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Chemische Untersuchungen iiber die molekularen Ursachen 
biologischer Strahlenschaden 

Von E. Fahr[*1 

Die bei der Einwirkung von UV- und ionisierender Strahlung an biologischen Objekten 
beobachteten Strahlenschaden werden in vielen Frillen durch Veranderungen der Nuclein- 
sauren 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 U V-Mutationen zu sein. Ionisierende 
Strahlung bewirkt in wcijriger Losung u.a. Addition von H- undloder HO-Radikalen an die 
5,6-Doppelbindung der Pyrimidin-Basen und Spaltung des Imia'azolringes der Purinbasen. 
Die durch ionisierende Strahlung ausgel6sten Mutationen durfien 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 Halfte des vergangenen Jahr- 
hunderts gemacht. Man fand, daB die UV-Strahlung 
des Quecksilberbrenners nicht nur die Haut braunen, 
sondern auch Verbrennungen, Hautkrebs, Mutationen 
und Abtotung von Mikroorganismen verursachen 
kann. Die sehr ausgepragten biologischen Wirkungen 
der ionisierenden Strahlung wurden unmittelbar nach 
der Entdeckung der Radioaktivitlt und der Rontgen- 
strahlung im letzten Jahnehnt des 19. Jahrhunderts 
gefunden, allerdings nicht sofort in ihrer ganzen Ge- 
f"ahr1ichkeit erkannt. Detaillierte Kenntnisse uber 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 11. Weltkrieg, dem Abwurf der ersten Atom- 
bomben, den Atombombenversuchen und der Ver- 
wendung von radioaktivem Material in Forschung 
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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 Zusammenhlnge 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 Vorgange konnten erst durch die in den letz- 
ten Jahrzehnten entwickelten Methoden der Trennung 
von Substanzgemischen untersucht werden. Da die 
Desoxyribonucleinsaure (DNA) Trlger der geneti- 
when Information ist, sollten die durch Strahlung 
ausgelosten Mutationen auf chemisch faBbare Ver- 
iinderungen an der DNA zuriickzufiihren sein; da 
sich weiterhin das Aktionsspektrum der Abtotung 
von Mikroorganismen durch UV-Strahlung sehr auf- 
fallig mit dem Absorptionsspektrum der Nucleinsaure 
deckt, wurde besonders die Einwirkung von Strahlung 
auf Nucleinsluren und deren Bestandteile bearbeitet. 
Bei UV- und ionisierender Bestrahlung (Rontgen-, 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 abhangen. Dies sind: 
Die primiire physikalische Wechselwirkung zwischen 
der Strahlung und den molekularen Bestandteilen des 
biologischen Objektes. 
Der strahlungschemische ProzeD des durch Wechsel- 
wirkung mit der Strahlung energiereichen Molekiils, 
der zu spezifischen chemischen Reaktionen (photo- 
chernische 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 Vorgange b e  
ding& is&. 
Wir beschriinken uns hier im wesentlichen auf die Dar- 
stellung der strahlungschemischen Prozesse [I]. 

2. Einwirkung von W-Strahlung auf 
Nucleinsiiuren und deren BestandteiIenI 

2.1. Reversible Bestrahlungsprodukte 

1949 publizierten Sinsheirner und Hustings [31, da13 
Uracil ( la)  und Uridin (Ib) bei UV-Bestrahlung in 
waDriger Losung Produkte bilden, die sich beim Ste- 
henlassen, schneller beim Erwarmen, wieder in die 
Ausgangsprodukte umwandeln. Man bezeichnet des- 
halb diese Substanzen als reversible Bestrahlungspro- 
dukte. Da sie im Bereich urn 260 nm, in dem Uracil 
und Uridin ein charakteristisches Absorptionsmaxi- 
mum haben, nicht absorbieren, 1iiDt sich ihre Bildung 
sowie ihre Ruckumwandlung quantitativ gut verfolgen. 
Mit der Struktur dieser Verbindungen beschaftigten 
sich Moore und Thomson[41 sowie Wang[5?61. Sie 

0 0 

[l] Von uns wurden 520 Arbeiten registriert, die sich mit der 
Einwirkung von UV- und ionisierender Strahlung auf Nuclein- 
sguren sowie Pyrimidin- und Purin-Derivate beschaftigen. Wu 
bitten um Versttindnis fur die Auswahl der zitierten Literatur. 
Nicht beriicksichtigt wurden in diesem Aufsatz folgende Teilge- 
biete: a) Physikalische Primirvorgtinge bei der Einwirkung von 
UV- und ionisierender Strahlung auf Nucleinsauren und deren 
Bestandteile; b) Untersuchungen iiber den Mechanismus der 
photochemischen Wasseraddition und Dimerisierung; c) Photo- 
chemische Dimerisierung in nicht-w&Brigen Liisungsmitteln; 
d) Sensibilisierte photochemische Prozesse; e) Verhalten von nicht 
in natiirlichen NucleinsBuren vorkommenden Pyrimidin- und 
Purin-Derivaten gegeniiber UV- und ionisierender Strahlung. 
Hieriiber informieren u.a. folgende Arbeiten. die auf atere Lite- 
ratur venveisen: Z u  a) P. J. Wagner u. D. J.  Bucheck, J. h e r .  
chem. SOC. 90, 6530 (1968); J. Eisinger. Photochem. and Photo- 
biol. 7,597 (1968). Zu b) s. Y. Wang, Photochem. and Photobiol. 
I, 135 (1962); A. Wacker. A .  Kornhauser u. L. Trciger, 2. Natur- 
forsch. 20b. 1043 (1965); S. Y. Wang u. J. C. Nnadi, Chem. Com- 
m u .  1968, 1160; A. A .  Lamola. Photochem. and Photobiol. 7, 
619 (1968); A. A. Lamolo 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) Siehe [la] sowie H. 
Morrison u. R.  Kleopfer, J. Amer. chem. SOC. 90, 5031 (1968). 
Zu d) J. D. Spikes u. R. Straight, Annu. Rev. physic. Chem. 18, 
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. Wacker in 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 (1041. 

la).  R - H 'bz 

R1- a,@-Ribopyranosyl R' 

H-N' 'CH, 
I I 

(b) ,  R = Rib& 
(c), R = Ribosyl-2'(3')-phosphorstiure 

(e), R = RibosyI-5'-triphosphors~ure 
( d ) ,  R - Ribosyl-5'-phosphorsHure O & \ p  CHzoH 

0 0 

(a), R = H 
(b),  R - Desoxyribosyl 
(c), R = Desoxyribosyl-5'-phosphorsilure 

Schema 1. 

[3] R .  L. Sinsheirner u. R.  Hustings, Science (New York) 110, 
525 (1949). 
[41 A. M. Moore u. C. H. Thornson, 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 beschgftigen, 
siehe in [8c] und [9b]. 
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konnten wahrscheinlich machen, daD 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 Nucleinsauren vorkommenden Basen nicht. 
Wir konnten die reversiblen Bestrahlungsprodukte 
von (la)-(le) durch UV-Bestrahlung waDriger Lo- 
sungen dieser Verbindungen darstellen und daraus 
abtrennen [a]. 
Fiihrt man die Bestrahlung, um die thermische Riickreaktion 
zu unterdriicken, unter Eiskuhlung und Venvendung von Hg- 
Niederdruckbrennern [7bl aus, so kann man bei den Uridyl- 
sauren (I c)- (1 e)auf eine sBulenchromatographischeTrennung 
der Bestrahlungslosung verzichten. Durch Gefriertrocknung 
der UIsungen erhalt man die reversiblen Bestrahlungspro- 
dukte (3c)-(3e)  in ca. 90-proz. Reinheit W 
Die 6-Hydroxy-dihydrouracil-Struktur (3) der rever- 
siblen Bestrahlungsprodukte konnte durch chemische 
Synthese [a] (la) 42a) 4 3 a )  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 (36)-(3e) herge 
stellt. 
Das Verhalten von Cytosin (4a), Cytidin (4b) und 
Cytidylsaure ( 4 4  bei UV-Bestrahlung in waDriger 
Losung ist wiederholt diskutiert worden [61. Cytosin 
und Cytidylsaure bilden sehr instabile reversible Be- 
strahlungsprodukte, fur die von einigen Autoren [61 in 
Analogie zum Uracil eine 6-Hydroxy-dihydrocytosin 
Struktur, von Wang dagegen eine Photoisomerisie- 
rung des Cytosin-Ringes angenommen wurde. Durch 
Verwendung einer speziellen Bestrahlungsanord- 
nung 1% 9bI erhielten wir die reversiblen Bestrah- 
lungsprodukte von (4a) -(4c) in so hoher Konzentra- 
tion, daD sowohl die thermische Ruckreaktion unter- 
sucht a l s  auch das reversible Bestrahlungsprodukt der 
Cytidylsaure durch Dunnschichtchromatographie an 
gekiihlter Polyathylen-imin-Cellulose abgetrennt wer- 
den konnte B1. Johns [11-131 gelang die Abtrennung des 
gleichen Bestrahlungsproduktes aus der Bestrahlungs- 
losung durch Papierelektrophorese. Die 6-Hydroxy- 
dihydrocytosin-Struktur (6) dieser Bestrahlungspro- 
dukte wurde durch die Reaktionsfolge (4c) + ( k )  -+ 
( 6 4  bewiesen f91. 

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

[7] Fur die UV-Bestrahlungen verwendeten w'r folgende Brenner 
der Firma Original Hanau. Quarzlampengesellschaft, Hanau: 
a) Hg-Niederdruckbrenner, NK 25/7; b) Hg-Niederdruckbren- 
ner, NK 6/20; c) Hg-Niederdruckbrenner der Spezialanalysen- 
lampe (ohne Filter). 
[8] a) H. Garrner u. E. Fahr, Liebigs Ann. Chem. 670, 84 (1963); 
b) 2. Naturforsch. 196, 74 (1964); c) E. Fahr, H. Gartner. G. Dir-  
h6fer. R.  Kleber u. H. Popp, Z. Naturforsch. 226, 1256 (1967). 
[91 a) R. Kleber, E. Fahr u. E. Boebinger, Naturwissenschaften 
52, 513 (1965); b) E. Fahr, R.  Kleber u. E. Eoebinger, Z. Natur- 
forsch. 2lb,  219 (1966). 
[lo] S. Y. Wang, Nature (London) 184, 184 (1959). 
[ll] H. E. Johns, J .  C.  LeEIanc u. K.  B. Freeman, J. molecular 
Biol. 13, 849 (1965). 
(121 K. E. Freeman, P. V.  Hariharan u. H. E. Johns, J. mole- 
cular Biol. 13, 833 (1965). 
[13] H. Eecker, J. E. LABIanc u. H. E. Johns. Photochem. and 
Photobiol. 6, 733 (1967). 

