy COH
1 H i H
H
(58) (59)
(o] (o]
I /OH él: 11
I{_I\II/ \E\H H_b‘]a \C‘}[
O¢C\N' ~OH O’C\N’C:OH
| H | H
H H
(54a) (41a)

Schema 4. Reaktionen bei der Bestrahlung von Cytosin [96] mit ioni-
sierender Strahlung in entgaster wiBriger Losung [82].

(50a) bzw. (5la) mit efyq, zu den Anionen (49a)
bzw. (52a), die dann zu (41a) bzw. (48a) protoniert
werden.

Angew. Chem. | 81. Jahrg. 1969 | Nr. 16



Analog verlaufen die Umsetzungen beim Thymin.
Hier lassen sich die stabilen cis- und trans-Thymin-
glykole (54b) nachweisen. Bei sehr hohem pH-Wert
iiberwiegt die Bildung von (55), vermutlich weil das
resonanzstabilisierte System des bei diesem pH-Wert
vorliegenden Thymin-Dianions dem Angriff an der
5,6-C=C-Bindung ausweicht 94,

Beim Cytosin fiihrt die Addition von H- und/oder
HO-Radikalen zu Derivaten des instabilen 5,6-Di-
hydrocytosin-Systems (56)—(59), die unter Desami-
nierung in die entsprechenden Dihydrouracil-Derivate
(41a), (47a), (48a) und (54a) iibergehen.

Wird in Gegenwart von Sauerstoff bestrahlt, so ent-
stehen Peroxide (86-90,95], Beim Thymin wurden die
Peroxide (60) und (61) erhalten, deren Struktur durch
unabhingige Synthese bewiesen werden konnte (95],

Rl
|
C
2 -N,
N \E \C-OH
R/C\N/ *]I“/
R?
4 B
|
YN o \ R
3 -~ Y > - ~
RIC‘N/C I}\, Q@ R/C\ C 1}{ OH
R? & 2
(64) 8 (69)
Q
Rl
[ 1
PO
R/CkN/C‘N/ \OH Rl H
.OH -OH ]|22 ) |
oder H* N;C\C/N\Cw
] i
Cy  Co  H
R N \I]!;H
(63 B
1
R! Rl
1 ! .
N’C\C'N\\ N’C\C‘N\ H
S LS s A YOH
RN TH H R”N’ Nlli B
—C ° C C
CH-0O CH,-O
s ud\, 0@ V/on nd\, o ®
~
N\, H LN
(65) (66)
Rl 1 Rl
¢ ~erop 1 ¢
1}}5 \g-N H 92b] 1\'1; \I(I;—N\\C + (69)
' an? X o
R/C\N,C N ];I\HCH'O‘® R/C\N,C N’ hCH‘O'@)
] ]
C——C / \ C——-C
j
C/ OH H&)\C C/ 6H HC‘)\C
H’ \o/ “H BN, H
(67) (68)

{94] L. S. Myers jr., J. F. Ward, W. T. Tsukamoto u. D. E,
Holmes, Nature (London) 208, 1086 (1965).

[95) B. Ekert u. R. Monier, Nature (London) 184, BA 58 (1959).
[96] Die hier angegebenen Reaktionsabliufe gelten auch fir die
entsprechenden Nucleoside und Nucleotide [80]; jedoch kommt
es hier wie bei den Purin-Nucleosiden und -Nucleotiden auch zur
Abspaltung des Zuckers bzw. Zuckerphosphat-Restes [97].

[97) Der Ribose-Rest ist empfindlicher als der Desoxyribose-
Rest [94].
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In analoger Weise liefert Cytosin das Peroxid (62), das
in Cytosin- und Uracilglykole zerfallt [87),

3.2. Purine

Purine sind gegen ionisierende Strahlung bestindiger
als Pyrimidine (982,99}, Der Angriff der Radikale er-

{a), R=H, Rl=NH,, R2= Ribosyl(Desoxyribosyl) oder Ri-
bosyl(Desoxyribosyl)phosphat; (5), R=NH;, Rl=OH, R2=
Ribosyl(Desoxyribosyl) oder Ribosyl(Desoxyribosyl)phosphat
Schema 5. Reaktionen bei der Bestrahlung von Purin-Nucleotiden mit
ionisierender Strahlung in waBriger Losung.

