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144. DNA-Abbau und Oxydation von o-Phenylendiamin 
Metallionen und H,O,, 8. Mitteilung’) 

von R. Zell, H. Sigel und H.  Erlenmeyer 
(19. 111. 66) 

In Gegenwart von Metallionen vermag H,O,, wie Untersuchungen am Cu2+- und 
Ni2+-Komplex des cyclischen Decapeptids Polymyxin B gezeigt haben [a], Polypep- 
tide in einer Folge von spezifischen Reaktionen abzubauen. Wie neuere Versuche rnit 
Adenin-Nucleotiden bestatigen [l], muss man annehmen, dass H,O, bzw. HOO- [3] [4: 
als Ligand in die Koordinationssphare des Metallions eintritt und im Bereich die- 
ser Koordinationssphare spezifisch rnit der abbaufahigen Ligandmolekel reagiert. 
Dieser spezifische Abbau ist demnach nicht zuruckzufuhren auf ein Auftreten von 
freien Radikalen wie OH , was zu einer starken Streuung der Angriffspunkte fuhren 
musste, sondern beruht auf der Ausbildung ternarer Komplexe. 

In  neuerer Zeit haben PRIESS & ZILLIG [5] die Spaltung von s-RNA rnit ca. 2 .  lo2 
Molen H,O, pro Mol Nucleinsaure-Raustein untersucht und neben anderen Reak- 
tionen vorwiegend einen von Temperatur und pH abhangigen Angriff auf die Uracil- 
Bausteine der s-RNA beobachtet ”. 

DNA hingegen erleidet durch H,O,, wie z. B. die Versuche von BERNEIS et al. [6] 
rnit dem bei der Autoxydation von Methylhydrazinen [7] erzeugten H,O, gezeigt 
haben, eine Viskositatsabnahme, die vermutlich auf eine Spaltung der Zucker-Basen- 
Bindung3) der DNA zuriickzufuhren ist [S]. 

Wir haben einige Abbauversuche rnit DNA durchgefuhrt im Zusammenhang rnit 
Untersuchungen uber die Eigenschaften der erwahnten carcinostatischen Methyl- 
hydrazin-Derivate [7], deren zu H,O, fiihrende Autoxydation nach unseren Ermitt- 
lungen [9] durch Metallionen beeinflusst wird. Die H,O,-Bildung in diesen Systemen 
wird besonders durch Mn2+ gefordert und in Anwesenheit von P20,4- noch weiter 
erhoht. 

Wir fanden nun4), dass die Viskositatsabnahme der DNA-Losungen trotz Gegen- 
wart des bei der Autoxydation der Methylhydrazine erzeugten HzO, ausbleibt, wenn 
man dem System P20,4- zusetzt, und dies sowohl in An- wie in Abwesenheit von Mn2+ 
(vgl. Figur), Die H,O,-Konzentration wird auch in diesem System, wie Kontroll- 
versuche ergaben, durch Zusatz von Mn2+ und P,0,4- erhoht. 

7. Mittcilung: [l]. 
Bei Untersuchungen spczifischer Abbaureaktionen sollte die H@-Konzentration nicht um vide 
Zchnerpotenzen uber der Komplexkonzentration liegen, da sonst unspezifische Reaktioncn mit 
dem Substrat iiberwiegen konnen: Unveroffentlichte Versuche. 
Der spezifische Aufbau (Doppelhelix) der DNA schutzt wohl deren Nucleotid-Bascn vor dem 
Abbau [l]; vgl. auch r161. 
Herkunft dcr Priiparate: DNA: B.D.H., Poolc (England); K4P,0,, 3H,O: BENDER & HOBEIN 
AG., Zurich; Pyridin-2,6-dicarbonsaure und o-Phenylendiamin: FLUKA AG, Buchs (St. Gallen) ; 
FeSO,, MnSO, : E. MERCK AG, Darmstadt (Deutschland) : Stabilisator-freies H,O, : DEGUSSA, 
Frankfurt/Main (Deutschland). 
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Auf Grund der Erfahrungen rnit Polypeptide11 bzw. rnit Modellsubstanzeri [lo], 
wonach die Ausbildung ternarer Komplexe Voraussetzung ist fur einen peroxyda- 
tischen Abbau, ware dieses Ergebnis so zu verstehen, dass der reaktive ternare Kom- 
plex aus HOO-, Metall-Ion und DNA in Gegenwart von P,0,4- nicht entstehen kann, 

16 32 h 

Zeitliche A’nderung der spezajischen Viskositat wasserager 0.05-proz. DNA-Losungen (0) hei Zusatz 
uon 6 * 10-401 Methylhydrazin ( m ) ,  6 .  1 0 - 5 ~  MnSO, (@),  6 .  1 0 H ~  Methylhydrazin + 6 .  1 0 - 5 ~  

iV.ln.50, ( a ) ,  somie 6 ‘10-4~f A4ethylhydrazin + 6 - 1 0 - 5 ~  MnSO, + I O P M  K,P,O, ( 0 )  

da letzteres die katalytisch wirksamen Metall-Ionen bindet. Andererseits deutet dieses 
Ergebnis darauf hin, dass beim Abbau der DNA durch H,O, ohne besonderen Zusatz 
von Metall-Ionen diese aus den DNA-Praparaten [l 11 oder auch z. B. aus den Glas- 
gefassen [12] in geniigender Menge in das Reaktionsmilieu gelangen. 