(3) uber, so daD auf dem Wege (4)+(6)+(3) das 
Cytosin- in das Uracil-System iiberfuhrt werden 

Die Frage, ob Thymin, Thymidin und Thymidylsaure 
(7) ein reversibles Bestrahlungsprodukt (8) bilden 
konnen, ist bis heute nicht eindeutig entschieden wor- 
den. Wir konnten bei der UV-Bestrahlung von Thymin 
in wiiDriger Losung ein sehr instabiles reversibles Be- 
strahlungsprodukt (Halbwertszeit ca. 1-2 min) [9bl 

nachweisen W Von uns ausgefiihrte Versuche, auf 
dem beim Uracil sowie beim Cytosin und ihren Deri- 
vaten angewendeten Weg ein 6-Hydroxy-dihydro- 
thymin (8) zu synthetisieren, verliefen negativ. 
Nofie (161 konnte dagegen (8) durch Debromierung 
der entsprechenden Thyminverbindung mit Zn/Eis- 
essig erhalten [171. 

Bei der saulenchromatographischen Trennung der bei der 
UV-Bestrahlung von Uridin in gefrorener waRriger Lbsung 
entstehenden Produkte erhielten wir zwei reversible Bestrah- 
lungsprodukte des Uridinsrzlel. Ob es sich hierbei entspre 
chend den Formulierungen (9a) und (96) um zwei durch 
unterschiedliche H-Briicken bedingte Isomere [I81 oder um 
die Diastereomere (10) handelt. ist zur Zeit nicht sicher 
entschieden. 

kann ~9,11-14.151. 

0 

Die detaillierte kinetische Untersuchung [8b&.9bs 21a--dl 
des Zerfalls der reversiblen Bestrahlungsprodukte 
(3a) 4 3 e )  und (da) -(dc) ergab, daB die Bestandigkeit 

[14] H. Schusier. 2. Naturforsch. 19b, 815 (1964). 
[15] Eine direkte photochemische Desaminierung des Cytosins 
diskutierten M. Daniels u. A. Grimison. Biochem. biophysic. Res. 

[16] C. Nofre. Dissertation, UniversiWt Lyon 1968. 
[17] Moglicherweise fiihren photochemische Wasseraddition an 
Thymin sowie Debromierung des entsprechenden Thyminderi- 
vates zu verschiedenen Isomeren von (8); siehe dazu I. Pferrzy- 
kowska u. D. Shugar, Science (Washington) 161, 1248 (1968), 
dort FuDnote 9. 
1181 Siehe dazu [8c]. 
[19] W. 1. Wechrer u. K. C. Smith, Biochemistry 7, 4064 (1968). 
[20] Zum Mechanismus siehe N. Miller u. P.  Cerutrl. Proc. nat. 
Acad. Sci. USA 59,34 (1968); analog w d e  auch (36) abgebaut. 
(211 a) H. Gartner, Dissertation 1964; b) R. Kleber, Dissertation 
1966; c) G. Ddrhifer, Dissertation 1966; d) H. Popp, Zulassungs- 
arbeit 1966; e) G. Fiirsr, Dissertation 1968; f) E. Sojka, Disserta- 
tion 1969; g) R. Pastille, in Arbeit befindliche Zulassungsarbeit; 
h)'P.  Richter, in Arbeit befindliche Dissertation, alle Universitat 
Wiirzburg; i) unveroffentlichte Versuche sowie K.-H. D6nges u. 
E. Fahr, Z .  Naturforsch. 2Ib, 87 (1966). 

commm. 16,428 (1964). 
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des 6-Hydroxy-dihydropyrimidin-Systems sehr ausge 
priigt vom Zucker- und Zucker-Phosphat-Rest am N-l- 
Atom beeinfidt wird; die Bestandigkeit wachst in Rich- 
tung Base-+Nucleosid+Nucleotid. Aus Untersuchun- 
gen von Logan und Whitmore [231 geht hervor, daD die- 
ser Effekt nicht etwa beimNucleotid endet, sondern daD 
die Bestiindigkeit des 6-Hydroxy-dihydrouracil-Sy- 
stems in Polynucleotiden mit wachsender Kettenlange 
- also in Richtung Nucleindure - zunimmt. Diese 
Beeinflussung der Reaktivitiit 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 [241. 
Bei Polynucleotiden und Nucleinsiiuren lcommen noch 
andere sterische Einfliisse (2.B. die Abschirmung der 
Base durch einzelne Teile des Makromolekuls) und die 
elektrostatische Beeinflussung von angreifenden ioni- 
schen Reaktionspartnern durch das elektrische Feld 
der Nucleinsaure hinzu. Diese Effekte konnen die R e  
aktivitat einer Pyrimidin-Base [251 so gravierend beein- 
flussen, d a D  sie als freie Base vollig anders reagiert als 
in Form ihres Nucleotids oder eingebaut in eine 
Nucleinsiiure. Man kann also nicht ohne weiteres einen 
an einer Pyrimidin-Base [251 beobachteten Effekt in 
seiner Aussage auf das entsprechende Nucleosid, 
Nucleotid oder sogar auf eine Nucleinsaure ausdeh- 
nen Ua. 

2.2. Dimere Beshahlungsprodukte 

2.2.1. Struktur  der  dimeren 
Bestrahlungsprodukt e 

In den Jahren 1958-1960 publizierten Rbrsch, Beukers, 
Zjlstra und Berends ~ 7 1  sowie Wang n81 Beobachtungen, 
nach denen bei der UV-Bestrahlung von Thymin in 
gefrorener wZBriger Losung (im folgenden als Eis- 
matrix bezeichnet) ein thermisch nicht-reversibles B e  
strahlungsprodukt gebildet wird. Die Autoren disku- 
tierten dafiir - ohne niihere Belege zu bringen - eine 

[22] Das Verhalten von Thymidin bei der Reduktion mit NaBH4 
unter UV-Bestrahlung spricht flir die intermediare Bildung von 
(8), siehe Y. Kondo u. B. Witkop, J. Amer. chem. SOC. 90, 764 
(1968), und [20]. 
[23] D. M. Logan u. G. F. Whitmore, Photoohem. and Photo- 
biol. 5, 143 (1966). 
[U] Siehe dam [8c]. 
[25] Orientierende Venuohe sprffihen dafur, daO die obigen An- 
nahmen auch fiir Purin-Basen gelten. 
[26] Auf derartige Effekte diirfte auch das - verglichen mit ,,nor- 
malen" organischen Radikalen - z. T. ungewohnliche Verhalten 
der durch ionisiorende Strahlung in Nucleinsauren emugten Ra- 
dikale [77b] zuriickzufiihren sein. 
[27] a) A. Rbrsch, R. Beukers, J. UIstra u. W. Berends, Recueil 
Trav. chim. Pays-Bas 77, 423 (1958); b) R. Beukers. I. olstru u. 
W. Berends, ibid. 78,883 (1959); 79, 101 (1960); c) 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); c) 190, 690 (1961). 

-- 

photochemische Dimerisierung zu einem tricyclischen 
Cyclobutan-Derivat [(l l) ,  in der Formulierung 
von [27~,28cl]. Die Autoren wahlten die Bestrah- 
lung in der Eismatrix aufgrund von Beobachtungen 
A. v. Szent-GycTrgyis, weil die Eismatrix den biologi- 
schen Bedingungen besser entsprechen sollte als eine 
waDrige Losung [27,281. Die Entdeckung dieser nicht- 
reversiblen Bestrahlungsprodukte, deren Bildung auch 

bei anderen Pyrimidin-Derivaten beobachtet wurde, 
loste sofort eine sehr intensive Bearbeitung dieses Ge- 
bietes aus. Folgende Fragen waren zu klaren: 
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 Nucleinsauren? 

.R' 
R' o=c * N-RY 

62  RZ o 
\ k---+c.+ 

0 c\\ N- 

(13) 

.R' 

R," 0 
N-C" 

\ 
.N 

/ 
0. c +-FH R' 

c-0 R'-N, / 

-R' 

R: 0 

7- ? 

/N-R1 

?+-FHN 
0- c 
\ 

%O 
P- 

R2 

R: 0 

7- ? 

/N-R1 

?+-FHN 
0- c 

c. P- 
\ 
R2 

(14) 

(a), R - CH3, R1 - R2 = H 
(b),  R = R1 - R2 = H 
(c), R - CHI. R2 - H, R1 = Desoxyribosyl 
(d), R = Rz - H, R1 - Ribosyl 
(e), R - R1 - H. Rz = CHI 

Die Cyclobutan-Struktur der nicht-reversiblen B e  
strahlungsprodukte wurde von mehreren Arbeitskrei- 
sen bewiesen. Anet u91 sowie Blackburn und Davies [Jon] 

konnten auf NMR-spektroskopischem Wege bzw. mit 
mlfe eines neuartigen Abbaus (s. Abschnitt 2.2.2) 
zeigen, daS das in der Eismatrix entstehende dimere 

[29] R. Anct, Tetrahedron Letters 1965. 3713. 
[30] a) G. M. Blackburn u. R. I. Ii. Davies, Chem. Commun. 
1965, 215: b) Tetrahedron Letters 1966, 4471. 