[98] a) G. Hems, Nature (London) 186, 710 (1960); b) /181, 1721
(1958).

[991 J. J. Conlay, Nature (London) 197, 555 (1963).
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folgt am Imidazolring und verliduft unter Bildung der
Triamino-Derivate (63) (R2 = H)[98,99,1011 (g
Schema 5). Weiter wurde auch Desaminierung beob-
achtet.

Bei der Bestrahlung von Purin-Nucleosiden und -Nu-
cleotiden greifen die Radikale zum Teil am Zucker-
rest [97-100,102b) — wobei die Purinbase in Freiheit
gesetzt wird — in der Hauptsache jedoch am Purin-
System unter Bildung der Pyrimidin-Derivate (63)
an(98,102b), (63h) konnte bei der Bestrahlung von
DNA nachgewiesen werden. Peroxide wurden auch
bei der Bestrahlung in Gegenwart von Sauerstoff
nicht gefunden.

Keck und Hagen fanden bei der Bestrahlung von
Purin-Nucleotiden (102, daB durch priméren Angriff
von H- oder HO-Radikalen am C-5- oder C-8'-
Atom die Radikale (65), (66) und (67) entstehen.
(66) und (67) disproportionieren jeweils unter Bil-
dung von (68) und (69); (69) geht in (63) iiber
(s. Schema 5).

4. Diskussion der molekularen Ursachen
biologischer Strahlenschiden(103

Die in den Abschnitten 2 und 3 geschilderten Befunde
wurden an den Basen sowie deren Nucleosiden und
Nucleotiden gewonnen. Wir vermuteten, daB sich
diese Aussagen nicht unbeschrinkt auf Nucleinsduren
iibertragen lassen (Abschnitt 2.1). Es ergeben sich da-
mit die folgenden Fragen:

Sind die an den Basen sowie an deren Nucleosiden
und Nucleotiden erzielten photochemischen und
strahlungschemischen Erkenntnisse nur fiir diese
giiltig oder laufen die Reaktionen auch bei der Be-
strahlung der Nucleinsiduren ab?

Kann man diesen photochemischen und strahlungs-
chemischen Reaktionen bestimmte biologische Schi-
den zuordnen?

Beide Fragen sind vor allem fiir die UV-Strahlung
eingehend bearbeitet [104] und z.T. recht eindeutig be-
antwortet worden. Die Frage nach der Wirkung der

[100] G. Scholes, R. L. Willson u. M. Ebert, Chem. Commun.
1969, 17.

{101} C. A. Ponnamperuma, Dissertation, University of Califor-
nia 1962, zitiert nach [102b].

[102] a) K. Keck u. U. Hagen sowie H. Friebolin, Naturwissen-
schaften 53, 304 (1966); b) X. Keck, Z. Naturforsch. 235, 1034
(1968).

[103) Im folgenden verwandte Abkiirzungen: Dimere wurden

mit einem Bogen [z.B. UU = dimeres Uracil (Angabe ohne Aus-
sage hinsichtlich der rdumlichen Struktur des Dimeren)}, Wasser-
additionsprodukte mit * (z.B. C*) gekennzeichnet; Poly-U =
Poly-Uridylsture, Poly-C = Poly-Cytidylsiure; UpU = Uridylyl-
(3'—5")-uridin, TpT = Thymidylyl-(3'—5‘)-thymidin, CpC =
Cytidylyl-(3’'~5°)-cytidin; ATP, GTP = Adenosin- bzw. Guano-
sin-triphosphat.

[104] Siehe dazu auch [2, 134] und a) £. M. Witkin, Science
(Washington) 752, 1345 (1966); b) K. C. Smith, Proc. 3. Intern.
Congr. Radiat. Res. Cortina d’Ampezzo, S. 756 (1966); ¢) K. C.
Smith, Radiat. Res. Suppl. 6, 54 (1966); d) S. Y. Wang, Federat.
Proc. 24, S-71 (1965); e) R. B. Setlow, Science (Washington) 153,
379 (1966); f) D. Shugar, Israel J. med. Sci. 1, 1347 (1965);
g) W. Szybalski, J. Arkansas med. Soc. 62, 488 (1966).
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ionisierenden Strahlung ist dagegen weitgehend un-
geklirt.

