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Die Stabilitdt und korrekte Replikati-
on von DNA als dem Trdager der Erb-
information ist von fundamentaler Be-
deutung fiir alle lebenden Organismen.
Eine Gefihrdung geht hier von ionisie-
render Strahlung (UV-Strahlung, Ront-
gen-Strahlung usw.) aus, die Schiden in
der DNA induziert."!! Wiinschenswert
ist daher ein detailliertes Verstdndnis
von Strahlenschdden auf molekularer
Ebene oder (konkreter) der elementa-
ren Schritte, die letztlich zur Mutage-
nese des Genoms oder zu Krebs fiithren.

Die Ionisation der DNA-Basen
wurde als einer der Elementarschritte
identifiziert, die Strahlenschidden auslo-
sen konnen, und wird daher mit hoher
Energicauflosung untersucht.’!  Das
durch Ionisation erzeugte positive Loch
(d.h. ein Radikalkation) kann in einem
Folgeschritt entlang des Strangs wan-
dern. Dieser Prozess wird in DNA un-
tersucht, die durch Anbindung von
Elektronenacceptoren modifiziert ist,
wodurch bei lichtinduzierter Anregung
eine positive Ladung in den Strang inji-
ziert wird.”! Die Befunde belegen, dass
die Migration eines Lochs bevorzugt
durch Ladungstransfer auf Guaninein-
heiten (G) erfolgt, die leichter oxidiert
werden als die anderen DNA-Basen. In
Abwesenheit von G dient alternativ
Adenin (A) als intermedisrer Ladungs-
trager. Eine oxidative Schidigung von
DNA tritt letztlich an den G**-Positio-
nen als Konkurrenzprozess zu einer
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weiteren Migration der Ladung auf.l?
Ein anderes Beispiel fiir Strahlensché-
digung in DNA, das als Ausloser fiir
Hautkrebs angesehen wird, ist die pho-
tochemische Dimerisierung benachbar-
ter Cytosin(C)- und Thymin(T)-Basen,
die unter Einwirkung von UV-Strahlung
auftreten kann."

Ein vollstidndiges Bild der Strahlen-
schiadigung von DNA muss beriicksich-
tigen, dass die Schédden nicht nur durch
die primire Wechselwirkung mit hoch-
energetischer Strahlung ausgelost wer-
den, sondern dass auch sekundére Par-
tikel wie Ionen, Radikale und ballisti-
sche Elektronen, die entlang der Ioni-
sationsspur produziert werden, eine
wichtige Rolle spielen.”! Die meisten
dieser Produkte, die in grofer Zahl ge-
bildet werden (ca. 10¥MeV) und unter
denen Elektronen den grofiten Anteil
haben, weisen Energien von weniger als
30 eV auf.! Daher konzentriert sich ein
aktueller Bereich der Forschung zu
Strahlenschdden auf die Wechselwir-
kung von niederenergetischen Elektro-
nen, d.h. von Elektronen mit kineti-
schen Energien unterhalb von 10-20 eV,
mit DNA oder deren Untereinheiten.
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Es konnte gezeigt werden, dass bereits
unterhalb der Ionisationsschwelle eine
Vielzahl von dissoziativen Reaktions-
pfaden existiert (Abbildung 1).

Die Untersuchungen zu den Aus-
wirkungen der Wechselwirkung nieder-
energetischer Elektronen mit DNA fol-
gen zwei unterschiedlichen Strategien:
In einer Art Top-down-Ansatz werden
die Schdden in DNA-Stringen in Ab-
hingigkeit von der Energie der einfal-
lenden Elektronen (E,) quantifiziert.
Als Modellsystem fiir diese Experi-
mente wurde Plasmid-DNA in ihrer su-
perspiralisierten Form (supercoiled) auf
einer metallischen Unterlage depo-
niert.”! Der Nachweis der bei Elektro-
nenbestrahlung im Ultrahochvakuum
(UHV) gebildeten Produkte erfolgte
zum einen ex situ durch Elektrophore-
sel™® und zum anderen in situ, d.h.
unmittelbar unter Elektronenbestrah-
lung, durch massenspektrometrische
Detektion der elektronenstimulierten
Desorption (ESD) von negativ gelade-
nen Fragmenten.”)

Die Ionenausbeuten bei ESD in
Plasmid-DNA sind erst ab 6-7eV
nachweisbar, wobei ein Maximum um

DNA “""L.. : kurzlebiges Molekiilanion
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Abbildung 1. Die Wechselwirkung niederenergetischer Elektronen mit DNA fiihrt bereits bei
Energien unterhalb der lonisationsschwelle zu Strangbriichen. (Mit Genehmigung aus Lit. [7a].