- R' 
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Thymin die cislsyn-Struktur (13a) hat. Die Struktur 
(13b) des dimeren Uracils wurde von uns durch Ab- 
bau nl i l ,  von Blackburn und Davies [Job] durch NMR- 
spektroskopische Untersuchung und von Adman, 
Gordon und Jensen [311 durch Rontgenstrukturanalyse 
bewiesen. Der Nachweis, dal3 das Eismatrix-Dimere 
des Thymins und Uracils auch bei der UV-Bestrahlung 
von Nucleinsguren 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 
Nucleinsiiuren nur die cislsyn-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 U1c921fl, ist das nicht 
sicher der Fall. Auch durch fraktionierende Umkri- 
stallisation und ahnliche Operationen lassen sich die 
Isomeren nicht zuverlassig voneinander trennen. Eine 
Unterscheidung ist also nur rnit anderen Methoden 
moglich. 
Die fur die Identifizierung kleiner Substanzmengen 
besonders geeignete Massenspektrometrie versagt hier 
vollig. Die Dimeren werden in der Ionenkammer so- 
wohl thermisch als auch durch die Elekronen [1211 der 
Ionenquelle gespalten. Wir erhielten mit verschiedenen 
Massenspektrometern und unter variablen apparativen 
Bedingungen nur die Massenspektren der Monomeren. 
Die NMR-Spektroskopie erlaubt m a r  eine Unter- 
scheidung und damit eine Identifizierung der Dime- 
ren [**fl, setzt 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 zuverllssige Identifizierung der Dimeren ist rnit 
Hilfe der ZR-Spektroskopie, die sich ohne grollere 
technische Schwierigkeiten auch im pg-Bereich an- 
wenden laBt, moglich [32.33,591. In einem Gemisch 
zweier isomerer Dimerer lassen sich noch bis zu 10% 
des einen Isomeren nachweisen [2lf. 321. 

Die als Vergleichssubstanzen benotigten Dirneren 
konnen auf folgendem Wege dargestellt werden: 

Die Dirnerisierung von Thymidin in der Eismatrix und 
anschlieaende saulenchromatographische Trennung 
der Bestrahlungsprodukte liefern die drei dimeren 
Thymidme (I~c) ,  (13c) und (14c)[341, deren Hydro- 
lyse die dimeren Thymine (124, (13a) und (14a) er- 

[31] E. Adam, M. P. Gordon u. L. H. Jensen, Chern. Commun. 
1968,1019. 
[32] Siehe dam E. Fahr u. W. Rohlfing, Z. analyt. Chem. 243,43 
(1968). 
[33] Zur Erhohung dea Identifizierungsvennagens empfiehlt es 
sich, den Bereich bis ca. 35 pm zu vermessen [32]. 
[34] Die Dimeren (I2a) und (I2b) sowie ( 1 5 ~ )  und (ISb) rnit der 
Symmetrie-Gruppe C2 miism sich in optische Antipoden auf- 
spalten lassen. Dementsprechend fallen bei der Dimerisierung 
von Thymidin und Uridin die Dimeren (12c) und (I2d) in je 
zwei diastereomeren Fonnen an, die b i  der Hydrolyse die Di- 
meren (12a) und (I2b) in optischen Antipoden liefern. 

gibt 1351. Das vierte dimere Thymin (15a) wurde von 
Weinblum und Johns [351 durch UV-Dimerisierung von 
Thymidyl-(3’-5’)-thymidin und anschlieBende Hydro- 
lyse dargestellt [361. 

Bei der Dimerisierung von Thymidin in tert.-Butanol 
rnit Aceton als Sensibilisator wurden die vier dimeren 
Thymidine (12c) bis (15c) erhalten [371. Bei Bestrah- 
lung von Thymin in Gegenwart von Aceton, Benzo- 
phenon und anderen Ketonen als Sensibilisatoren ent- 
stehen die dimeren Thymine (14a) und (I5a) [3*1. 

Das dimere Uracil (126) wurde von uns durch UV- 
Bestrahlung von Uridin in der Eismatrix [7cl, saulen- 
chromatographische Trennung der Bestrahlungslo- 
sung und Hydrolyse der entsprechenden dimeren 
Uridine in den beiden optisch alctiven Formen er- 
halten D1ea 391. Alle vier dimeren Uracile konnten 
wir durch Totalsynthese darstellen (s. Abschnitt 

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 [411 ergaben, daB beim cislsyn-dimeren 
Uridin (13d) die Drehbarkeit der Ribose-Reste um die N-l/ 
C-1 ’-Achse, die schon durch H-Briicken zwischender 2-C-O- 
Gruppierung und den HO-Gruppen des Zucker-Rates 
eingeschrlnkt ist, durch die Raumerf~llung der beiden be- 
nachbarten Ribose-Rate aufgehoben sein muD. Entspre 
chend den Forrneln (la), (17) und (18) konnen drei Isomere 
gebildet werden, yon denen (18) mit trans/trans-Stellung der 
Ribose-0-Atome zu den H-Atomen des Cyclobutanrings aus 
sterischen Grunden wenig begiinstigt ist. Wir vermuten, daB 
die beiden oben erwiihnten Fraktionen die Uridin-Dimeren 
(16) und (17) sindr21cJ. 

Die genaue Untersuchung der Dimerisierung zeigte, 
daB diese nicht auf die Eismatrix oder allgemein auf 
den festen Zustand [501 beschrankt ist, sondern auch - 
mit schlechter Ausbeute - in Losung ablauft. Sie ist 
von der Wellenlange der verwendeten Strahlung ab- 
hangig [471; es bildet sich ein photochemisches Gleich- 
gewicht rnit einem Maximum an Dimeren. bei ca. 
275 nm. Durch kunwellige UV-Strahlung (ca. 230 nrn) 
werden auch Cyclobutan-Derivate mit nur einem Di- 
hydropyrimidinring, z. B. (26), in Monomere gespalten. 

Die Stabilitat des Cyclobutanrings in den Dimeren 
wird iihnlich durch die an den N-1-Atomen befind- 
lichen Zucker- oder Zuckerphosphatreste beeinfluBt 
wie die der 6-Hydroxy-dihydropyrimidinringsysteme 
(3) und (6) (5. Abschnitt 2.1). Wahrend das dimere 

2.2.3) Qlh9401. 

[35] D. Weinblum u. H. E. Johns, Biochim. biophysica Acta 114, 
450 (1966). 
[36] Zur Strukturaufkkung 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. Hollis u. S. Y. Wang, 
J. org. Chemistry 32,1620 (1967). 
[37] E. Ben-Hur, D. EIad u. R. Ben-Ishai. Biochim. biophysica 
Acta 149, 355 (1967). 
[38] I. v.  Wilucki, H. Marthdus u. C. H. Krauch, Photochem. and 
Photobiol. 6, 497 (1967). 
[39] E. Fahr, G. Fiirst u. R. Pastille, Z. Naturfonch. 23b, 1387 
(1968). 
[So] a) P. Richter u. E. Fa@, Angew. Chem. 81. 188 (1969); 
Angew. Chem. internat. Edit. 8, 208 (1969); b) G. Ddrhbfer u. 
E. Fahr, Tetrahedron Letters 1966.4511. 
[41] Von uns aus den Riintgenstruktur-Daten von [31] errech- 
nete und gebaute BriegIeb-Stuart-Kalottenmodelle [42] (s. [21g]). 
[42] G. Briegleb, Fortschr. chem. Forsch. 1, 642 (1950). 

Angew. Chem. 181. Jahrg. 1969 I Nr. 16 585 



O= 

Untersuchungen mehrerer Arbeitskreise uber den 
quantitativen Zusammenhang zwischen der einge 
strahlten Strahlendosis und der durch saure Hydrolyse 
erhaltenen Menge an Dimerem (13a) oder (136) 
mussen als unsicher angesehen werden, weil die Menge 
an isoliertem (13a) bzw. (136) nicht der Menge des 
in der Nucleinsaure 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 Nucleinsauren isolierten Dimeren ausschliel3- 
lich aufgrund ihres chromatographischen Verhaltens 
m identifizieren, muO in jedem Fall als unsicher ange- 
sehen werden. Es muB IR-spektroskopisch uberpriift 
werden, ob nicht doch neben den Dimeren (13a) oder 
(136) auch andere Dimere im isolierten Bestrahlungs- 
produkt enthalten sind [*lev 21fJ. 

2.2.2. Reakt ionen  der  dimeren Thymine und  
dimeren Urac i le  

= Kibosyl 

Uracil (136) bei der Behandlung rnit 6 N HCl vollig 
stabil ist, bildet das dimere Uridin (13d) unter den 
gleichen Bedingungen nicht nur durch Abspaltung des 
Zuckerrestes das dimere Uracil (13b), sondern auch 
Uracil [*1el; d. h. hier wie auch im Falle der 6-Hydroxy- 

Das dimere Thymin (13a) bildet beim Losen in 0.1 N 
NaOH ein Di-Natriumsalz, das beim Erwarmen rnit 
5 N NaOH auf 60°C in die Diureido-Verbindung 
(19a) ubergeht [21f, 30aS44a.44bl. Analoge Diureido- 
Verbindungen geben die Dimeren (124  und 
(14a) [38,44*1. Behandelt man (19a) rnit 40-proz. 
NaOH und Brom, so entsteht Verbindung ( 2 0 4 ,  die 
bei der Umsetzung rnit HN02 (20b) bildet. (204 und 
(206) liefern beim Erhitzen auf 240°C (21) und 
(22)[30%44b]. Die uberfuhrung von (130) in (21) 
und (22) zogen Blackburn und Davies 130a~44bl zum 
Beweis fur die Struktur von (13a) heran. Im Gegen- 
satz zu den dimeren Uracilen (s. Abschnitt 2.2.3) 
lassen sich die dimeren Thymine rnit Dimethylsulfat 

R'=COOo 40% NaOli /Hr,  I 

dihydropynmidin-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- 
sauren gezogen werden. Aus diesen Befunden ergeben 

Nucleinsauren folgende Schliisse: 

in die Tetramethyl-Derivate uberfuhren [36a344c.44dl- 

Bei der Umsetzung von (13a) rnit NaBH4 bildet sich 

[431=,, gegen sgwe sind die Dimeren (12bl und (,4b, 
[21e, 21hl sowie (120) und ( 1 4 ~ )  [35,37, zif]. 
[44] a) B. Witkop, Photochem. and Photobiol. 7, 813 (1968); 

1966.2239; C) 1966,1342; d) R. Beukers u. W. Berends, Biochim. 
biophysica Acta 49, 181 (1961). 

sich fhr die Untersuchung der UV-Bestr&lung b) G. M. Blackburn U. R. 1. H. Davies, J. chem. SOC. (London) C 
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(19b), das bei der Oxidation rnit KMn04 in (19a) 
iibergeht [U*l. Ahnlich verhalten sich die Dimeren 
(12a) und (14a) gegenuber NaBH4. 
Auch das dimere Uracil (136) gibt beim Losen in ver- 
diinnter NaOH ein Di-Natriumsalz, das beim Erwiir- 
men in 0.5 N NaOH auf 50°C die Diureido-Verbin- 
dung (23) bildet; (23) IaBt sich durch Erwiirmen mit 
verdiinnter Saure wieder in (136) iiberfiihren [21e, 30bL 

Die Umwandlungen (13a) +(19a) +(13a) und (136) + 
(23) -f (13b) schlieSen die Mbglichkeit eher  durchau dk- 
kutierbaren trans-Verknupfung der heterocyclischen Ringe 

Uracil[21el. Auch rnit Diazomethan gelang es uns 
nicht, das gesuchte tetramethylierte Dimere zu er- 
halten. 