Der Nachweis, daB einzelne Basen bei der UV-Be-
strahlung von DNA (1051 in vitro und vivo dimerisieren,
wurde bereits unmittelbar nach der Entdeckung der
Dimerisierung in der Eismatrix erbracht. So konnten
Wacker, Dellweg und Weinblum(107) sowie andere
Autoren (53,108,109) nachweisen, daB eine Substanz im
DNA-Hydrolysat UV-bestrahlter Bakterien die glei-
chen chromatographischen Eigenschaften wie dimeres
Thymin hat.

Es wurde auch ein Mischdimeres UP’\I‘, das durch Des-

aminierung von CT entstehen soll, bei der Bestrahlung
von Bakterien nachgewiesen (60,611,

Die Dimerisierung zum cis/syn-Dimeren (13a), die
zwischen zwei benachbarten Basen des gleichen Einzel-
stranges erfolgt, verursacht eine Hemmung der DNA-
Reduplikation {1111 ynd veridndert das Verhalten der
Nucleinséure bei der enzymatischen Hydrolyse. Dabei
entstehen enzymatisch nicht weiter zu spaltende, das
Dimere enthaltende Oligonucleotide [111-113,123a] de-
ren Art von der Basenzusammensetzung der DNA,
der Wellenlinge und der Dosis der verwendeten
Strahlung abhingig ist.

Die Bildung von Dimeren in der DNA erlaubt eine
Deutung der bekannten Reaktivierungen UV-geschi-
digter Mikroorganismen (Reaktivierung durch kurz-
wellige UV-Strahlung, enzymatische ,,Dunkel*-Reak-
tivierung, Photo-Reaktivierung) (1141,

Bei der Reaktivierung durch Bestrahlen mit kurzwelli-
ger UV-Strahlung (ca. 230 nm) werden die Dimeren
in Monomere gespalten [1151; dementsprechend ist die

[105] Die Vorginge bei der UV-Bestrahlung von Dinucleotiden

wurden von H. E. Johns et al. [12, 72, 51, 66, 76, 106} studiert

und mit detaillierten kinetischen Messungen belegt. Sie konnten

zeigen, daB TpT [103} zwei Dimere bildet. Beim UpU und CpC

erfolgen Wasseradiition (z.B. zu C*pC, CpC* und C*pC*) und

7~~~

Dimerisierung nebeneinander. Die CpC-Dimeren desaminieren
—

zu UpU-Dimeren.

[106] I. H. Brown, K. B. Freeman u. H. E. Johns, J. molecular

Biol. 15, 640 (1966).

{1071 4. Wacker, H. Dellweg u. D. Weinblum, Naturwissen-

schaften 47, 477 (1960).

[108] a) D. L. Wulff, J. molecular Biol. 7, 431 (1963); b) E. Ben-

Hur u. R. Ben-Ishai, Biochim. biophysica Acta 166, 9 (1968);

c¢) A. Wacker, H. Dellweg u. D. Jacherts, J. molecular Biol. 4,

410 (1962); d) 4. J. Varghese u. S. Y. Wang, Nature (London)

213, 909 (1967).

[109] Von E. Ben-Hur u. R. Ben-Ishai [108b] wurde nachgewie-

sen, daB bei der UV-Bestrahlung von DNA auch etwas trans/

anti-dimeres Thymin (/4a) gebildet wird; siche G. M. Blackburn

uw. R. J. H. Davies, Biochem. biophysic. Res. Commun. 22, 704

(1966).

[110] M. Pearson, D. W. Whillans, J. C. LeBlanc u. H. E. Johns,

J. molecular Biol. 20, 245 (1966).

(111} P. Howard-Flanders, 1dengaku Zasshi, Suppl. 40, 256

(1965); Chem. Abstr, 65, 12536 (1966).

{112] R. B. Setlow, W. L. Carrier u. F. J. Bollum, Biochim. bio-

physica Acta 97, 446 (1964).

[113} H. Deliweg, Strahlentherapie /35, 504 (1968); Chem. Ab-

str. 69, 8449 (1968).

[114] Eine Reaktivierung nur durch Temperaturerhdhung be-

schrieben I. Pietrzykowska u. D. Shugar, Acta biochim. polon.