Copyright Science Magazine, 2000.)
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10 eV der Bildung und dem anschlie-
Benden Zerfall von kurzlebigen negati-
ven Ionen (Resonanzen) zugeschrieben
wird.”! Die elektrophoretische Analyse
belegt, dass hier Einzelstrangbriiche
(ESB) und Doppelstrangbriiche (DSB)
auftreten (Abbildung 2). Neuere, emp-

wurde.”! Wie sich aus der Bestimmung
der Transmission von Photoelektronen
durch solche SAMs ergab, skaliert die
Wabhrscheinlichkeit fiir den Einfang von
Elektronen in Einzelstrdngen mit der
Zahl der G-Basen und hingt von deren
Anordnung ab.'!' Experimente zur
Zweiphotonen-Photoemission
am gleichen System zeigten
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Abbildung 2. Quantenausbeute fiir die Erzeugung von
Doppelstrangbriichen (DSB, a), Einzelstrangbriichen
(ESB, b) und fiir den Zerfall der superspiralisierten
Plasmid-DNA im festen Zustand (c) bei Bestrahlung
mit niederenergetischen Elektronen der Energie E,. (Mit
Genehmigung aus [7b]. Copyright Science Magazine,

2000.)

findlichere Experimente zeigen nun
aber, dass ESBs auch schon bei E;-
Werten unterhalb von 1 eV auftreten.®

Modellstudien an selbstorganisier-
ten Monolagen (SAMs) aus kurzketti-
gen DNA-Einzel- und Doppelstrangen
auf Goldoberfldchen eroffnen eine in-
teressante Moglichkeit, weitere Details
der elektroneninduzierten Schidigung
von DNA aufzukldren. So wurde kiirz-
lich eine Mikroarray-Technik in Ver-
bindung mit Fluoreszenz-Markern ein-
gesetzt, um die Schidigung in Abhén-
gigkeit von der Elektronendosis zu
quantifizieren.'” Die chemische Stabi-
litit von DNA-Basen gegeniiber Be-
strahlung mit niederenergetischen
Elektronen sowie der Einfluss der Ba-
sensequenz auf diese Stabilitdt wurden
untersucht, indem die Desorption neu-
traler Fragmente in SAMs aus Homo-
und Hetero-Oligonucleotiden gemessen
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menten komplementér ist. Bei
diesem Ansatz wird die Wech-
selwirkung niederenergetischer
Elektronen mit einzelnen Un-
tereinheiten der DNA, namlich
den isolierten Basen, dem Zu-
cker sowie Phosphat-Einheiten
zuerst im Detail charakterisiert,
bevor die analogen Prozesse in
groBeren Untereinheiten untersucht
werden.”! So sollte sich Schritt fiir
Schritt die Sequenz der elementaren
Prozesse aufkliren lassen, die nach
Elektronenanlagerung an eine be-
stimmte Untereinheit ablaufen, was so-
wohl die Migration des Uberschuss-
elektrons als auch die bevorzugten Re-
aktionspfade auf dem Weg zur DNA-
Schéadigung nach Lokalisierung der La-
dung umfasst.

Experimente in der Gasphase er-
moglichen die Untersuchung von iso-
lierten DNA-Bausteinen oder von Un-
tereinheiten aus wenigen dieser Bau-
steine. Dazu werden gekreuzte Elek-
tronen- und Molekularstrahlen mit
Massenspektrometrie kombiniert, um
die negativ geladenen Produkte nach-
zuweisen, die durch dissoziative Elek-
tronenanlagerung (DEA) gebildet wer-
den (Abbildung 3). Seit dem ersten
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Abbildung 3. Experimenteller Aufbau fiir den
Nachweis negativ geladener Produkte, die
durch Anlagerung von niederenergetischen
Elektronen an gasférmige Untereinheiten der
DNA erhalten werden. Ein Molekularstrahl,
der mittels eines Ofens erzeugt wird (links),
wird mit einem monochromatischen Elektro-
nenstrahl aus einem hemisphirischen Ener-
gieanalysator mit einer typischen Auflésung
von 50-150 meV (oben) gekreuzt. Negativ ge-
ladene Produkte werden mithilfe eines Qua-
drupol-Massenspektrometers nach ihrer Mas-
se selektiert und nachgewiesen (rechts). Die
lonenausbeute fiir spezifische Massen wird in
Abhingigkeit von der Elektronenenergie (E,)
gemessen. Abbildung zur Verfiigung gestellt
von Paul Scheier.