2.2.3. Totalsynthese der  dimeren 
u rac i 1 e [21h ,401 

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) / 

0.5 NNsOH, 
OrC '. N-./ . H@ COO' 

(23) 
\ ;N---/--C+ 

N- C,,+ 0 
H' H 0 

KNCO ][ 10 N N a O H / S ~ C  

[z. B. (27)] eindeutig aus. Ein derartig gespanntes Ringsystem 
kbnnte m a r  bei der photochemischen Dimerisierung 1451, 
nicht dagegen bei Saurezugabe aus (19a) oder (23) gebildet 
werden. 

Beim ErwZirmen rnit 10 N NaOH auf 50 "C gehen (23) 
sowie (136) in ein komplexes Substanzgemisch iiber, 
das u. a. die Diamino-dicarbonsiiuren (24) und (25) 
enthiilt [a]. Beim Umsetzen rnit Kaliumcyanat liefert 
dieses neben wenig Dimerem (13b) vermutlich die 
Verbindung (26), die durch langeres Kochen rnit kon- 
zentrierter HCl u.a. in (136) umgewandelt werden 
kann[21el. Bei der Methylierung von (136) mit Di- 
methylsulfat erhielten wir neben dem Dimethyl- 
Dimeren (13e) [30bl etwas trimethyliertes dimeres 

[45] Siehe dazu die von E. I .  Corey, I. D. Bass, R. LeMahieu u. 
R. B. Mitra, J. h e r .  chem. SOC. 86, 5570 (1964), beobachtete 
Bildung eines trans-verkniipften Cyclobutan-Ringes bei der UV- 
Bestrahlung eines Gemisches von 2-Cyclohexenon und Iso- 
butylen. 
[46] Die Bildung von (25) und (26) sowie die 'Uberf i ihg  von 
(26) in (13b) setzcn die Isomerisierung einer COOH-Gruppe am 
Cyclobutan-Ring voraus. Derartige Isomerisierungen beschrie- 
ben E. R. Buchman, A. 0. Reims, T. Skei u. M. J. Schlatter, 
J. h e r .  chem. Soc. 64, 2696 (1942). 

(30a) iiber, das durch fraktionierende Kristallisation 
getrennt werden kann. Die Struktur von (30a) wurde 
durch Ozonolyse des a-Truxillsiiureesters (33) be- 
wiesen. (29a) und (30a) werden iiber die Saurechloride 
(296) bzw. (30b) in die Azide (29c) bzw. (30c) iiber- 
fiihrt, deren Curtius-Abbau die Isocyanate (31a) bzw. 
(32a) liefert. Die Umsetmng von (31a) und (32a) mit 
NH3 ergibt die Diureido-Verbindungen (31b) bzw. 
(326), die beim:Behandeln rnit Slure in die dimeren 
Uracile (156) bzw. (146) iibergehen. Mit Methylamin 
setzen sich (31a) und (32a) zu (31c) bzw. (32c) um, 
deren RingschluB .,die- methylierten Dimeren (I4e) 
bzw. (15e) ergibt. 
Die Synthese der cis-dimeren Uracile (12b) und (136) 
gelang auf analogem Wege. Das Dianhydrid (70) er- 

[47] a) R. B. Setlow. Biochim. biophysica Acta 49. 237 (1961) 
sowie [2a. Zb]; 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, Biochiin. biophysica Acta 
149.361 (1967). 
[50] H. Ishihara, Photochem. and Photobiol. 2, 455 (1963). 
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0. c /O\ c= 0 

A 
o'C H3 

f 33) 

103  

1 1 
,OCH3 /OC H3 H7 p; H> H@; 

c=o H R' R' o=c\ 
OC H3 05 H3 

(31) (a), R1 = N=C=O (32) 
(b),  R1 3 NH-CO-NH2 
(c), R1 == NH-CO-NHCH3 

I 
Schema 2. 

gibt beim Sieden in Methanol das Gemisch der Halb- 
ester (71a) und (72a), die iiber die Reaktionsschritte 
f71a)+(71b)+(71c)+f73a)+(736) bzw. (72a)+ 
(726) +(72c) +(74a) +(74b) in die cis-dimeren Ur- 
acile (126) bzw. (136) iiberfiihrt wurdenr*l. Das so 
erhaltene cislunti-dimere Uracil (126) ist mit dem von 
uns bei der UV-Bestrahlung von Uridin erhaltenen 
Dimeren identisch [21e8 391 (s. Abschnitt 2.2.1) und be- 
statigt damit dessen Struktur. 

2.2.4. Dimere  Cy tos ine  und  Mischdimere 

Die Frage, ob Cytosin als Base oder als Bestandteil 
von Nucleinsauren zur Dimerisierung befahigt ist und 
welche der vier moglichen Dimeren entstehen, konnte 
bisher nicht eindeutig geklart werden. Die experimen- 
tellen Befunde sprechen dafur, daB eine Dimerisie- 
rung in Dinucleotiden [*2. 51,1051 und Nucleinsau- 

[*I Ergbzung bei der Korrektur. 
[51] P. V. Hariharan u. H. E. Johns, Canad. J. Biochem. 46.911 
(1968). 

11 H II 

o=c, ;.'j.-pqC=o O= c (70) 

0 ' 0  

A 

N=C=O (74) 
NH-CO-NH;, 

I 

I 

ren[52-55J z.B. zum Dimeren (34) moglich ist, das 
dann als Derivat des Dihydrocytosins leicht thermisch 
zu (136) desaminiert wird. Eine Isolierung eines di- 
meren Cytosins gelang in keinem Fall. Bei der UV- 
Bestrahlung von Cytosin, Cytidin und Cytidylsaure in 
der Eismatrix bildet sich entweder gar kein dimeres 
Uracil-Derivat [21f, 14.501 oder nur so wenig [48,491, daO 
in diesen Fiillen auch eine unmittelbare photochemi- 
sche Desaminierung mit anschlieliender Dimerisierung 
in Betracht gezogen werden muI3 [151. 

Bestrahlt man Thymin/Uracil-Gemische in der Eis- 
matrix mit UV-Strahlung, so erhalt man neben di- 
merem Thymin (13a) und dimerem Uracil (136) ein 
Uracil/Thymin-Mischdmeres [21f27~,48.56-581. Es ist 
mit dem bei der Bestrahlung von DNA erhaltenen 
Mischdimeren identisch [591, das vermutlich durch Des- 

[52] a) R. B. Seflow u. W. L. Carrier, Nature (London) 213, 906 
(1967); b) J. K. Setlow. M. E. Boring u. F. J. Bollum, Proc. nat. 
Acad. Sci. USA 53,1430 (1965). 
[S3] H .  Dellweg u. A .  Wacker. Z .  Naturforsch. 176, 827 (1962). 
[54] V. Merriam u. M .  P.  Gordon, Photochem. and Photobiol. 
6, 309 (1967). 
(551 R. B. Seflow u. W. L. Carrier, J. molecular Biol. 17, 237 
(1966). 
[56] K. C. Smith. Biochem. biophysic. Res. Commun. 25, 426 
(1966). 
[57] A. Wacker, D. Weinblum. L. Triiger u. 2. H. Moustafa, 
J. molecular Biol. 3, 790 (1961). 
I581 K. C. Smirh [48] beschrieb die Bildung von zwei Misch- 
dimeren. 
[59] D. Weinblum. Biochem. biophysic. Res. Commun. 27, 384 
(1967). 
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aminierung eines Cytosin/Thymin-Mischdimeren ent- 
steht [52* 55,59-64,1051. Weinblum [591 diskutiert fur 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- 
Mischdi mere ergaben [21 f * 21 gl . 

2.3. Andere photochemische Reaktionen 165) 

Von mehreren Autoren sind Hinweise erbracht worden, 
dal3 neben der photochemischen Wasseraddition an 
die 5,6-Doppelbindung und der Bildung von Dimeren 
bei der UV-Bestrahlung von Nucleinshren 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 [48,66-701. Wung und Vurghese [67,681 diskutier- 

[60] A .  Wacker, H. DeIIweg u. E. Lodemann, Angew. Chem. 73, 
64 (1961). 
[61] G. M .  Blackburn u. R.  f. Davies, J. Amer. chem. SOC. 89, 
5941 (1967). 
[62] G. L. Whitson, A .  A .  Francis u. W. L.  Carrier, Biochim. 
biophysica Acta 161, 285 (1968). 
[63] A .  J. Vurghese u. S. Y. Wung, Science (Washington) 156, 
955 (1967). 
[64] K .  C. Smith, B. Hodgkins u. M. E. O'Leary, Biochim. bio- 
physics Acta 114, 1 (1966). 
1651 Purine sind gegeniiber UV-Strahlung wesentlich besthdiger 
als Pyrimidine. Spef i che  Reaktionen wurden nicht gefunden; 
siehe d a m  die Lit.-Zitate bei f. S. Connolly u. H. Linschitz. 
Photochem. and Photobiol. 7, 791 (1968). 
[66] M .  L .  Peurson, F. P. Ottensmeyer u. H. E. Johns, Photo- 
chem. and Photobiol. 4, 739 (1965). 
(671 A .  J.  Vurghese u. S. Y. Wung, Science (Washington) 160, 
186 (1968). 
1681 S. Y. Wung u. A.  J.  Varghese, Biochem. biophysic. Res. 
Commun. 29, 543 (1967). 
[69] A .  Haug, Photochem. and Photobiol. 3, 207 (1964). 
[701 H. E. Johns, M .  L.  Pearson, C. W. Helleiner u. D. M .  Luxan. 
S G p .  Fundamental Cancer Res. 18, 29 (1964); Chem. Abstr; 
63,3213 (1965). 

ten fur das bei der UV-Bestrahlung von Thymin in der 
Eisrnatrix erhaltene Produkt (A, = 31 6 nm) die 
Struktur (37) [711. Beim Erwiirmen mit Saure geht (37) 
in (38) uber. Ein ahnliches 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-Ted 
der DNA [681. 