11, 79 (1964).

[115] R. B. Setlow u. J. X. Setlow, Proc. nat. Acad. Sci. USA 48,

1250 (1962).
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Abb.2. Schema der enzymatischen Dunkel-Reaktivierung [(a)—(d) s. Text].

Menge an dimerem Thymin, die bei der UV-Bestrah-
lung in der DNA gebildet wird, von der Wellenlinge
der Strahlung abhiingig(116,132al (s, Abschnitt 2.2,1).

Die enzymatische Reaktivierung (im Gegensatz zur
Photo-Reaktivierung auch ,,Dunkel-Reaktivierung*
genannt) gehort zu den interessantesten Reaktivie-
rungsphinomenen (1171 (Abb. 2).

Durch Angriff eines Enzyms wird eine Phosphatbin-
dung des durch die Dimerisierung geschidigten DNA-
Doppelstranges getffnet [(a) und (b)). Ein anderes
Enzym schneidet das dimere Stiick, beginnend an dem
dimeren Nucleotid, mit einigen daranhingenden
weiteren Nucleotiden aus [(c)]l. Durch Resynthese
(DNA-Polymerase) mit dem unbeschidigten DNA-
Strang als Matrize wird die herausgeschnittene Stelle
ersetzt [(d)]. Ein weiteres Enzym (Polynucleotid-Li-
gase) schlieBt dann die 3’-/5-Bindung.

Die enzymatische Dunkel-Reaktivierung erklirt auch
die zum Teil sehr unterschiedliche Widerstandsfihig-
keit von Bakterien gegen UV-Strahlung: Die strah-
lungsresistenten Bakterien enthalten Enzyme, die nach
den obigen oder dhnlichen Mechanismen den durch
die UV-Strahlung hervorgerufenen Schaden wieder
beheben konnen.

Bei der Photo-Reaktivierung wird der Strahlenschaden
durch Bestrahlung mit sichtbarem Licht (350-420
nm) repariert (1181, wobei photoreaktivierende Enzyme
als Sensibilisatoren dienen und die photochemische
Spaltung des Dimeren in Monomere bewirken (1191,

Ahnliche Reaktivierungen gelingen nach Wacker et al. mit
sichtbarem Licht und Uranylacetat oder H,0,{120), Poly-U

148t sich auch mit H,O, oder Uranylacetat ohne sichtbares
Licht [120b) reaktivieren (121,

(116] D. L. Wulff, Biophysic. I. 3, 355 (1963).

[117] a) W. L. Carrier u. R. B. Setlow, Biochim. biophysica
Acta 129, 318 (1966); b) M. E. Boling u. J. K. Setlow, ibid. 123,
26 (1966); ¢) R. Elder u. R. F. Beers jr., Federat. Proc. 23, 373
(1964); d) S. Aoki, R. P. Boyce u. P. Howard-Flanders, Nature
(London) 209, 686 (1966); ¢) P. T. Emmerson u. P. Howard-
Flanders, Biochim. biophysic. Res. Commun. 18, 24 (1965).
{118] Siehe A. A. Lamola, J. Amer. chem. Soc. 88, 813 (1966),
dort weitere Lit.

[119] Das cis/syn-Dimere (13a) wird dabei monomerisiert, nicht
dagegen das Dimere (l4a) [108b).
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Ob und in welchem AusmaB es zu einer photochemi-
schen Wasseraddition bei der UV-Bestrahlung von
Nucleinsduren kommt, ist nicht sicher entschieden [122],
Sie scheint nur an nicht-doppelstringigen Nuclein-
sduren vorzukommen {110,123} jedoch durch lokales
Aufschmelzen des Doppelstranges und durch Dimeri-
sierung (Spaltung des Doppelstranges am Ort der Di-
merisierung, anschlieBende Wasseraddition an be-
nachbarten Cytosin-Molekiilen) [12381 auch bei der
DNA in geringem MaBe méglich zu sein [124],

Die mogliche biologische Bedeutung der photochemi-
schen Wasseraddition wurde von Grossman, Ono und
Wilson 1251, Ottensmeyer und Whitmore [126b] sowie
Wacker et al. [126a] studiert.

