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Unterschiede zwischen 4'-RNA- und 4'-DNA-
Radikalen beim anaeroben und aeroben
Strangbruch**
Harald Strittmatter, Adrian Dussy, Urs Schwitter und
Bernd Giese*

Der Mechanismus des DNA-Strangbruchs über 4'-DNA-
Radikale 1 a wurde in den letzten Jahren weitgehend auf-
geklärt (Schema 1).[1] Unter anaeroben Bedingungen tritt ein

O
b

O

O

O
b

O

O

X

O
b

O

O X

HOO
O

O

O b

X
O

O

O

O

O

b

X

O
O

OH

O

O2

P

P
4a,b

P

P

P

1a,b 3a,b

P

P

P
5a,b

+

2

H2O
P

P
6a,b 2

P P

7

a: X = H; b: X = OH

+

X

Schema 1. Nucleotid-Strangbruch über 4'-Radikale unter anaeroben und
aeroben Bedingungen. ± b�Nucleinbase, gewellte Linien�Enden des
Nucleotidstrangs.

ratur gerührt. Die orangefarbene Reaktionslösung wird filtriert, und zum
Filtrat werden 140 mg (0.86 mmol) NH4PF6 hinzugegeben. Nach
zwei Tagen kristallisiert bei 4 8C gelborangefarbenes 1 ´ 5 H2O aus
(63 %). Korrekte Elementaranalyse für Pt3Pd3N28C36H76O17P8F48; 1H-
NMR (200 MHz, D2O, TSP): d� 2.96 (s, 8H; CH2), 8.86 (d, 3J� 3.4 Hz,
2H; arom.), 9.76 (d, 3J� 3.9 Hz, 2 H; arom.), 10.39 (s, 2 H; arom.); 195Pt-
NMR (43 MHz, D2O): d�ÿ2726 (PtN4).

1*: Die reine Nitratverbindung des Hexamers wird bis auf die Zugabe von
NH4PF6 analog zu 1 in Lösung hergestellt. Sie kann anhand der 1H-NMR-
Daten identifiziert werden: 1H-NMR (200 MHz, D2O, TSP): d� 2.97 (s,
8H; CH2), 8.83 (d, 3J� 3.4 Hz, 2H; arom.), 9.79 (d, 3J� 3.9 Hz, 2H; arom.),
10.66 (s, 2H; arom.); 195Pt-NMR (43 MHz, D2O): d�ÿ2719 (PtN4).
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spontaner Strangbruch auf, der im einleitenden Schritt die
Phosphatbindung an C3' heterolytisch spaltet und das 5'-
Phosphat 2 als stabiles Spaltprodukt liefert. In Gegenwart von
O2 kann das 4'-DNA Radikal 1 a über das Hydroperoxid 4 a
zum Kation 5 a reagieren, aus dem nach b-Eliminierung
(5 a!6 a) und Hydrolyse das 5'-Phosphat 2 und das 3'-
Phosphorglycolat 7 als stabile Spaltprodukte hervorgehen.

Der Mechanismus der entsprechenden radikalinduzierten
RNA-Spaltung ist bisher kaum untersucht worden. Studien
von Hecht[2] zufolge wird RNA von Bleomycin, das inter-
mediär 4'-Ribonucleotid-Radikale bildet, langsamer gespal-
ten als DNA. Weil Bleomycin durch t-RNA[3] besser gebun-
den wird als durch DNA, könnte die unterschiedliche Spal-
tungseffizienz an der unterschiedlichen Reaktivität der 4'-
Oligonucleotid-Radikale 1 a und 1 b liegen. Um dies zu
überprüfen, haben wir die Oligonucleotide 14 synthetisiert,
bei denen eine Ribonucleotideinheit in 4'-Position die Ace-
tylgruppe trägt (Schema 2). Analog den Photolyseexperimen-
ten mit 4'-acylierten Desoxyribonucleotiden[4] ist 14 eine
Vorstufe für 4'-Ribonucleotid-Radikale.
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Schema 2. Synthese 4'-acetylierter RNA. a) MeC(OMe)3, Camphersul-
fonsäure, 20 8C; HOAc, 0 8C, 42 %; beim zweiten Diastereomer (41 %) wird
die Acetylgruppe unter Bildung des Nucleosids 8 wieder abgespalten;
b) TBDMSCl, Imidazol, 40 8C; NaOMe, 20 8C, 5 min, 72 8C; c) Dess-
Martin-Periodinan, 80 %; d) MeMgCl, 93 %; e) Dess-Martin-Periodinan,
85%; f) CF3COOH; TBDMSCl; CF3COOH; DMTrCl; 68%; g) PCl3,
1,2,4-Triazol; Me3NH�HCOÿ

3 ; 78 %; h) DNA-Synthesizer. ± ABz�Benzyl-
adenin, DMTr� 4,4'-Dimethoxytrityl, dT� 2'-Desoxyribosylthymin,
TBDMS� tert-Butyldimethylsilyl.

