
Gasphasenreaktionen

DOI: 10.1002/ange.200502040

Bindungs- und ortsselektive Abspaltung von
H-Atomen aus Nucleobasen, induziert durch
Elektronen sehr niedriger Energie (< 3 eV)**

Sylwia Ptasinska, Stephan Denifl, Paul Scheier,
Eugen Illenberger* und Tilmann D. M�rk

Die Deponierung von �berschussladung auf Thymin (T) und
Uracil (U) in der Gasphase durch resonante Anlagerung von
Elektronen niedriger Energie (0–3 eV) f#hrt zur Abspaltung
von atomaremWasserstoff, und zwar ausschließlich an den N-
Positionen. Durch geeignete Wahl der Elektronenenergie
kann diese Bindungsselektivit.t sogar noch selektiv bez#glich
der N-Position gemacht werden. W.hrend Elektronen der
Energie 1.0 eV ausschließlich eine N1-H-Abspaltung indu-
zieren, bewirken Elektronen der Energie 1.8 eV eine N3-H-
Abspaltung. Wir beobachten, dass jeglicher Energie- und
Ladungstransfer vollst.ndig blockiert wird, sobald die N-H-
Bindung durch N-CH3 ersetzt wird. Die vorliegenden Er-
gebnisse haben wichtige Konsequenzen f#r die Erforschung
der initialen molekularen Mechanismen, die zur DNA-Sch.-
digung f#hren, insbesondere im Hinblick auf die k#rzlich
gemachten Beobachtungen von Strangbr#chen in plasmider
DNA durch niederenergetische (0–4 eV) Elektronen.[1]

Die in j#ngster Zeit durchgef#hrten Experimente an den
Nucleobasen (NB) Thymin (T), Cytosin (C), Adenin (A) und
Guanin (G) haben gezeigt, dass alle Nucleobasen effektiv
Elektronen im Bereich unterhalb einer Energie von ca. 3 eV
einfangen.[2–6] Das jeweils dabei erzeugte transiente negative
Ion (TNI) dissoziiert anschließend durch Abspaltung eines H-
Atoms. Die zugrunde liegende Reaktion (dissoziative Elek-
tronenanlagerung, DEA) kann durch die Gleichung (1) aus-

e� ð< 3 eVÞ þNB ! NB�# ! ðNB�HÞ� þH ð1Þ

gedr#ckt werden. Dabei repr.sentiert NB�# das transiente
molekulare Anion (TNI) der entsprechenden Nucleobase
und (NB�H)� das entsprechende Anion (mit abgeschlosse-
ner Elektronenschale), das durch Abspaltung eines neutralen

Wasserstoffradikals entsteht. Die Reaktion verl.uft bereits
bei Energien unterhalb der Schwelle f#r elektronische An-
regung, sie wird energetisch durch die bemerkenswert hohen
Elektronenaffinit.ten der (NB�H)-Radikale getrieben.
Diese liegt im Bereich zwischen 3 und 4 eV, abh.ngig vom
genauen Ort der Wasserstoffabspaltung,[2, 6] siehe unten. Ex-
perimente an teilweise deuteriertem Thymin[5] haben gezeigt,
dass die Wasserstoffabspaltung ausschließlich an den N-Po-
sitionen erfolgt, obgleich eine Abspaltung auch von den C-
Positionen energetisch mEglich ist. Im vorliegenden Beitrag
wird mithilfe von methyliertem Thymin und methyliertem
Uracil gezeigt, dass bei genauer Einstellung der Elektronen-
energie die Abspaltung von Wasserstoff sogar selektiv be-
z#glich der N1-H- und der N3-H-Position gemacht werden
kann. Dieses Ergebnis ist sehr bemerkenswert und z.B. vor
dem Hintergrund aktueller Arbeiten zu selektiven Bin-
dungsbr#chen mithilfe von geformten, ultrakurzen Laser-
pulsen[7] besonders hervorzuheben.

Daneben hat das hier vorgestellte Ergebnis auch direkte
Auswirkungen auf die molekulare Beschreibung von Strah-
lensch.den in biologischen Systemen, genauer, auf die Sch.-
digung von DNA in lebenden Zellen. Die allgemein akzep-
tierte Vorstellung geht davon aus, dass der vorrangige biolo-
gische Effekt nicht durch die prim.re Wechselwirkung der
hochenergetischen Quanten mit dem komplexen molekula-
ren Netzwerk einer Zelle verursacht wird, sondern vielmehr
durch die Einwirkung sekund.rer Spezies, die l.ngs der Io-
nisationsspur erzeugt werden.[8] Die Wechselwirkung dieser
sekund.ren Spezies (Ionen, Elektronen, Radikale) mit DNA
und ihrer Umgebung kann mutagene, genotoxische und
andere, mEglicherweise letale Ver.nderungen der DNA zur
Folge haben, z.B. Einzel- und Doppelstrangbr#che.