Die Befunde lassen sich zum Teil dadurch deuten, dafi
sich 6-Hydroxydihydrouracil (U*) als Bestandteil
eines RNA-Codons bei der enzymatischen Protein-

[120] a) A. Wacker u. A. Gerstenberger, Angew. Chem. 75, 916
(1963); Angew. Chem. internat. Edit. 2, 689 (1963); b) A. Wacker
u. P. Chandra, Studia biophysica 3, 239 (1967).

[121] Die Spaltung von Dimeren in vitro und vivo mit schnellen
Elektronen oder y-Strahlung wiesen nach: V. Greulich, D. Hart-
mann u. B. Schmidt, Z. Naturforsch, 23b, 755 (1968); D. Barszcz,
Z. Tramer u. D. Shugar, Acta biochim. polon. 10, 9 (1963); B.
Schmidt, D. Hartmann, K. Grossgebauer u. W. Schumacher, Na-
ture (London) 199, 504 (1963); Naturwissenschaften 50, 473
(1963); E. R. Lochmann, ibid. 50, 474 (1963); R. A. Deering u.
W. Snipes, Biophysic. J. 8, 326 (1968). _

[122] Siehe die Diskussion bei a) L. Grossman, Photochem. and
Photobiol. 7, 727 (1968); b) G. D. Small, M. Tao u. M. P. Gordon,
J. molecular Biol. 38, 75 (1968).

[123] a) M. Pearson u. H. E. Johns, J. molecular Biol. 20, 215
(1966); b) P. V. Hariharanu. H. E. Johns, Photochem. and Photo-
biol. 7, 239 (1968).

[124] Da bei der Reduplikation der DNA kurzzeitig Einzel-
strangstiicke auftreten, besteht die Moglichkeit der Wasseraddi-
tion in dieser Phase.

[125] a) L. Grossman, Proc. nat. Acad. Sci. USA 50, 657 (1963);
b) J. Ono, R. G. Wilson u. L. Grossman, J. molecular Biol, 11, 600
(1965); ¢) L. Grossman, J. Ono u. R. Wilson, Symp. Fundamental
Cancer Res. 18, 107 (1964) Chem. Abstr. 63, 3221 (1965);
Federat. Proc. 24, S-80 (1965).

[126] a) A. Wacker, M. Ishimoto, P. Chandra u. R. Selzer, Z.
Naturforsch. 195, 406 (1964); siehe auch A, Wacker, P. Chandra,
P. Mildner u. H. Feller, Biophysik 4, 283 (1968); b) F. P. Ottens-
meyer u. G. F. Whitmore, J. molecular Biol. 38, 1 (1968); ibid. 38,

17 (1968); ¢) Das lﬁj codiert wie das Basenpaar GU sowie un-
verindertes UU.
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synthese in vitro wie Cytosin verhalt [126c], In Uberein-
stimmung hiermit wurde bei der enzymatischen Poly-
Adenylsiure-Synthese mit UV-bestrahlter Poly-U als
Matrize der Einbau von GTP auBler ATP beobach-
tet [125b] (s, Abb. 3).

P Pl P
b---a—C £---G
[
b-——A—C C---6
P
U --— g*—-r—C
P P P P
1%

Abb. 3. Schema der Auswirkung der Wasseraddition an Uracil und
Cytosin im Nucleinsaure-Doppelstrang.

o
o
o

©
-]
©

Analog bewirkt der 6-Hydroxy-dihydrocytosin-Teil
(C*)l125b,125¢) der UV-bestrahlten Poly-Cytidylsdure
bei der enzymatischen Poly-Guanylsdure-Synthese
den Einbau von ATP; d.h. der C*-Teil codiert wie
Uracil. DaB der Effekt nicht etwa durch eine Uber-
fithrung von Cytosin in Uracil entsprechend der Re-
aktionsfolge (4)—>(6)—(3)—>(1) (s. Abschnitt 2.1)
bedingt wird, beweist die Reversibilitit der Befunde:
Beim Erwiirmen auf 37 °C geht die Poly-C* wieder in
eine Poly-C iiber[127]) die nur den Einbau von GTP
bewirkt.

