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Gasphasenreaktionen

Bindungsselektive H -Abspaltung von Thymin**
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Michael A. Huels und Eugen Illenberger

Durch Sekundirelektronen ausgeloste Reaktionen in leben-
den Zellen sind bekanntlich ein wichtiger erster Schritt bei
der Entstehung von Strahlenschiden.!"? Der Grund ist, dass
Elektronen mit kinetischen Anfangsenergien von bis zu
einigen 10 eV die héufigsten Sekundéarprodukte von hoch-
energetischer Strahlung sind.’) Diese anfinglich relativ
schnellen Sekundérelektronen sind im bestrahlten Material
allerdings nur fiir eine kurze Zeit (Femtosekunden bis
Picosekunden) vorhanden, wihrend der sie durch St6Be, die
weitere Ionisations- und Anregungsprozesse auslosen
konnen, abgebremst werden und ihrerseits reaktive Produkte
wie neutrale Radikale, Ionen und Elektronen erzeugen. Sind
die kinetischen Energien ausreichend niedrig, konnen die
langsamen Elektronen an bestimmten Stellen der Molekiile
eingefangen werden und fithren so zu einem angeregten
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negativ geladenen Zwischenprodukt. Alternativ dazu konnen
sehr langsame Elektronen auch in der Fliissigkeit gelost
werden; in dieser gelosten Form konnen sie zwar immer noch
gentoxische oder mutagene Prozesse auslosen, jedoch auf
einer viel groBeren Zeitskala (> ps). Im Unterschied zu den
gelosten Elektronen bewirken Elektronen mit kinetischen
Energien bis zu einigen 10 eV sofortige Reaktionen direkt an
der DNA oder deren Umgebung. Diese Reaktionen mit dem
Zellmaterial konnten bei Strahlenschdden ein wichtiger
erster Schritt auf dem Weg zu DNA-Strangbriichen sein.
Frithere Experimente an Plasmid-DNA zeigten bereits
die Fahigkeit von Sekundirelektronen, bei Subionisations-
energien effektiv Einzel- und Doppelstrangbriiche auszulo-
sen,*’ die genaue Abfolge der dabei zugrunde liegenden
molekularen Prozesse ist jedoch bisher noch nicht bekannt.
Bei einer Elektronenenergie von etwa 10 eV ist die Wahr-
scheinlichkeit fiir Strangbriiche besonders grof3. Die erhalte-
ne Ausbeutekurve zeigt ein Resonanzverhalten, das auf die
Erzeugung angeregter negativ geladener Zwischenprodukte
(transitory negative ions, TNI) hindeutet; daher wurde eine
dissoziative Elektronenanlagerung (DEA) als der relevante
erste molekulare Schritt fiir Strangbriiche vermutet. Inzwi-
schen wurde durch Ab-initio-Berechnungen der elektroni-
schen Strukturen® und durch Dichtefunktionalrechnungen!”
untersucht, wie in der DNA durch das Einfangen von
Elektronen ein Einzelstrangbruch ausgelst werden kann.
Die Wechselwirkung freier Elektronen mit isolierten
Biomolekiilen (DNA-Basen und groeren DNA-Bausteinen)
wurde sowohl in diinnen mehrlagigen Schichten im Ultra-
hochvakuum (UHV) als auch in der Gasphase studiert. Bei
den Oberflichenexperimenten wurde die Intensitdt der aus
dem Film desorbierten negativ geladenen Reaktionsprodukte
direkt in Abhingigkeit von der kinetischen Energie der
einfallenden Elektronen gemessen.® ") In einigen Fillen war
die genaue Charakterisierung der in der Oberfldche verblei-
benden Reaktionsprodukte mit Rontgenphotoelektronen-
spektroskopie moglich."! In den Gasphasenexperimenten
wurden die durch (dissoziative) Elektronenanlagerung ent-
stehenden, negativ geladenen (Fragment-)Ionen in Abhin-
gigkeit von der einfallenden Elektronenenergie mit Massen-
spektrometrie gemessen. In diesen Gasphasenexperimenten
zeigte sich, dass alle Nucleobasen (NB) bereits bei Energien
unterhalb der Schwelle fiir elektronische Anregung (<3 eV)
durch dissoziative Elektronenanlagerung ein Wasserstoff-
atom gemiB Reaktion (1) abspalten.'>""l NB~* ist ein kurz-