H 
II I 

N,,.N - H 
II 
0 (37) 

Ein zu (38) analoges Produkt des Uracils haben wir 
moglicherweise bei der Dimensierung von Uridin in 
der Eismatrix erhalten [*lo* 761. Bei der UV-Bestrah- 
lung von Thymin wurde die Bildung von Dihydro- 
thymin [731 und die Oxidation der CH3-Gruppe [74,751 

beobachtet. 

[71] Siehe [721. 
[72] H. E. Johns, M .  L. Pearson, f. C. LeBIanc u. C. W. Helleiner, 
J. molecular Biol. 9, 503 (1964). 
[73] T. Yumune, B. J. Wyludu u. R.  G.  Shulmun, Proc. nat. Acad. 
Sci. USA 58, 439 (1967). 
[74] R. Alcdntura u. S. Y. Wung, Photochem. and Photobiol. 4, 
473 (1965). 
1751 S. Y. Wang u. R.  Alcdnrara, 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. Johns, 
Photochem. and Photobiol. 8,11 (1968). 
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3. Einwirkung ionisierender Strahlung auf HzO --+ HzO* + HO. + H. 

Nucleinsauren und deren Bestandteiler771 H ~ O  -+ H ~ O *  + H ~ o @ +  e z  

Im Gegensatz zu Prozessen, die durch UV-Strahlung 
ausgelost und durch die Wellenlange der verwendeten 
Strahlung selektiv beeinflulit werden, verlaufen die 
durch ionisierende Strahlung verursachten Vorgange 
wesentlich komplexer. Es miissen mehrere Reaktions- 
moglichkeiten in Betracht gezogen werden: 
Die unmittelbare Wechselwirkung der Strahlung mit 
der Nucleinsaure (N-M). Sie fuhrt zur Positivierung 
des Nucleinslure-Stranges an der ,,getroffenen" oder 
einer benachbarten Stelle und zur Bildung von Radi- 

(N-31)' + cQ 

N. + M@ + N@ + n,i. (1) 
f \ 

I 
N-M - (N-AI)" 

N. + M- 

kalen [GI. (l)]. Die Natur und das chemische Verhal- 
ten der Reaktionsprodukte (N-M)@, No, M*, N@, M a  
hangen von der Stelle ab, an der die Nucleinsaure 
,,getroffen" worden ist, d. h. das Makromolekiil der 
Nucleinsaure kann eine Vielzahl sehr verschiedener 
Spezies (N-M)Q, N*, Me, N@, M@ liefern. Die in 
Freiheit gesetzten Elektronen, die nun wiederum die 
Nucleinsaure angreifen konnen, 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 Nucleinsaure angreifen konnen. 
Die Wechselwirkung zwischen der Strahlung und dem 
Wasser. Sie fiihrt in geringem AusmaD direkt zu HO- 
und H-Radikalen[78], uberwiegend zu HzO@ und 
Elektronen [Gleichungen (2) und (3)]. Die Elektronen 
konnen nun mit Wasser weitere HzO @-Teilchen bil- 
den, wobei sie in Elektronen geringerer Energie(ez') 
iibergehen und weiter Elektronen (e:) freisetzen. Die 
Wechselwirkung zwischen der ionisierenden Strah- 
lung und dem Wasser lost so eine Lawine von HzO@- 
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 [eGdr.). Ihre Energie verlieren sie u.a. durch 
Bildung von H-Radikalen [GI. (6) [791]. 
~~ 

[77] a) Siehe J.  J .  Weiss in J .  N. Davidson u. W. E.  Cohn: Pro- 
gress in Nucleic Acid Research. Academic Press, New York 
1964, Bd. 3; b) Die Bestrahlung von NucleinsBuren sowie deren 
Bestandteile im trockenen Zustand oder in der Eismatrix bei 
tiefer Temperatur und die ESR-spektroskopische Untersuchung 
der Bestrahlungsprodukte wurden hier nicht diskutiert, siehe 
dam A. Muller: Progress in Biophysics and Molecular Biology, 
Pergamon Press, Oxford 1967, Bd. 17, S. 99; A.  D .  Lenherr u. 
M .  G.  Ormerod, Biochim. biophysica Acta 266, 298 (1968); 
W. Bernhard u. W. Snipes, Proc. nat. Acad. Sci. USA 59, 1038 
(1968); J. chem. Physics 46, 2848 (1967). 
[78] Siehe d a m  E. J.  Hart, Science (Washington) 146, 19 (1964); 
D.  C. Walker, Quart. Rev. (chem. SOC.. London) 21, 79 (1967). 
[79] Vereinfachte Darstellung; ubersicht iiber Primkrprozesse 
und Hinweise auf weitere Literatur siehe H. Heusinger. Chimia 
22, 277 (1968). 

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

Insgesamt ergeben sich fur die bei der Bestrahlung 
vonl Nucleinsauren mit ionisierender Strahlung ab- 
laufenden Prozesse folgende Moglichkeiten: 
Der entsprechend GI. (1) unspezifische, chemisch 
wegen seiner vielraltigen Moglichkeiten schwer zu er- 
fassende ,,Treffer" direkt an der Nucleinslure. 
Reaktionen der Nucleinsaure mit den aus Wasser ent- 
stehenden Teilchen H., HO., HzO@, ezydr. sowie mit 
aus anderen Zellbestandteilen entsprechend GI. (1) 
erhaltenen reaktiven Partikeln. 

I - - c  

Innsll, 
Abb. 1. Schematische Zcichnung der Bwtrahlungsanlage (Physikalischw 
Institut der Universitiit Wiirzburg). Zeichnung nicht mdstabsgerecht. 
a: Bandgencrator, b: Beochleunigungsrohr, c: Vakuumpumpcn, d:  Ma- 
gnetische Sirahlfiihrungselemcnie, e: Austrittsfenstcr. f:  Kiivette, g: 
Stromintegraior. 

Die Einwirkung ionisierender Strahlung auf walirige 
Nucleinsaurelosungen fiihrt demnach zu einer Vielzahl 
von Reaktionen, die zudem noch von weiteren Fak- 
toren wie Art der Strahlung, Strahlendosis und deren 
zeitlicher Verteilung, Konzentration und pH-Wert der 
Losung abhangen und die bei der Bestrahlung von 
Zellen und groDeren biologischen Objekten zuneh- 
mend komplizierter werden. Wir haben uns vor allem 
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H 

(a), R = H 
P 0 0 

II 

H - ~ - S - O H  _ ~ l g ~  
R=H (6). R = CH, o/,c.,'c, H 

I 
H H H 

(53) (54) (55) 
Schema 3. Reaktionen bei der Bestrahlung von Uracil und Thymin 1961 mit ionisiercnder Strahlung in entgastcr waflriger L6Sung 1821. 

mit den chemischen Vorgangen befabt, die bei der Be- 
strahlung von Nucleinsaurebestandteilen in waRriger 
Losung ablaufen [*c,*OL Die Untersuchungen anderer 
Autoren hatten gezeigt, daR groRe Strahlendosen 
(uber 106 rad) notig sind, urn mg-Mengen an Bestrah- 
lungsprodukten zu erhalten. 6oCo-Quellen und Ront- 
genrohren liefern in der Regel jedoch kaum mehr als 
lo00 rad/min. Urn die fur die Strukturuntersuchungen 
benotigten Substanzmengen zu erhalten, sind also 
lange Bestrahlungszeiten notig. Das hat zur Folge, dalJ 
die thermisch instabilen Bestrahlungsprodukte be- 
reits wahrend der Bestrahlung zerfallen und nicht iso- 

Elektronen in das waRrige System [Primarvorgang 
entsprechend G1. (4)] ausgelost werden [*I]. 
Wir haben deshalb die BestrahIungen auf folgendem Wege 
ausgefiihrt (s. Abb. 1) [*Ol: 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 beiindet sich die Bestrahlungs- 
kiivette aus Gerateglas (3.5 .4.5 . 10 cm), in deren Breit- 
seite ein 0.02 mm dickes Al-Fenster (Durchmesser 2.8 cm) 
eingesetzt ist, das als Sammelelektrode fur die eingeschossene 

lied werden k6nnen. Die bei der Bestrahlung in w ~ &  
rigen Systemen nach den Glejchungen (4)-(6) ablau- 
fenden Vorgange konnen Unter Umgehung der 
Prozesse (2) und (3) durch direktes EinschieRen von 

[80] a) B. Lbsche, Diplomarbeit, Universitiit Wiirzburg 1966; 
b) G. Roos. Diplomarbeit, Universitat Wiirzburg 1967; c) E. Fubr, 
W. Roblfng u. B. Leirermeier, unveroffentlichte Versuche. 
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Ladung dient. Das Fenster ist mit einem elektronischen 