Diese Ergebnisse sprechen dafiir, daB die eventuell in
der DNA gebildeten 6-Hydroxy-dihydrocytosin-Teile
bei der Reduplikation der DNA den Einbau von Ade-
nin an Stelle von Guanin in den komplementiren
Strang auslosen und damit zu ,,Fehl-Signalen* beim
Ablesen des genetischen Codes fiihren [128),

Mehrere experimentelle Befunde weisen darauf hin,
daB durch die UV-Strahlung an den Nucleinsiuren
neben Dimerisierung und Wasseraddition noch andere
Effekte ausgelost werden, deren Natur zur Zeit noch
weitgehend unbekannt ist. Beobachtet wurden z.B.
das Zerbrechen des Nucleinsiure-Stranges, zwischen-
und innermolekulare Hauptvalenz-Verbriickungen
zwischen Nucleinsiure-Stringen und Verdnderungen
der Sekundirstruktur (129), Wihrend die Briiche eines
Stranges im Doppelstrang der DNA vermutlich wie
bei der Dunkel-Reaktivierung repariert werden kon-
nen, sind Briiche des Doppelstranges und Haupt-
valenz-Briicken zwischen den Stringen wahrschein-
lich irreparabel.

Von K. C. Smith et al.[64,130] jst die photochemische
Addition von Aminosiuren an die Pyrimidin-Teile
von Nucleinsiuren untersucht worden. Die Ergeb-

[127] Die obigen Befunde kdnnen auch so gedeutet werden, daB
C* beim Erwidrmen zum thermisch recht stabilen U* [8, 9] des-
aminiert wird, das wie Cytosin codiert.

[128] Grundsétzlich solite hier auch die unmittelbare photo-
chemische Desaminierung von Cytosin zu Uracil [15] in Betracht
gezogen werden.

[129] a) D. M. Logan u. G. F. Whitmore, J. molecular Biol. 2/,
1 (1966); b) P. S. Sarin u. H. E. Johns, Photochem. and Photo-
biol. 7, 203 (1968).

[130] a) K. C. Smithu. R. T. Aplin, Biochemistry 5, 2125 (1966);
b) X. C. Smith u. D. H. C. Meun, ibid. 7, 1033 (1968); ¢) X. C.
Smith, Photochem. and Photobiol. 7, 651 (1968).
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nisse zeigen, daB bei der Deutung der UV-Strahlen-
schiden auch eine photochemische Verbriickung zwi-
schen Nucleinsdure und Protein beriicksichtigt werden
muB [131), Die Bildung von UV-Produkten mit dem
charakteristischen Maximum bei ca. 320 nm (s. Ab-
schnitt 2.3) bei der Bestrahlung von Nucleinsiuren
wurde verschiedentlich nachgewiesen. Bakterienspo-
ren liefern bei der UV-Bestrahlung nur wenig Dime-
re(132a,b] Hier entstehen Bestrahlungsprodukte un-
bekannter Struktur, die in ihrem chromatographi-
schen Verhalten denen entsprechen, die bei der UV-
Bestrahlung von DNA im getrockneten Zustand oder
in der Eismatrix erhalten wurden (132),

Aus allen zur Zeit bekannten chemischen, physikali-
schen und biologischen Befunden hinsichtlich der
molekularen Deutung biologischer UV-Bestrahlungs-
schiden ergibt sich folgendes Gesamtbild:

Dimerisierung und Wasseraddition spielen in vielen
Fillen eine entscheidende Rolle. Ihr Anteil am Scha-
den ist von der Natur der Nucleinsiure, den Bestrah-
lungsbedingungen, der Wellenldnge und der Dosis der
Strahlung abhingig (1331, AuBer diesen beiden Prozes-
sen miissen noch photochemische Kettenbriiche,
Hauptvalenz-Verkniipfungen zwischen Nucleinsiure-
Stringen, Reaktionen zwischen Nucleinsiuren und
Proteinen sowie noch unbekannte Reaktionen der
Pyrimidin-Basen in Betracht gezogen werden.