e +NB - NB# — (NB-H)" + H (1)

lebiges Radikalanion (TNI) der entsprechenden Nucleobase,
und (NB—H)™ ist ein Anion mit abgeschlossener Elektro-
nenschale, das durch Abspalten eines neutralen Wasserstoff-
radikals entsteht. Diese Reaktion ist bereits bei Energien
unterhalb der Schwelle fiir elektronische Anregung sehr
effektiv und wird energetisch durch die hohe Elektronenaf-
finitit (3-4 eV)!"? des (NB—H)-Radikals ermoglicht. Experi-
mente mit partiell deuteriertem Thymin'®! zeigten deutlich,
dass diese Wasserstoffabspaltung ausschliefSlich an der N1-
Position erfolgt (siche Molekiilstruktur in Abbildung 1).
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Zusétzlich zu diesem dominanten Prozess bei niedrigen
Elektronenenergien (der ausschlieBlich zur Abspaltung eines
Wasserstoffatoms gemafl Reaktion (1) fithrt) wurden in dlte-
ren'"” und neueren!"® Gasphasenexperimenten an Nucleoba-
sen im Energiebereich zwischen 5 und 13 eV weitere Reso-
nanzprozesse identifiziert, die zur Erzeugung von Fragment-
Anionen fiithren. In diesem Energiebereich wurde aufler der
Desorption leichter Fragment-Anionen aus mehrlagigen
Filmen auch ein Maximum fiir Einzel- und Doppelstrangbrii-
che der DNA beobachtet. Eines der Ionen mit dem inten-
sivsten Signal in diesem Energiebereich ist H™, das komple-
mentér zu Reaktion (1) gemiB Reaktion (2) gebildet wird.

e +NB — NB# — (NB—H) + H 2)

Hier zeigen wir, dass im Fall von Thymin (T) das
Ionensignal von H™, das durch Reaktion (2) erzeugt wird,
zwischen 5 und 13 eV deutliche Resonanzstrukturen aufweist.
Durch Verwendung von partiell deuteriertem Thymin (Tp)
kann eine direkte Zuordnung dieser Strukturen zur H™ - und
D -Abspaltung von verschiedenen Positionen des Thymin-
molekiiles erfolgen. Das H /D™ -lonensignal, das von der
Abspaltung an den Kohlenstoffatompositionen herriihrt, ist
dem Spektrum fiir die Energieabhingigkeit von elektronen-
induzierten Strangbriichen der Plasmid-DNA bemerkenswert
dhnlich — daher wird die H -Abspaltung als moglicher
auslosender Schritt fiir diese Art der DNA-Schidigung
betrachtet.

Die Messungen zu den hier vorgestellten Untersuchungen
erfolgten mit einem experimentellen Aufbau, bei dem ein
Molekularstrahl mit einem Elektronenstrahl gekreuzt wird;
Details zu diesem Experiment sind in Lit. [19] zu finden. Der
Elektronenstrahl wird in einem hemisphirischen Elektronen-
monochromator (Eigenbau) generiert und liefert in den hier
besprochenen Experimenten eine Energieauflosung mit einer
Halbwertsbreite zwischen 110 und 130 meV bei einem Elek-
tronenstrom von 5 bis 8 nA. Thymin wird in einem tempe-
raturgeregelten Ofen verdampft und iiber eine Kapillare zum
Elektronenmonochromator geleitet."*!®! Die Probe wird bis
auf 450 K geheizt, um eine geniigend hohe Teilchendichte im
dabei entstehenden effusiven Molekularstrahl zu erreichen,
der dann mit dem Elektronenstrahl gekreuzt wird. Die in der
Wechselwirkungsregion gebildeten Anionen werden durch
ein schwaches elektrostatisches Feld zum Eingang eines
Quadrupolmassenspektrometers extrahiert. Die massense-
lektierten Anionen werden mit einem Sekundirelektronen-
vervielfacher (Channeltron) durch Zihlen der Ionenpulse
nachgewiesen. Die Intensitét der einzelnen massenselektier-
ten Anionen wird in Abhéngigkeit von der Elektronenener-
gie gemessen.