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 Lasungen 

[81] Feinere Unterschiede der Wirkung konnen sich aus den 
Unterschieden in der Spektralverteilung der Elektronen bei 
Elektronen-, Rontgen- und y-Strahlung ergeben. Wie die Durch- 
Deutsche Akademic der Wissens&afcen 
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wurden wahrend der Bestrahlung intensiv magnetisch ge- 
riihrt und nach der Bestrahlung sofort eingefroren. Die 
Trennung der BestrahlungslBsungen erfolgte dunnschicht-, 
papier- oder saulenchromatographisch; die IdentMerung 
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 wal3riger 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- undl 
oder HO-Radikalen sowie von egydr. 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 gegenuber den Radikalen und 
dem egydr. vom pH-Wert der Lbsung abhkngig sind, wer- 
den auch die in Schema 3 und 4 angegebenen Reaktionsab- 
laufe zum Teil stark vom pH-Wert beeinflu0t [911. Theore- 
tisch lassen sich dime Reaktionen sowohl durch den Angriff 
von H- oder HO-Radikalen als auch unter Beteiligung von 
eEydr. formulieren. Da bis jetzt noch keine systematischen 
Untersuchungen vorliegen, die in allen Fallen eine Unter- 
scheidung zwischen den beiden Mbglichkeiten erlauben,haben 
wir fur das Uracil und Thymin beide MBglichkeiten, fur 
Cytosin der ubersichtlichkeit wegen nur die Reaktion uber 
Radikale formuliert. 
Bei der Bestrahlung von Uracil entstehen durch for- 
male Addition von zwei H-Radikalen Dihydrouracil 
(474 [921, von zwei HO-Radikalen die instabilen 
Uracilglykole (544, die leicht in Isobarbiturslure 

rechnung der Elektronenspektren durch D. Harder, Intern. atomic 
Energy Agency, Wien Techn. Rep. Ser. 58, 140 (1966), zeigte, 
sind die Unterschiede zwischen der Bestrahlung rnit Elektronen 
von 1 MeV Anfangsenergie und der mit 6oCo-y-Strahlung sehr 
gering. Dagegen ergibt das Elektronen-Spektrum fur Rontgen- 
strahlung mit 100 und 200 kV Rohrenspannung deutlich Ab- 
weichungen . 
[82] In Schema 3 und 4 sind die wichtigsten bei der Bestrahlung 
entstehenden Substanzen angegeben; weitere Bestrahlungspro- 
dukte siehe R. Pleticha-Lunsky 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). 
1841 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); C h m .  Abstr. 
67, 50837 (1967). 
[85] C. Nofrc u. A.  Cier, Bull. SOC. chim. France 1966, 1326. 
[86] E. Ekert, Nature (London) 194, 278 (1962). 
[87] E. B e r t  u. R. Monier, Nature (London) 188, 309 (1960). 
[88] G. Scholes u. J. Weiss, Nature (London) 185, 305 (1960). 
[89] N. P.  Krushinskaya, Radiobiologiya 5, 645 (1965); Chem. 
Abstr. 64, 3939 (1966). 
[90] S. Apelgot, B. Ekert u. A. Eouyat, 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; 1). Heitkampu. 0. Merwitz. 
2. Naturforsch. 23b, 579 (1968). 
[92] Bei der Bestrahlung von Dihydrouracil in wUriger Losung 
mit 6Wo-y-Strahlung in Gegenwart von Luft wurde die Bildung 
von Uracil sowie der Uracil-Bestrahlungsprodukte ( n u ) ,  (48a), 
(53) und (54a) beobachtet, siehe G. Vincendon, A. Cier u. C. 
Nofre, Bull. SOC. chim. France 1965.1997; W. Snipes u. W. Bern- 
hard, Radiat. Res. 33, 162 (1968). 
1931 Analog- gilt fur die entsprechenden Verbindungen des 
Thymins und Cytosins. 

(53) iibergehen, und durch H- und HO-Addition 5- 
bzw. 6-Hydroxy-dihydrouracil (48a) bzw. (41a). 
Der Mechanismus der Bildung der Hydroxyverbin- 
dungen (48a) und (41a) C931 ist ungeklart. Eine gleich- 
zeitige Addition von H* und HO* erscheint uns wenig 
wahrscheinlich. Gegen eine sukzessive Addition der 
beiden Radikale spricht ihre geringe Lebensdauer. 
Eine Umsetzung entsprechend 

(43a)l(46a) + H20 -+ (41a)1(48a) -k H. 
und 

(5Oa)/(5la) + H20 + (41a)1(48a) + H. 

diirfte wegen der Resonanzstabilisierung der Radikale 
(43a)1(46a) und (50a)l(51a) kaum moglich sein. Am 
wahrscheinlichsten erscheint uns die Umsetzung von 

(470) 

I t 

/ \  

H 

(58) 

1 
(59) 

0 

Schema 4. 
sicrender Strablung in cntga~ter waariger Usung 1821. 

Rcaktionen bei der Bestrahlung von Cytosin [961 mit ioni- 

(50a) bzw. (51a) mit eEydt. zu den Anionen (49a) 
bzw. (52a), die dann zu (41a) bzw. (48a) protoniert 
werden. 
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Analog verlaufen die Umsetzungen beim Thymin, 
Hier lassen sich die stabilen cis- und trans-Thymin- 
glykole (546) nachweisen. Bei sehr hohem pH-Wert 
uberwiegt die Bildung von (55), vermutlich weil das 
resonanzstabilisierte System des bei diesem pH-Wert 
vorliegenden Thymin-Dianions dem Angriff an der 
5,6-C=CBindung ausweicht 1941. 

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 [86-90351. Beim Thymin wurden die 
Peroxide (60) und (61) erhalten, deren Struktur durch 
unabhiingige Synthese bewiesen werden konnte 1951. 

In analoger Weise liefert Cytosin das Peroxid (62), das 
in Cytosin- und Uracilglykole zeflallt 1871. 

3.2. Purine 

Purine sind gegen ionisierende Strahlung bestiindiger 
als Pyrimidine[98*1991. Der Angriff der Radikale er- 

F' 

R1 

R' R' 

I 
F' / R' 

V U 

[94] L. S. Myers jr.. J. F. Ward, W. T. Tsukamoto u. D. E. 
Holmes, Nature (London) 208, 1086 (1965). 
[95] B. =err u. R.  Monier, Nature (London) 184. BA 58 (1959). 
[96] Die hier angegebenen Reaktionsablaufe gelten auch fur die 
entsprechenden Nuclwside und Nucleotide (801; 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 [941. 

(a), R - H, R1= NHz, R2 = Ribosyl(Desoxyribosy1) oder Ri- 
bosyl(Desoxyribosy1)phosphat ; (b), R - NH2, R1- OH, Rz = 
RibosyI(Desoxyribosy1) oder Ribosyl(Desoxyribosy1)phosphat 

Schema 5. Rcaktionen bci der Bestrahlung von Purin-Nucleotiden mil 
ionisicrcnder Strahlung in w&Briger Losung. 

1981 a) G. Hems, Nature (London) 186,710 (1960); b) 181,1721 
(1958). 
[99] I. I. Conlay, Nature (London) 197. 555 (1963). 
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folgt am Imidazolring und verlauft unter Bildung der 
Triamino-Derivate (63) (Rz = H) [98,99,1011 (s. 
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 [97-100~102bl - wobei die Purinbase in Freiheit 
gesetzt wird - in der Hauptsache jedoch am Purin- 
System unter Bildung der Pyrimidin-Derivate (63) 
an [98p102bl. (63b) 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 11021, da13 durch primaren 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 Sbahlenschaden[loJl 

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 unbeschrankt auf Nucleinsauren 
ubertragen 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 fur diese 
giiltig oder laufen die Reaktionen auch bei der Be- 
strahlung der Nucleinsauren ab? 
Kann man diesen photochemischen und strahlungs- 
chemischen Reaktionen bestimmte biologische Scha- 
den zuordnen? 
Beide Fragen sind vor allem fur die UV-Strahlung 
eingehend bearbeitet I1041 und z. T. recht eindeutig be- 
antwortet worden. Die Frage nach der Wirkung der 

[lo01 G. Scholes, R. L .  Willson u. M .  Ebert, Chem. Comrnun. 
1969, 17. 
[loll C. A. Ponnamperuma, Dissertation, University of Califor- 
nia 1962, zitiert nach [102b]. 
[lo21 a) K.  Keck u. U. Hagen sowie H. Friebolin. Natunvissen- 
schaften 53, 304 (1966); b) K. Keck, Z. Naturforsch. 236, 1034 
(1968). 
[lo31 Im folgenden verwandte Abkurzungen: Dimere wurden 
mit einem Bogen [z.B. UU = dimeres Uracil (Angabe ohne Aus- 
sage hinsichtlich der rhmlichen Struktur des Dimeren)], Wasser- 
additionsprodukte mit * (z. B. C*) gekennzeichnet; Poly-U = 
Poly-Uridyls&ure, Poly-C = Poly-Cytidylstiure; UpU = Uridylyl- 
(3’-5‘)-uridin, TpT = Thymidylyl-(3’-5‘)-thymidin, CpC = 
Cytidylyl-(3’-5’)-cytidin; ATP, GTP = Adenosin- bzw. Guano- 
sin-triphosphat. 
[104] Siehe dam auch [2, 1341 und a) E. M. Witkin, Science 
(Washington) 152, 1345 (1966); b) K.  C. Smith, Proc. 3. Intern. 
Congr. Radiat. Res. Cortina d’Ampezzo, S. 756 (1966); c) K. C. 
Smith, Radiat. Res. Suppl. 6, 54 (1966); d) S. Y. Wang, Federat. 
Proc. 24, S-71 (1965); e) R. E. Setlow, Science (Washington) 153, 
379 (1966); f) D. Shugar, Israel J .  med. Sci. 1. 1347 (1965); 
g) W. Szybalski, I. Arkansas med. SOC. 62, 488 (1966). 

h 

ionisierenden Strahlung ist dagegen weitgehend un- 
geklart. 
Der Nachweis, daI3 einzelne Basen bei der UV-Be- 
strahlung von DNA[lo5l in vitro und vivo dimerisieren, 
wurde bereits unmittelbar nach der Entdeckung der 
Dimerisierung in der Eismatrix erbracht. So konnten 
Wacker, Dellweg und Weinblum [lo71 sowie andere 
Autoren C53,108~ 1091 nachweisen, daD eine Substanz im 
DNA-Hydrolysat UV-bestrahlter Bakterien die glei- 
chen chromatographischen Eigenschaften wie dimeres 
Thymin hat. 

Es wurde auch ein Mischdimeres U?, das durch Des- 
aminierung von CT entstehen soll, bei der Bestrahlung 
von Bakterien nachgewiesen [60.611. 

Die Dimerisierung zum cislsyn-Dimeren (13a), die 
zwischen zwei benachbarten Basen des gleichen Einzel- 
stranges erfolgt, verursacht eine Hemmung der DNA- 
Reduplikation [1111 und verandert das Verhalten der 
Nucleinsaure bei der enzymatischen Hydrolyse. Dabei 
entstehen enzymatisch nicht weiter zu spaltende, das 
Dimere enthaltende Oligonucleotide Clll-113 123*], de- 
ren Art von der Basenzusammensetzung der DNA, 
der Wellenlange und der Dosis der verwendeten 
Strahlung abhangig ist. 
Die Bildung von Dimeren in der DNA erlaubt eine 
Deutung der bekannten Reaktivierungen UV-gescha- 
digter Mikroorganismen (Reaktivierung durch kurz- 
wellige UV-Strahlung, enzymatische ,,Dunkel“-Reak- 
tivierung, Photo-Reaktivierung) [1141. 