Nachweis, dass derartige Studien zur
Wechselwirkung von Elektronen mit
DNA-Untereinheiten in der Gasphase
machbar sind,'"” hat eine wachsende
Zahl von Experimenten an isolierten
DNA-Basen deren Neigung zur Disso-
ziation belegt. In der Tat wird in Ein-
klang mit den Befunden fiir Plasmid-
DNAP78 eine Fragmentierung bereits
bei Ej,-Werten im Bereich von 0.5 bis
1 eV beobachtet,™'> d.h. weit unter-
halb der Ionisationsschwelle. Der do-
minierende Reaktionspfad liefert unter
Verlust eines einzelnen Wasserstoff-
atoms das Produkt [M—H]” (M=C, T,
A, G)PBY Dagegen zerfillt die
Zuckereinheit, Desoxyribose, bereits
nahe 0eV in unterschiedliche Frag-
mente,™ was darauf schlieBen lisst,
dass der Zucker eine besonders emp-
findliche Untereinheit des DNA-
Strangs ist. Uber Gasphasenstudien zur
Phosphateinheit wurde bisher nicht be-
richtet, allerdings zeigt ESD an festen
Filmen von NaPO,(OH), eine Desorp-
tion von OH™ bei 8 eV.P)

Gemaif Experimenten zur Ladungs-
injektion erfolgt die Migration des
Uberschusselektrons auf einer B-DNA-
Doppelhelix vorzugsweise durch einen
thermisch aktivierten Hopping-Mecha-
nismus unter Beteiligung der T- und C-
Einheiten®! Diese beiden Basen sind
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a)

leichter zu reduzieren als A und G, wo-
bei T~ geringfiigig gegeniiber C~ be-
vorzugt ist. In Einklang mit diesen Be-
funden haben sich Versuche zur Auf-
klarung der molekularen Details von
elektroneninduzierten Prozessen bei
niedrigen E-Werten bisher auf T kon-
zentriert,'*"”)

Die Energieabhingigkeit der Aus-
beute an negativ geladenen Fragmenten
nach Anlagerung niederenergetischer
Elektronen an T zeigt aufgrund reso-
nanter Prozesse eine reiche Struktur.!®!
Durch einen detaillierten Vergleich von
DEA bei teilweise deuteriertem T und
Uracil (U) sowie selektiv methyliertem
T und U (ml1T und m3U, Schema 1)
lassen sich die Dissoziationsprozesse
aufkliaren, die bei unterschiedlichen E-
Werten auftreten. Die Bildung von
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H\N | CH; Hl | CD,
ofLT S

H H

(T) (To)

0 0
HJ\ | CH, H;T\ | H
L A

CH, H

(m1T) (U)

0
HiCny H
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H

{10ev: H |

(T-Hy +H

Schema 1. a) Thymin-verwandte Verbindungen, die
mittels DEA untersucht wurden. b) Bindungsselek-
tive (C-H gegeniiber N-H) und positionsselektive
(N3-H gegeniiber N1-H, C6-H gegeniiber CH,-H)
dissoziative Elektronenanlagerung (DEA) am Thy-
min (T) gelang durch Wahl geeigneter Energien
der einfallenden Elektronen.'*® Abbildungen
zur Verfuigung gestellt von Paul Scheier.
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[T-H]  unter Abspaltung eines neu-
tralen H-Atoms aus T findet bei 0.6
3 eV statt.'>13 Nach selektiver Deu-
terierung der Kohlenstoffpositionen
wird weiterhin die Bildung von [T—H]~
im gleichen Energiebereich beobachtet,
nicht aber die des Fragments [T—D]".
Die Elektronenanlagerung bei solch
niedrigen Energien ist also bindungsse-
lektiv, d.h., sie fiihrt zur Dissoziation
der N-H-Bindungen, aber nicht der C-
H-Bindungen.[¥! Dariiber hinaus belegt
DEA an mlT, das an der N1-Position
methyliert ist, die energieabhingige
Positionsselektivitit, da die Bildung von
[m1T-H]™ bei E,~1eV vollstindig
unterdriickt ist, wahrend das Signal um
1.8 eV weiterhin auftritt."”) Der Reak-
tionspfad bei tiefster Energie wird daher
der Dissoziation der N1-H-Bindung zu-
geschrieben, wihrend der zweite Pro-
zess die N3-H-Bindung betrifft. Dieser
Befund liefert ein schones Beispiel fiir
Reaktionskontrolle durch Anlagerung
niederenergetischer Elektronen.