Die Elektronenenergieskala wird tiber das Cl™-Signal von
CCl,, das einen schmalen Peak bei 0 eV aufweist, kalibriert.
Dariiber hinaus ist iiber einen zweiten Peak von Cl™ bei
0.8 eV eine Abschitzung des partiellen Wechselwirkungs-
querschnitts von H™ aus Thymin moglich. Dabei wird das
Tonensignal von H™ aus T bei 5.5 eV mit dem Ionensignal von
Cl™ bei 0.8 eV verglichen und iiber den bekannten Wechsel-
wirkungsquerschnitt von CI~ aus CCI,® kalibriert. Thymin
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und partiell deuteriertes Thymin mit einer Reinheit von
99.5% wurden bei Sigma-Aldrich gekauft.

Beim partiell deuterierten Thymin (T, in Abbildung 1)
sind alle Wasserstoffatome an den Kohlenstoffatompositio-
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Abbildung 1. Erzeugung von H™ und D™ aus Thymin (T) und partiell
deuteriertem Thymin (Tp). a) H™ aus T, b) D™ aus Ty und ¢) H™ aus T,
in Abhingigkeit von der Elektronenenergie E.

nen durch Deuterium ersetzt. Abbildung 1 zeigt das H/D™-
Anionensignal, das durch die dissoziative Elektronenanlage-
rung an T und Ty entsteht, als Funktion der Elektronen-
energie E. Abbildung 1a zeigt die Erzeugung von H™ aus
normalem Thymin (H™/T), 1b von D™ aus partiell deuterier-
tem Thymin (D7/Tp) und 1c¢ von H™ aus T, (H/Tp). Das
Ionensignal ist in willkiirlichen Einheiten angegeben, aber die
einzelnen Kurven konnen miteinander direkt verglichen
werden. Mithilfe der oben beschriebenen Methode kann das
Ionensignal in einen absoluten Wechselwirkungsquerschnitt
umgerechnet werden, was im Fall von H /T zu einem Wert
von 1.2x107'm* mit einer Unsicherheit von etwa einer
GroBenordnung bei einer Elektronenenergie von 5.5eV
fiihrt. Das Spektrum von H7/T ist durch drei deutlich
voneinander getrennte Signale bei 5.5, 6.8 und 8.3 eV und
einer zusitzlichen Schulter bei 9.3 eV charakterisiert. Man
erkennt bereits durch Vergleichen der Spektren 1b und ¢ mit
bloBem Auge, dass die beiden Signale bei hoheren Elektro-
nenenergien (>7.5¢eV) ausschlieBlich von H™- (oder D™-)
Abspaltung an C-Atomen herrithren, wihrend die beiden
Signale bei niedrigen Energien in Abbildung 1a und ¢ durch
H™-Abspaltung an den beiden N-Positionen erzeugt werden.
Die Ergebnisse sind sowohl fiir den Mechanismus dieser
Reaktion als auch generell fiir Reaktionen, die Strangbriiche
auslosen konnen, von groer Bedeutung.