Die Dimerisierung verhindert die DNA-Reduplika-
tion; Wasseraddition (und méglicherweise auch die
Dimerisierung [134])) bedingen u. a. die UV-Mutationen.
Die Kenntnisse iiber die molekularen Ursachen der
durch ionisierende Strahlung ausgeldsten biologi-
schen Schidden sind — verglichen mit denen der UV-
Strahlung — noch recht liickenhaft, weil die ionisie-
rende Strahlung verschiedenartige Schiden nebenein-
ander verursachen kann (135], Aus den im Abschnitt 3
geschilderten Befunden, nicht publizierten Versu-
chen [80) und den Erfahrungen bei der UV-Bestrahlung
ergeben sich folgende Moglichkeiten [136];

[131] J. Goddard, D. Streeter, C. Weber u. M. P. Gordon, Photo-
chem. and Photobiol. 5, 213 (1966); ibid. 8, 81 (1968), beobach-
teten bei der UV-Bestrahlung von Tabak-Mosaik-Viren die Bin-
dung von Proteinuntereinheiten an RNA.

[132] a) J. E. Donnellan jr. u. R. B. Setlow, Science (Washing-
ton) 149, 308 (1965); b) K. C. Smith u. H. Yoshikawa, Photo-
chem. and Photobiol. 5, 777 (1966); ¢) R. S. Srafford u. J. E.
Donnellan jr., Proc. nat. Acad. Sci. USA 59, 822 (1968); siehe
auch J. W. Longworth, ibid. 59, 829 (1968); d) R. O. Rahn u.
J. L. Hosszu, Photochem. and Photobiol. 8, 53 (1968); 7, 637
(1968); €) R. B. Setlow, ibid. 7, 643 (1968).

[133] Beispielsweise konnte nachgewiesen werden, daB bei klei-
nen Strahlungsmengen 90%, bei groBen Dosen nur ca. 50%, des
UV-Schadens durch Dimerenbildung verursacht wird.

[134] Siehe dazu E. M. Witkin, Radiat. Res. Suppl. 6, 30 (1966).

[135] Die Polymerisation von Nucleotiden zu Polynucleotiden
durch ionisierende Strahlung wurde verschiedentlich beobachtet,
z.B. S. Fischer u. A. Ohlbaum, Inter-Amer. Symp. Peaceful App!.
Nucl. Energy 5, 19 (1965); Chem. Abstr. 63, 11967 (1965);
A. Aguilera, E. Colombara, R. Jiménez u. J. Tohd, Biochim. bio-
physica Acta 95, 569 (1965); A. Aguilera, Z. Gampel, M. Pieber u.
J. Tohd, Photochem. and Photobiol. 7, 711 (1968).

[136] Siehe dazu W. C. Summers u. W. Szybalski, J. molecular
Biol. 26, 227 (1967); A. Rafi, J. J. Weiss u. C. M. Wheeler, Bio-
chim. biophysica Acta 169, 230 (1968); M. Ulirich u. U. Hagen,
Z. Naturforsch. 235, 1176 (1968), sowie [16].
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Der unmittelbare ,,Treffer** der Strahlung kann zu
irreparablem Zerbrechen des Nucleinsiuremolekiils
fiihren.

Das Zerbrechen eines Stranges des DNA-Doppelstran-
ges kann unter Umstinden (abhingig von der Natur des
Bruches) nach einem der enzymatischen Reaktivie-
rung entsprechenden Mechanismus behoben werden.
Die Wasseraddition (iiber H- und HO-Radikale) an
den Cytosin-Teil der DNA fiihrt zu einer Verinderung
der Basenpaarung bei der Reduplikation der DNA,
was u.a. die durch ionisierende Strahlung ausgelGsten
Mutationen bedingen kénnte.

Die biologische Bedeutung anderer bei der Bestrah-
lung entstehender Produkte [Peroxide, Dihydrothy-
min, Dihydrouracil, Thyminglykole u.4. (siche dazu
Schema 3 und 4)] ist weitgehend unbekannt. In Be-
tracht gezogen werden miissen sowohl die Blockierung
der Reduplikation der DNA an der veranderten Base
als auch die Verinderung des genetischen Codes [137),
Ob und in welcher Weise die Zelle imstande ist, der-
artig ,,modifizierte** Basen zu erkennen und zu elimi-
nieren, ist vollig offen.

[137] Vgl. dazu [122a].