Durch Vergleich der H™- und D™-
Ionenausbeuten fiir T, U und ihre De-
rivate wurde auch die Herkunft von H™
geklart, das bei DEA an T im Energie-
bereich von 5 bis 11 eV beobachtet
wird."*!"! Hier gibt es vier DEA-Pfade
bei 5.5, 6.8, 8.5 und 10 eV, die zu selek-
tiver Dissoziation an N1, N3, C6 bzw.
der Methylposition fithren (Schema 1).

Als erster Schritt hin zu einer voll-
stindigen Modellierung von DNA im
Sinne des beschriebenen Bottom-up-
Ansatzes wurde kiirzlich das Nucleosid
Thymidin (Td) untersucht, das aus Tund
dem tiiber seine N1-Position gebundenen
Zucker Desoxyribose (DOR) aufgebaut
ist (Schema2a).”! Hier gibt es zwei
DEA-Pfade bei niedrigen E,-Werten
(Schema 2b). Die Anlagerung von
Elektronen bei 1.2 eV findet am Zucker
statt und fithrt zum Bruch der Bindung
zwischen den Untereinheiten (T—H)
und dR (=DOR-OH), was durch das
beobachtete Produkt [dR—2H]™ belegt
wird. Bei 1.8eV wird hingegen ein
Elektron an die (T—H)-Einheit angela-
gert. Dieser Prozess liefert im Wesent-
lichen intaktes Td, wobei lediglich an
der N3-Position ein H-Atom abgespal-
ten wird, wie die Bildung des Fragments
[Td—H]~ und die starke Ahnlichkeit des
DEA-Signals zu demjenigen von m1T
zeigen. Innerhalb des Zeitfensters die-
ses Experiments (einige ps) migriert al-
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Schema 2. a) Nomenklatur und Massen der
charakteristischen Untereinheiten von Thymi-
din. b) Energieselektive Dissoziationspfade
nach Anlagerung niederenergetischer Elektro-
nen an Thymidin (Td). Ein Ladungstransfer
von (T—H) nach dR wird nicht beobachtet.”
Abbildungen zur Verfiigung gestellt von Eugen
lllenberger.

so ein Elektron, das zunichst an die
(T—H)-Einheit angelagert wurde, nicht
zur dR-Einheit, wo es einen Bindungs-
bruch zwischen den zwei Bausteinen
auslosen wiirde, wie er auch bei 1.2 eV
auftritt. Dies widerspricht einer kiirzlich
verdffentlichten®! und in Lit. [20] dis-
kutierten theoretischen Vorhersage,
dass ein Elektronentransfer aus einem
tief liegenden *-MO der Base in ein
tief liegendes 0*-MO des DNA-Geriists
stattfinden sollte.

Td ist das bisher grofite durch DEA
in der Gasphase untersuchte DNA-
Modellfragment. Als nichste Schritte
diirften eine detaillierte Studie der
Fragmentationspfade in anderen DNA-
Basen sowie die Addition einer Phos-
phateinheit an das Nucleosid, also die
Untersuchung eines Nucleotids, folgen.
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Dies wird neue Fragen nach den Aus-
wirkungen von koordiniertem Wasser
und der Basenpaarung sowie der Bil-
dung von Basenstapeln aufwerfen. Da-
mit werden auch verbesserte experi-
mentelle Techniken fiir die Préaparation
des Molekularstrahls (z.B. MALDI)
und fiir die schrittweise Addition der
Hydratationsschale erforderlich wer-
den, um letztlich zu einem Modell zu
gelangen, das die Verhiltnisse in leben-
den Organismen besser wiedergibt.

Die nichsten Aufgaben warten also;
es wurde aber auch bereits viel erreicht,
wie sich beim Vergleich mit Studien zur
Ladungsmigration zeigt. Hier wurde in-
teressanterweise gefunden, dass der re-
duktive Ladungstransfer, d.h. die Mi-
gration eines Uberschusselektrons, kei-
ne DNA-Schiden hervorruft.”! Dies
scheint einerseits dem Befund zu wi-
dersprechen, dass Elektronenanlage-
rung an DNA zu einer Schidigung
fihrt; andererseits zeigt die Studie zu
DEA in Td, dass die Anlagerung eines
Elektrons an die (T—H)-Einheit zu ei-
ner Situation fiihrt, aus der sich nicht
notwendigerweise die Dissoziation ei-
ner Bindung zwischen zwei DNA-Bau-
steinen ergibt.’ Dies ist voll in Ein-
klang mit der Sichtweise, die aus den

Angew. Chem. 2006, 118, 4160 —4163

Messungen der Ladungsmigration re-
sultiert. Der Bottom-up-Ansatz zur
Aufkldrung der Strahlenschidigung von
DNA hat sich also offenbar bewiéhrt.
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