Diese ausgeprigte Selektivitdt hinsichtlich der Position
der abzuspaltenden H-Atome ist angesichts der Thermody-
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namik und des Mechanismus der Reaktion bemerkenswert:
In einer kiirzlich erschienenen Studie wurden die Bindungs-
energien aller Wasserstoffatome von Thymin berechnet:!¥l
D(N1-H)=4.4, D(N3-H)=5.8, D(C6-H)=4.9 und D(CH,-
H)=4.5eV. Mit der Elektronenaffinitit des Wasserstoff-
atoms (0.75 eV®) ergeben sich damit folgende Energie-
schwellen fiir die Abspaltung von H/D™ an den verschiede-
nen Positionen von Thymin: E(N1)=3.65, E(N3)=5.05,
E(CH,)=3.75 und E(C6)=4.15eV. Diesen Werten zufolge
kann die H/D™-Abspaltung von einem N- oder C-Atom
thermodynamisch nicht unterschieden werden und, noch
bedeutsamer, bei jeder H - und D™ -Abspaltung wird eine
Uberschussenergie von einigen eV frei.

Aus der Form des Ionensignals in Abhingigkeit von E und
unter Berticksichtigung des Reaktionsmechanismus sowie der
am Prozess beteiligten elektronischen Zustidnde wird klar,
dass eine DEA fiir die H /D -Abspaltung verantwortlich ist.
Bei niedrigen Elektronenenergien (<3 eV) besetzt das zu-
sitzliche Elektron normalerweise ein leeres Molekiilorbital,
ohne dabei die Konfiguration der restlichen Elektronen zu
beeinflussen (Einteilchen-Shape-Resonanz). Aus der nieder-
energetischen Reaktion (1) von Nucleobasen resultiert ein
Spektrum (Ionensignal in Abhéngigkeit von der Elektronen-
energie) mit einer interessanten Struktur, die ein schmales
Signal bei 1eV enthidlt — fiir diesen Fall wurde kiirzlich
vorgeschlagen,? dass die Anionen hauptsichlich durch
Feshbach-Resonanzen schwingungsangeregter dipolgebunde-
ner Zustdnde, die in den o*(N1-H)-Valenzzustand koppeln,
erzeugt werden.

Die H™-Abspaltung (Reaktion (2)) findet dagegen in
einem Energiebereich statt, in dem die Anregung elektroni-
scher Zustidnde moglich ist. Dadurch befinden sich in diesem
Energiebereich bei den anfinglich erzeugten, kurzlebigen
Anionen oft zwei Elektronen in normalerweise unbesetzten
Molekiilorbitalen. Allerdings sagt eine quantendynamische
Streurechnung fiir Uracil eine Einteilchen-Shape-Resonanz
bei 9.1eV mit stark antibindendem C5-H-Charakter
voraus.”® Aus den bisher vorliegenden Daten ist es nicht
moglich zu entscheiden, ob eine Ein- und/oder Zweiteilchen-
resonanz bei der Erzeugung von H™ im vorliegenden Ener-
giebereich ein Rolle spielt. Aus der deutlichen Bindungsse-
lektivitdat kann man ohne weiteres folgern, dass elektronische
Zustdnde im Energiebereich zwischen 5 und 7 eV lokalen
antibindenden N-H-Charakter haben und entsprechend jene
im Energiebereich zwischen 8 und 12 eV ausgeprégten anti-
bindenden C-H-Charakter. Den vorliegenden Fall bei
Thymin erkldren wir durch einen direkten elektronischen
Zerfall entlang einer abstoBenden Potentialfliche. Die Re-
aktion ist positionsselektiv hinsichtlich der Elektronenener-
gie. Wegen des resonanten Verhaltens dieses Prozesses ist es
moglich, durch kleine Verdnderungen der Elektronenenergie
die DEA an unterschiedlichen Stellen im Molekiil ablaufen
zu lassen.