Die Synthese startet von der bekannten Verbindung 8[5] und
folgt in den wesentlichen Schritten der Herstellung der
entsprechenden modifizierten Desoxyribonucleotide.[6] Für
die Oligonucleotidsynthese an der Festphase eignet sich das
2',5'-geschützte Phosphit 13.[7] Zur Bestimmung der Ge-
schwindigkeit des spontanen Strangbruches wurde das modi-

fizierte Oligomer 15 durch Photolyse in das 4'-Radikal 16
überführt und mit Glutathionsäurediethylester (GSH) im
Überschuû abgefangen (Schema 3). Aus der Abhängigkeit

Schema 3. Bestimmung der relativen Geschwindigkeiten des photolytisch
induzierten Strangbruchs. ± A�Adenin.

des Produktgemisches (17� 18)/19 von der GSH-Konzentra-
tion lieû sich das Verhältnis der Geschwindigkeitskonstanten
kH/kE bestimmen.[8] Mit einem kH-Wert von 1.0 ´ 107mÿ1 sÿ1[9]

ergab sich die Spaltungsgeschwindigkeit kE für das 4'-Ribo-
nucleotid-Radikal 16 zu 0.5 ´ 103 sÿ1. Die Spaltungsgeschwin-
digkeit des entsprechenden 4'-Desoxyribonucleotid-Radikals
war mit kE� 1.7 ´ 103mÿ1 sÿ1 gut dreimal höher.[10]

Diese Abnahme der Spaltungsgeschwindigkeit für 4'-Ribo-
nucleotid-Radikale läût sich mit der destabilisierenden Wir-
kung der zusätzlichen OH-Gruppe auf das Radikalkation 20
deuten. Allerdings ist der Einfluû sehr gering, möglicherweise
ist das oligomere Radikalkation durch das Lösungsmittel H2O
so gut solvatisiert, daû die 2'-OH-Gruppe nur einen geringen
destabilisierenden Einfluû auf den Übergangszustand der
Reaktion ausübt.[11]

Experimente unter aeroben Bedingungen, bei denen die
Hydroperoxide 4 a, b auftreten,[4a] sollten ebenfalls durch die
zusätzliche 2'-OH-Gruppe beeinfluût werden. Stubbe et al.[12]

haben anhand von Desoxyribonucleotiden dargelegt, daû
nach Criegee-Umlagerung das Kation 5 a stereoselektiv zu 6 a
eliminiert, wobei das pro-R-Proton an C2' von 5 a abgespalten
wird (Schema 1). Im Ribonucleotid ist diese Position durch
die OH-Gruppe besetzt, so daû der Eliminierungsschritt
5 b!6 b verlangsamt werden sollte. Unsere Experimente
belegen nun, daû die 2'-OH-Gruppe einen deutlichen Einfluû
auf die Zusammensetzung der aeroben Spaltprodukte ausübt.
Während im Desoxyriboseoligonucleotid 21 a bevorzugt das
5'-Phosphat 2 gebildet wird, entsteht aus dem Ribonucleotid
21 b das 3'-Phosphorglycolat 7 als Hauptprodukt (Sche-
ma 4).[13] Die bevorzugte Bildung des 5'-Phosphats 2 aus
Desoxyribonucleotiden entspricht dem Stubbe-Mechanis-
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Schema 4. Unterschiede in der Produktzusammensetzung des aeroben
photolytischen Strangbruchs.

mus,[12] gemäû dem die Zwischenstufe 6 a das 5'-Phosphat 2 in
einer SN1-Reaktion abspaltet (Schema 1). Das 3'-Phosphor-
glycolat 7 entsteht in einem späteren Schritt und wird
deswegen in geringerer Ausbeute gebildet. Im Ribosesystem
5 b verlangsamt die 2'-OH Gruppe die Eliminierung 5 b!6 b,
so daû das Kation 5 b möglicherweise in einer Konkurrenz-
reaktion von H2O abgefangen werden kann (5 b!22). Die
Fragmentierung (22!23) und die anschlieûende Eliminie-
rung (23!7� 24) könnten in einer zusätzlichen Reaktion das
3'-Phosphorglycolat 7 als Spaltprodukt liefern (Schema 5).
Dieser konkurrierende Weg im Ribosesystem ist eine mög-
liche Erklärung für das Überwiegen des 3'-Phosphorglycola-
tes 7 beim aeroben Strangbruch des 4'-Ribonucleotid-Radi-
kals 1 b.[14]
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Schema 5. Abfangen des Kations 5b durch H2O, gefolgt von Fragmentie-
rung und Eliminierung unter Bildung von 7.

Die 2'-OH-Gruppe in Ribonucleotiden beeinfluût also die
Geschwindigkeit der spontanen Spaltung von 4'-Nucleotid-
Radikalen und verändert die Produktzusammensetzung bei
der aeroben Spaltung. Beide Effekte beruhen auf einer
Verlangsamung von Reaktionsschritten (1!2� 3 bzw.
5!6) im Strangbruch des Ribosesystems. Während die 2'-
OH-Gruppe die ionische Spaltung der RNA im Vergleich zu
der der DNA beschleunigt,[15] verlangsamt sie demgegenüber
den radikalischen RNA-Abbau.
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