Als weiteres Beispiel einer Reaktion, die durch solche Spuren von Metall-Ionen 
erst ermoglicht und durch P,0,4- gehemmt wird, sei die von FALLAR 8r MEFFERT [13] 
untersuchte Oxydation von o-Phenylendiamin (1,6 . 1 0 - - 4 ~ )  durch H,Oz angefuhrt, 
die nach Zusatz von Pyridin-2,6-dicarbonsaure eintritt, wobei die Reaktions- 
geschwindigkeit stark von der Konzentration an letzterer abhangt 7 .  Wird die ver- 
wendete Pyridin-2,6-dicarbonsaure (2 - 1 0 - 4 ~ )  iiber einem stark sauren Ionen- 
austauscher gereinigt, so sinkt, wie wir fanden, die Oxydationsgeschwindigkeit uni 
einen Faktor von ca. 2 bis 36). 

Cu2+(10-6 bis ~ O - * M )  katalysiert diese Oxydation von o-Phenylendiamin bei pH 2 
praktisch nicht (vgl. auch [15]), wahrend Fe2+ in einer Konzentration von 1 0 - 6 ~  
ihre Geschwindigkeit ca. verfunffacht 7. 

Gereinigte Pyridin-2,6-dicarbonsaure, deren wasserige Losung anschliessend ei- 
nige Tage mit alterem Glas in Beriihrung gewesen war, fiihrte zu gleichen Reaktions- 
geschwindigkeiten, wie sie durch Fez+-Zusatz erreicht worden waren. In Pyrex- 
Gefassen gelagerte agereinigte )) Pyridin-2,6-dicarbonsaure zeigte keine erhohte Wir- 

6, Erwahnt sci, class Pyridin-2-cdrbonsaure mit H,O, cin kristallines 1 : 1-Addukt [I41 aufbaut, 
das sich aus Athanol umkristallisieren lasst. In LBsung ist diese Anlagerungsverbindung nicht 
nachweisbar, so dass die Beobachtung eincr Katalyse mit dcr homologen Dicarbonsaure fur 
dieses Problcm von Intcresse war. 

E, Samtliche Oxydationsversuche rnit o-Yhenylendiamin wurden bei pH 2 durchgefuhrt. 
’) 1 0 - 6 ~  Fe2+ ohne Pyridin-2,6-dicarbonsaure-Zur;atz zeigtc keine lratalytischc Wirkung. 
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kung, d. h. in Pyrexglas findet keine ((Verunreinigung)) des Praparates durch Metall- 
Ionen aus den Gefasswanden statt. 

Interessant ist nun, dass durch Zusatz von P,074- (2 . lop4 bis 3 * 1 0 - 3 ~ )  die Oxy- 
dationsgeschwindigkeit um einen Faktor 2 bis 6 herabgesetzt wird, d. h. P2074- ubt 
auch hier eine (( Schutzwirkung)) aus, ahnlich wie sie beim erwahnten DNA-Abbau 
durch H20, aus autoxydablen Methylhydrazinen beobachtet wurde, ein weiterer Hin- 
weis fur die Annahme, dass auch beim DNA-Abbau Metall-Ionen beteiligt sind. 

Der Firms HOFFMANN-LA KOCHE & Co. AG, Bascl, danken wir fur die Uberlassung von 
Praparaten und fur Unterstutzung dieser Untersuchungen. Wir dankcn den Herren Prof, Dr. 
S. FALLAB und Dr. A. MEFFERT fur ihr Interesse an diescr Arbeit. Herrn A. TALOS sind wir fur 
die sorgfaltige Hilfe bei dcn Experimenten und Herrn Dr. B. PRIJS fur solche bei der Abfassung 
des Manuskriptes dankbar. 

SUMMARY 

In earlier papers it has been stated, that the catalytic activity of several metal 
complexes in H,02 decomposition is caused by the formation of ternary HOO--Me2+- 
ligand complexes. The present investigation deals with the effect of traces of metal 
ions on two other reactions. The degradation of DNA by autoxidizable, H202 pro- 
ducing methylhydrazines is stopped by P2074-. This effect is shown to  be due to  
complex formation of the metal ions with P2074-, preventing the formation of the 
catalytically active ternary complex. The catalysis of the H,02 oxidation of o-phenyl- 
enediamine by pyridine-2,6-dicarboxylic acid is dependent on traces of Fez+ ions ; this 
latter effect is equally suppressed by P,074-. 
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