Eine so ausgeprigte, von der Elektronenenergie abhén-
gige Selektivitdt in Bezug auf den Ort des Bindungsbruches in
einem mehratomigen Molekiil ist bemerkenswert. So haben
z.B. frilhere Experimente an Methanol® gezeigt, dass die
Erzeugung von OH™ und OD~ (mit einem Signal bei 10.5 eV)
stark von Wasserstoff-Deuterium-Austauschprozessen im an-
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geregten intermedidren Molekiil-Ion bestimmt wird. Unab-
hingig von der neutralen Ausgangsverbindung (CH;OH,
CH,;0D, CD;OH, CD;0D) ergaben sich stets identische
Spektren fiir OH™ und OD™. Das bedeutet, dass im angereg-
ten intermedidren Anion die Wasserstoffatome effektiv aus-
getauscht werden.

In DNA ist die Nucleobase tiber die N1-Position kovalent
an den Zucker gebunden, und das Wasserstoffatom an der
N3-Position ist Teil einer Wasserstoffbriicke zur komplemen-
tiren Base. Man kann daher annehmen, dass die in der
Gasphase beobachteten Signale bei niedriger Energie (unter
7 eV), die einer Abspaltung von H™ von den Thymin-Stick-
stoffatomen zugeordnet wurden, in der DNA durch die
Bindung an die Nachbarmolekiile entweder vollig fehlen oder
so stark beeinflusst werden, dass sie zu anderen Energien
verschoben sind.

In Abbildung 2 vergleichen wir die Erzeugung von D™ aus
gasformigem T mit dem Signal von H -Ionen, die durch
Bestrahlung mit Elektronen von niedriger Energie aus einem

E/eV
Abbildung 2. ——: D™-Erzeugung aus gasférmigem Tp, 0: H™-lonen-
signal, das aus einem diinnen Thymin-Film bei Elektronenbeschuss de-
sorbiert,” ———: |-E-Spektren bei Einzelstrangbriichen (ESB) und ««+-- :

Doppelstrangbriichen (DSB) von Plasmid-DNA."*! Die Intensitat der
Signale fiir ESB und DSB wurde willkiirlich normiert.

diinnen Thymin-Film an einer reinen Metalloberfldache de-
sorbiert werden.”™ Weiterhin sind die Spektren fiir die
Energieabhingigkeit von Einzel- und Doppelstrangbrii-
chen™ von Plasmid-DNA in dieser Abbildung zu sehen. Es
zeigt sich, dass Strangbriiche in einem Energiebereich auf-
treten, in dem die H™-Abspaltung (Reaktion (2)) sehr effektiv
ist; dies gilt besonders in jenem Energiebereich, in dem H™
von den Kohlenstoffatomen abgespalten wird. Das lésst
darauf schlieBen, dass die Abspaltung von Wasserstoff von
den Kohlenstoffatompositionen der erste Schritt bei einem
DNA-Strangbruch ist. Man sollte aber bedenken, dass fiir
einen Einzelstrangbruch ein Bruch in der Zucker-Phosphat-
Einheit notwendig ist, der durch unterschiedliche primére
Prozesse verursacht werden kann. In einer Ab-initio-Struk-
turrechnung wurde kiirzlich aufgezeigt, wie die Anlagerung
von niederenergetischen Elektronen an eine Nucleobase
schlieBlich zu einem Bruch der C-O-Bindung in der Zucker-
Phosphat-Einheit fiihren kann.

Die vorliegenden Experimente ergaben eine bemerkens-
werte Bindungsselektivitét fiir die Abspaltung von H/D™ von

© 2005 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

www.angewandte.de

Thymin abhéngig von der gewéhlten Elektronenenergie. Die
Signale, die eindeutig mit der Abspaltung von H/D~ von den
Kohlenstoffatompositionen korreliert sind, haben eine dhn-
liche Form wie die Spektren fiir die Energieabhidngigkeit von
Einzel- und Doppelstrangbriichen von Plasmid-DNA.
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