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

[lo51 Die VorgHnge 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, daD TpT [lo31 nvei Dimere bildet. Beim UpU und CpC 
erfolgen Wasseradiition (z. B. zu C*pC, CpC* und C*pC*) und 
Dimerisierung nebeneinander. Die CpC-Dimeren desaminieren 
zu UpU-Dimeren. 
(1061 I. H. Brown, K.  B. Freeman u. H. E. Johns, J. molecular 
Biol. IS, 640 (1966). 
[lo71 A. Wacker. H. Dellweg u. D. Weinblum, Naturwissen- 
schaften 47, 477 (1960). 
[lo81 a) D. L. Wulfl, J. molecular Biol. 7,431 (1963); b) E. Een- 
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) A. J. Varghese u. S.  Y. Wang, Nature (London) 
213.909 (1967). 
[lo91 Von E. Een-Hur u. R.  Ben-lshai [108b] wurde nachgewie- 
sen, daD bei der UV-Bestrahlung von DNA auch etwas trans/ 
anti-dimeres Thymin (14a) gebildet wird; siehe G. M .  Blackburn 
u. R. J. H. Davies, Biochem. biophysic. Res. Commun. 22, 704 
(1966). 
[I101 M. Pearson, D. W. Whillans, J. C. LeBlanc u. H. E. Johns, 
J. molecular Biol. 20, 245 (1966). 
(1111 P. Howard-Flanders, Idengaku Zasshi, Suppl. 40, 256 
(1965); Chem. Abstr. 65, 12536 (1966). 
[112] R. B. Serlow, W. L. Carrier u. F. I .  Bollum, Biochim. bio- 
physics Acta 91, 446 (1964). 
[113] H. Dellweg, Strahlentherapie 135, 504 (1968); Chem. Ab- 
str. 69, 8449 (1968). 
[114] Eine Reaktivierung nur durch Temperaturerhohung be- 
schrieben I. Pietrzykowska u. D. Shugar, Acta biochirn. polon. 
11, 79 (1964). 
[I151 R. B. Setlow u. J.  X.  Setlow. Proc. nat. Acad. Sci. USA 48, 
1250 (1962). 
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Abb. 2. Schema 

I c l  

dcr enzymatischen Dunkel-Reaktivierung [(a)-(d) a. Text]. 

Menge an dimerem Thymin, die bei der UV-Bestrah- 
lung in der DNA gebildet wird, von der Wellenliinge 
der Strahlung abhiingig [116,1324 (s. Abschnitt 2.2.1). 
Die enzymatische Reaktivierung (im Gegensatz zur 
Photo-Reaktivierung auch ,,Dunkel-Reaktivierung" 
genannt) gehort zu den interessantesten Reaktivie- 
rungsphiinomenen [1171 (Abb. 2). 
Durch Angriff eines Enzyms wird eine Phosphatbin- 
dung des durch die Dimerisierung geschadigten DNA- 
Doppelstranges geoffnet [(a) und (b)]. Ein anderes 
Enzym schneidet das dimere Stuck, beginnend an dem 
dimeren Nucleotid, mit einigen daranhbgenden 
weiteren Nucleotiden aus [(c)]. Durch Resynthese 
(DNA-Polymerase) mit dem unbeschadigten DNA- 
Strang als Matrize wird die herausgeschnittene Stelle 
ersetzt [(d)]. Ein weiteres Enzym (Polynucleotid-Li- 
gase) schlieDt dann die 3'-/5'-Bindung. 
Die enzymatische Dunkel-Reaktivierung erklart auch 
die zum Teil sehr unterschiedliche Widerstandsfahig- 
keit von Bakterien gegen UV-Strahlung: Die strah- 
lungsresistenten Bakterien enthalten Enzyme, die nach 
den obigen oder ahnlichen 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 Wucker et al. mit 
sichtbarem Licht und Uranylacetat oder HzOz [Irn1. Poly-U 
laDt sich auch mit HzOz oder Uranylacetat ohne sichtbares 
Licht [120bI Teaktivieren [1211. 

[I161 D. L. Wulf, Biophysic. J. 3, 355 (1963). 
[117] a) W .  L. Carrier u. R. B. Setlow. Biochim. biophysica 
Acta 129, 318 (1966); b) M. E. Eoling u. J. K. Setlow. ibid. 123. 
26 (1966); c) R.  Elder u. R.  F. Beers Jr.. Federat. Proc. 23, 373 
(1964); d) S. Aoki, R. P. Boycc u. P. Howurd-Ffanders, Nature 
(London) 209, 686 (1966); e) P. T. Emmerson u. P. Howard- 
Flunders, Biochim. biophysio. Res. Comm~n. 18, 24 (1965). 
[118] Siehe A. A. Lumola, J. Amer. chem. SOC. 88. 813 (1966), 
dort weitere Lit. 
[119] Das cislsyn-Dimere ( 1 3 ~ )  wird dabei monomerisiert, nicht 
dagegsn das Dimere ( 1 4 ~ )  [108b]. 

DNA 

Id) 

Ob und in welchem AusmaD es zu einer photochemi- 
schen Wasseraddition bei der UV-Bestrahlung von 
Nucleinsauren kommt, ist nicht sicher entschieden C1221. 
Sie scheint nur an nicht-doppelstrangigen Nuclein- 
sauren vorzukommen [110.123J, jedoch durch lokales 
Aufschrnelzen des Doppelstranges und durch Dimeri- 
sierung (Spaltung des Doppelstranges am Ort der Di- 
merkierung, anschlieknde Wasseraddition an be- 
nachbarten Cytosin-Molekiilen) [123aJ auch bei der 
DNA in geringem Mal3e moglich zu sein [1241. 

Die mogliche biologische Bedeutung der photochemi- 
schen Wasseraddition wurde von Grossman, Ono und 
Wilson c1251, Ottensmeyer und Whitmore [12*l sowie 
Wacker et al. 1126al studiert. 

Die Befunde lassen sich zum Teil dadurch deuten, dal3 
sich 6-Hydroxydihydrouracil (U*) als Bestandteil 
eines RNA-Codons bei der enzymatischen Protein- 

[120] a) A. Wucker u. A .  Gerstenberger, Angew. Chem. 75, 916 
(1963); Angew. Chem. internat. Edit. 2,689 (1963); b) A. Wucker 
u. P. Chundru, 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 .  Hurt- 
munn u. B. Schmidt, 2. Naturforsch. 236.755 (1968); D. Barszcz, 
Z .  Trumer u. D. Shugur, Acta biochim. polon. 10, 9 (1963); E. 
Schmidt, D .  Hurtmunn, K .  Grossgebuuer u. W .  Schumucher, Na- 
ture (London) 199, 504 (1963); Naturwissenschaften SO, 473 
(1963); E. R. Lochmann. ibid. 50, 474 (1963); R.  A.  Deering u. 
W. Snipes, Biophysic. J. 8. 326 (1968). 
11221 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. Hariharun u. If. 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. I. molecular Biol. I l . 6 0 0  
(1965); c) L. Grossmun, J. On0 u. R. Wilson. Symp. Fundamental 
Cancar Res. 18, 107 (1964) Chem. Abstr. 63, 3221 (1965); 
Federat. Proc. 24. S-80 (1965). 
[126] a) A. Wacker, M. Ishimoto, P. Chundru u. R. Selzer, Z .  
Naturforsch. 196, 406 (1964); siehe auch A. Wucker, P. Chundru, 
P. Mildner u. H. Feller, Biophysik 4,283 (1968); b) F. P.  Ottens- 
meyer u. G. F. Whitmore. J. molecular Biol. 38,l (1968); ibid. 38, 
17 (1968); c) Das U% codiert wie das Basenpaar GU sowie un- 
vertlndertes UU. 
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synthese in vitro wie Cytosin verhrilt [126cl. In uberein- 
stimmung hiermit wurde bei der enzymatischen Poly- 
Adenylsiiure-Synthese mit UV-bestrahlter Poly-U als 
Matrize der Einbau von GTP auBer ATP beobach- 
tet [1*5bl (s. Abb. 3). 

Abb. 3. 
Cytosin im Nucleinslure-Doppelstrang. 

Schema der Auswirkung der Wasseraddition an Uracil und 

Analog bewirkt der 6-Hydroxy-dihydrocytosin-Teil 
(C*) [125b, 125cl der UV-bestrahlten Poly-Cytidylsaure 
bei der enzymatischen Poly-Guanylsaure-Synthese 
den Einbau von ATP; d.h. der C*-Teil codiert wie 
Uracil. DaR der Effekt nicht etwa durch eine uber- 
fiihrung von Cytosin in Uracil entsprechend der R e  
aktionsfolge (4) 4 6 )  4 3 )  + ( I )  (s. Abschnitt 2.1) 
bedingt wird, beweist die Reversibilitat der Befunde: 
Beim Erwarmen auf 37 "C geht die Poly-C* wieder in 
eine Poly-C uber[1271, die nur den Einbau von GTP 
bewirkt. 
Diese Ergebnisse sprechen dafur, d a R  die eventuell in 
der DNA gebildeten 6-Hydroxy-dihydrocytosin-Teile 
bei der Reduplikation der DNA den Einbau von A d e  
nin an Stelle von Guanin in den komplementaren 
Strang auslosen und damit zu ,,Fehl-Signalen" beim 
Ablesen dea genetischen Codes fuhren [1281. 