An unseren Untersuchungen waren die Herren Dr. G.
Dérhéfer, Dr. G. Fiirst, Dr. H. Gattner, Dr. R. Kleber,
B. Lésche, R. Pastille, H. Popp, P. Richter, Dr. W,
Rohlfing, G. Roos, Dr. B. Sojka und H. Wieser sowie Frau
B. Leitermeier und Frdulein E. Boebinger beteiligt,
denen ich auch hier fiir ihre Mitarbeit danken méchte.
Herr Professor M. Scheer, Physikalisches Institut der
Universitat Wiirzburg, hat die Ausfiihrung der Bestrah-
lungen mit ionisierender Strahlung ermdglicht. Wir
danken ihm fiir die grofziigige Forderung, den Herren
Dr. T. Nowak und Dr. W. Jdrisch fiir die Ausfiihrung
der Bestrahlungen sowie den Herren Dozent Dr. D.
Harder und Dr. A. Przybylski fiir beratende Hilfe.
Zu besonderem Dank sind wir Herrn Professor G.
Hartmann, Institut fiir Biochemie der Universitdt
Wiirzburg, fiir vielfdltige Hinweise und Anregungen
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Weise von der Deutschen Forschungsgemeinschaft und
dem Verband der Chemischen Industrie (Fonds der
Chemischen Industrie) unterstiitzt. Auch an dieser
Stelle sei dafiir gedankt.

Eingegangen am 27, Miirz 1969 [A 715)

Die En-Reaktion

Von H. M. R. Hoffmann!*)

Unter ,,En-Reaktionen'* versteht man die indirekte substituierende Addition einer Ver-
bindung mit Doppelbindung (Enophil) an ein Olefin mit allylischem Wasserstoff (En).
Lange Zeit stand die En-Reaktion im Schatten der verwandten Diels-Alder-Addition.
In diesem Aufsatz wird gezeigt, daf das Anwendungsgebiet der En-Reaktion von industri-
ellen bis zu biosynthetischen Prozessen reicht. Einer Zusammenstellung der prdparativen
Aspekte folgte eine Diskussion des Reaktionsmechanismus.

1. Einleitung

Obwohl die En-Reaktion zu den einfachsten und
vielseitigsten Reaktionen der organischen Chemie ge-
hort, ist sie iiberraschend wenig bekannt. Einzelne
Beispicle wie gewisse Reaktionen von Olefinen mit
Formaldehyd (Prins-Reaktion(l], s. auch Abschnitt
3.4) sowie Beispiele fiir Retro-En-Reaktionen wie die
Decarboxylierung von B-Oxosiuren und die Bildung
von Olefinen durch Esterpyrolyse kennt man minde-
stens seit Anfang des Jahrhunderts; viele andere Bei-
spiele sind aber in der Patentliteratur 2 oder in schwer
[*] Dr. H. M. R. Hoffmann

William Ramsay and Ralph Forster Laboratories,

University College,

Gower Street, London W. C. 1 (England)
[11 H. J. Prins, Chem. Weekblad 16, 1510 (1919); s. auch [83].

[2] Siehe C. P. A. Kappelmeier, J. H. van der Neut u. W. R. van
Goor, Kunststoffe 40, 81 (1950); s. auch [3], dort FuBnoten 1 u. 2.
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zuginglichen Zeitschriften vergraben. Erst nach einer
Veréffentlichung von Alder (31 im Jahre 1943 begann
man sich des Umfangs der En-Reaktion bewufit zu
werden. Trotzdem blieb die ,,En-Synthese** bis heute
,,unmodern* und im Schatten der verwandten Diels-
Alder-Addition (,,Dien-Synthese**). AuBerdem sind
viele der frithen Ergebnisse nur ungeniigend gesichert,
weil die heute iiblichen analytischen und spektroskopi-
schen Hilfsmittel fehlten.

Die En-Reaktion ist die ,,indirekte substituierte Addi-
tion* 3] einer Verbindung mit Doppelbindung (Eno-
phil) an ein Olefin mit allylischem Wasserstoff (En);
sie umfaBt die Allylwanderung einer Doppelbindung,
den Ubergang des Allylwasserstoffs zum Enophil und
die Bildung einer Bindung zwischen den Termini der
beiden ungesittigten Komponenten (Schema 1). For-

[3]1 K. Alder, F. Pascher u. A. Schmitz, Ber. dtsch. chem. Ges. 76,
27 (1943).
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