Mehrere experimentelle Befunde weisen darauf hin, 
daR durch die UV-Strahlung an den Nucleinsauren 
neben Dimerisierung und Wasseraddition noch andere 
Effekte ausgelost werden, deren Natur zur Zeit noch 
weitgehend unbekannt ist. Beobachtet wurden z. B. 
das Zerbrechen des NucleinsZure-Stranges, zwischen- 
und innermolekulare Hauptvalenz-Verbriickungen 
zwischen Nucleinsaure-Strangen und Veranderungen 
der Sekundarstruktur [1291. Wahrend 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 Strangen wahrschein- 
lich irreparabel. 
Von K. C. Smith et al.[64s1301 ist die photochemische 
Addition von Aminosauren an die Pyrimidin-Teile 
von Nucleinsauren untersucht worden. Die Ergeb- 

11271 Die obigen Befunde konnen auch so gedeutet werden, daO 
C* beim Emarmen zum thermisch recht stabilen U* [8,9] des- 
aminiert wird. das wie Cytosin codiert. 
[128] Grundslltzlich sollte 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. 21, 
1 (1966); b) P. S. Sarin u. H. E. Johns, Photochem. and Photo- 
biol. 7, 203 (1968). 
[I 301 a) K. C. Smirh u. R.  T. Aplin, Biochemistry 5,2125 (1966); 
b) K.  C. Smirh u. D .  H. C. Meun, ibid. 7,  1033 (1968); c) K. C. 
Smirh, Photochem. and Photobiol. 7, 651 (1968). 

nisse zeigen, da13 bei der Deutung der UV-Strahlen- 
schaden auch eine photochemische Verbruckung zwi- 
schen Nucleinsaure und Protein berucksichtigt werden 
rnu13[1311. Die Bildung von UV-Produkten mit dem 
charakteristischen Maximum bei ca. 320 nm (s. Ab- 
schnitt 2.3) bei der Bestrahlung von Nucleinsauren 
wurde verschiedentlich nachgewiesen. Bakterienspo- 
ren liefern bei der UV-Bestrahlung nur wenig Dime 
re [132a,bl. 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 [1321. 

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

Dimerisierung und Wasseraddition spielen in vielen 
Fallen eine entscheidende Rolle. Ihr Anteil am Scha- 
den ist von der Natur der Nucleinslure, den Bestrah- 
lungsbedingungen, der Wellenlange und der Dosis der 
Strahlung abhangig c1331. AuRer diesen beiden Prozes- 
sen miissen noch photochemische Kettenbruche, 
Hauptvalenz-Verknupfungen zwischen Nucleinsaure- 
Strangen, Reaktionen zwischen Nucleinsauren und 
Proteinen sowie noch unbekannte Reaktionen der 
Pyrimidin-Basen in Betracht gezogen werden. 

Die Dimerisierung verhindert die DNA-Reduplika- 
tion; Wasseraddition (und moglicherweise auch die 
Dimerisierung [I349 bedingen u. a. die UV-Mutationen. 
Die Kenntnisse uber die molekularen Ursachen der 
durch ionisierende Strahlung ausgelosten biologi- 
schen Schaden sind - verglichen mit denen der UV- 
Strahlung - noch recht luckenhaft, weil die ionisie- 
rende Strahlung verschiedenartige Schaden nebenein- 
ander verursachen kann 11351. Aus den im Abschnitt 3 
geschilderten Befunden, nicht publizierten Versu- 
chen [801 und den Erfahrungen bei der UV-Bestrahlung 
ergeben sich folgende Moglichkeiten [1361: 

[131] J. Goddard, D.  Streefer, C. Weber u. M. P. Gordon, Photo- 
chem. and Photobiol. 5, 213 (1966); ibid. 8, 81 (1968), beobach- 
teten bei der UV-Bestrahlung yon Tabak-Mosaik-Viren die Bin- 
dung von Proteinuntereinheiten an RNA. 
[132] a) J.  E. Donnellan j r .  u. R. B. Setlow, Science (Washing- 
ton) 149, 308 (1965); b) K.  C. Smith u. H. Yoshikawu, Photo- 
chem. and Photobiol. 5, 777 (1966); c) R.  S. Stafford u. J.  E. 
Donnellan jr.,  Proc. nat. Acad. Sci. USA 59, 822 (1968); siehe 
auch J. W .  Longworth, ibid. 59, 829 (1968); d) R. 0. Rahn u. 
J.  L. Hosszu, Photochem. and Photobiol. 8. 53 (1968); 7, 637 
(1968); e) R. B. Setlow, ibid. 7, 643 (1968). 
[133] Beispielsweise konnte nachgewiesen werden, dal3 bei klei- 
nen Strahlungsmengen 90%, bei groDen Dosen nur ca. 50% des 
UV-Schadens durch Dimerenbildung verursacht wird. 
[134] Siehe dam E. M. Witkin, Radiat. Res. Suppl. 6, 30 (1966). 
[135] Die Polymerisation von Nucleotiden zu Polynucleotiden 
durch ionisierende Strahlung wurde verschiedentlich beobachtet, 
2. B. S. Fischer u. A. Ohlbaum, Inter-Amer. Symp. Peaceful Appl. 
Nucl. Energy 5, 19 (1965); Chem. Abstr. 63, 11967 (1965); 
A. Aguilera, E. Colombara, R .  Jimknez u. J.  Tohd, Biochim. bio- 
physics Acta 95,569 (1965); A. Aguilera, Z.  Gampel, M. Pieber u. 
J. TOM. Photochem. and Photobiol. 7, 711 (1968). 
[136] Siehe dam W. C. Summers u. W. Szybalski, I. molecular 
Biol. 26, 227 (1967); A. Raj ,  J. J. Weiss u. C. M .  Wheeler, Bio- 
chim. biophysica Acta 169, 230 (1968); M. Ullrich u. U. Hagen, 
Z. Naturforsch. 236. 1176 (1968), sowie [16]. 
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Der unmittelbare ,,Treffer" der Strahlung kann zu 
irreparablem Zerbrechen des Nucleinsauremolekiils 
fiihren. 
Das Zerbrechen eines Stranges des DNA-Doppelstran- 
ges kann unter Umstanden (abhangigvon 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 fuhrt zu einer Veranderung 
der Basenpaarung bei der Reduplikation der DNA, 
was u. a. die durch ionisierende Strahlung ausgelosten 
Mutationen bedingen konnte. 
Die biologische Bedeutung anderer bei der Bestrah- 
lung entstehender Produkte [Peroxide, Dihydrothy- 
min, Dihydrouracil, Thyminglykole u. a. (siehe dam 
Schema 3 und 4)] ist weitgehend unbekannt. In B e  
tracht gezogen werden mussen sowohl die Blockierung 
der Reduplikation der DNA an der veranderten Base 
als auch die Veranderung des genetischen Codes 11371. 

Ob und in welcher Weise die Zelle imstande ist, der- 
artig ,,modikierte" Basen zu erkennen und zu elimi- 
nieren, ist vollig offen. 

An unseren Untersuchungen waren die Herren Dr. G. 
Do'rhcfer, Dr. G. Furst, Dr. H. Gattner, Dr. R. Kleber, 
B. Lo'sche, R. Pastille, H. Popp, P. Richter, Dr. W. 
Rohlfing, C. Roos, Dr. B. Sojka und H. Wieser sowie Frau 
B. Leitermeier und Frdulein E. Boebinger beteiligt, 
denen ich auch hier fur ihre Mitarbeit danken mochte. 
Herr Professor M. Scheer, Physikalisches Institut der 
Universitdt Wiirzburg, hat die Ausfuhrung der Bestrah- 
lungen mit ionisierender Strahlung ermoglicht. Wir 
danken ihm fur die grojziigige Forderung, den Herren 
Dr. T. Nowak und Dr. W. Jarisch fur die Ausfuhrung 
der Bestrahlungen sowie den Herren Dozent Dr. D. 
Harder und Dr. A. Przybylski f i r  beratende Hive. 
Zu besonderem Dank sind wir Herrn Professor C. 
Hartmann, Institut fur Biochemie der Universitdt 
Wiirzburg, fur vieudltige Hinweise und Anregungen 
verpflichtet. Die Untersuchungen wurden in grojzugiger 
Weise von der Deutschen Forschungsgemeinschaft und 
dem Verband der Chemischen Industrie (Fonh der 
Chemischen Industrie) unterstiitzt. Auch an dieser 
Stelle sei dafur gedankt. 

[137] Vgl. dam [122a]. Einpcgangca om 27. MBn 1969 [A 7151 

Die En-Reaktion 

Von H. M. R. HofFmannr*l 

Unter ,,En-Reaktionen" versteht man die indirekte substituierende Addition einer Ver- 
bindung mit Doppelbindung (Enophil) an ein Olefin mit allylischem Wasserstoff (En). 
h g e  Zeit stand die En-Reaktion im Schatten der verwandten Diels-Alder-Addition. 
In diesem Aufsatz wird gezeigt, daj  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 uberraschend wenig bekannt. Einzelne 
Beispiele wie gewisse Reaktionen von Olefinen rnit 
Formaldehyd (Prins-Reaktion 111, s. auch Abschnitt 
3.4) sowie Beispiele fur Retro-En-Reaktionen wie die 
Decarboxylierung von p-Oxosauren und die Bildung 
von Olefinen durch Esterpyrolyse kennt man minde- 
stens seit Anfang des Jahrhunderts; viele andere Bei- 
spiele sind aber in der Patentliteratur 121 oder in schwer 

~ 

[*I Dr. H. M. R. Hoffmann 
William Ramsay and Ralph Forster Laboratories, 
University College, 
Gower Street, London W. C. 1 (England) 

[l] H. J.  Prim, Chem. Weekblad 16, 1510 (1919); s. auch [831. 
[2] Siehe C. P. A.  Kappelmeier, J .  H. van der Neut u. W. R.  van 
Goor. Kunststoffe 40.81 (1950); 8. auch [3], dort FuDnoten 1 u. 2. 

zuganglichen Zeitschriften vergraben. Erst nach einer 
Veroffentlichung von Alder [31 im Jahre 1943 begann 
man sich des Umfangs der En-Reaktion bewdt  zu 
werden. Trotzdem blieb die ,,En-Syntheses' bis heute 
,,unmodern" und im Schatten der verwandten Diels- 
Alder-Addition (,,Dien-Synthese"). AuDerdem sind 
viele der friihen Ergebnisse nur ungenugend gesichert, 
weil die heute ublichen analytischen und spektroskopi- 
schen Hilfsmittel fehlten. 
Die En-Reaktion ist die ,,indirekte substituierte Addi- 
tion" 131 einer Verbindung mit Doppelbindung (Eno- 
phil) an ein Olefin mit allylischem Wasserstoff (En); 
sie umfaDt die Allylwanderung einer Doppelbindung, 
den abergang des Allylwasserstoffs zum Enophil und 
die Bildung einer Bindung zwischen den Termini der 
beiden ungesiittigten Komponenten (Schema 1). For- 

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