Von diesen sekund.ren Spezies sind Elektronen bei
weitem die h.ufigste. Sie werden mit einer initialen Ener-
gieverteilung erzeugt, die bis ca. 20 eV reicht.[9,10] Um die
Wirkung von Strahlung auf lebende Zellen verstehen zu
kEnnen, muss man die Wirkung dieser Elektronen auf die
entscheidenden Zellkomponenten wie Wasser und DNA un-
tersuchen. Experimente von Boudaiffa et al. ,[11] bei denen
plasmide DNA auf einem Substrat direkt der Wirkung eines
Elektronenstrahls definierter und variabler Energie ausge-
setzt war, haben gezeigt, dass Elektronen mit Energien un-
terhalb der Ionisierungsenergie Einzel- und Doppelstrang-
br#che verursachen. J#ngst wurde von der gleichen Gruppe
(ebenfalls an plasmider DNA) demonstriert, dass Elektronen
bereits im Schwellenbereich des Strahls (nahe 0 eV) Einzel-
strangbr#che verursachen. Die Intensit.t der Strangbr#che in
Abh.ngigkeit von der Elektronenenergie zeigt dabei einen
relativ scharfen Peak bei 0.8 eV sowie eine breitere Struktur,
deren Mittelpunkt bei 2.2 eV liegt.[1] Es ist anzumerken, dass
der genaue molekulare Mechanismus der Sch.digung von
DNA durch Elektronen bis dato nicht bekannt ist. Hier un-
tersuchen wir detailliert die Prozesse, die in isoliertem
Thymin (T) und Uracil (U) durch langsame Elektronen in-
duziert werden. In diesem Zusammenhang werden auch die
methylierten Nucleobasen untersucht.

Die Untersuchungen wurden in einem Kreuzstrahlexpe-
riment durchgef#hrt, das an anderer Stelle bereits ausf#hrlich
beschrieben wurde.[12] Der Elektronenstrahl wird in einem
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hemisph.rischen Monochromator erzeugt, der bei den hier
vorgestellten Experimenten mit einer EnergieauflEsung im
Bereich von 60–110 meV bei einer Stromst.rke von 5–8 nA
betrieben wurde. Die pulverfErmigen Proben werden in
einem Ofen bei einer Temperatur von 385–400 K verdampft,
und durch AusstrEmen aus einer Kapillare wird ein (effusi-
ver) Molekularstrahl erzeugt. Die in der Kollisionszone ent-
stehenden, negativ geladenen Ionen werden durch ein
schwaches elektrisches Feld in Richtung der EingangsEffnung
des Quadrupol-Massenspektrometers extrahiert und nach
Massenanalyse mittels Einzelpulsz.hltechnik nachgewiesen.
Die Intensit.t eines ausgew.hlten negativen Ions wird an-
schließend in Abh.ngigkeit von der Elektronenenergie re-
gistriert. Die Eichung der Energieskala erfolgt #ber den be-
kannten Standard des Signals Cl�/CCl4 nahe 0 eV. Methy-
liertes Thymin und Uracil mit einer ausgewiesenen Reinheit
von 98% wurden von der Firma Sigma-Aldrich bezogen.

Abbildung 1 zeigt die Ionenausbeute (d.h. Wasserstoff-
abspaltung) von an der N1-Position methyliertem Thymin
(m1T) im Vergleich zur entsprechenden Ionenausbeute aus

(nicht methyliertem) Thymin (T), jeweils registriert #ber die
Ausbeutekurve des entsprechenden Anions (M�H)� , siehe
Gleichung (1). F#r die Interpretation dieses Ergebnisses
verweisen wir auf die k#rzlich durchgef#hrten Untersuchun-
gen an C-deuteriertem Thymin.[5] Dabei konnte gezeigt
werden, dass die H-Abspaltung bei niedrigen Energien aus-
schließlich an den N-Positionen erfolgt. Abbildung 1 zeigt
unmittelbar, dass bei m1T unterhalb von 1.4 eV keinerlei H-
Abspaltung zu beobachten ist, weshalb wir das breitere Signal
mit einem Maximum bei 1.8 eV der Wasserstoffabspaltung
von der N3-Position zuordnen. Der Verlust von Wasserstoff
ist damit nicht nur ausschließlich auf die N-Bindungen be-
schr.nkt, er kann zudem durch genaue Einstellung der
Elektronenenergie auch ortsselektiv gemacht werden.

Das N3-methylierte Uracil (m3U) zeigt ein komplemen-
t.res Verhalten (Abbildung 2): Hier erfolgt die Wasserstoff-
abspaltung haupts.chlich innerhalb des vergleichsweise
scharfen Peaks bei 1.0 eV, den wir folgerichtig der Abspaltung

an der N1-Position zuordnen. Die relative Form der Ionen-
ausbeute (M�H)� aus T und U ist im �brigen de facto
identisch (was beim Vergleich von Abbildung 1 und Abbil-
dung 2 unmittelbar ersichtlich ist). Das (M�H)�-Signal f#r
m3U (N1-H-Abspaltung) weist noch eine gewisse Intensit.t
bei Energien oberhalb von 1.4 eVauf, das (M�H)�-Signal f#r
m1T (N3-H-Abspaltung) verschwindet dagegen unterhalb
von 1.4 eV vEllig. Diese vollst.ndige Selektivit.t resultiert aus
den energetischen Verh.ltnissen, die nachfolgend kurz illust-
riert werden sollen.

Die energetische Schwelle der DEA-Reaktion (1) kann
durch Gleichung (2) ausgedr#ckt werden, wobei D f#r die

E0 ¼ D�EAðM�HÞ ð2Þ

entsprechende Bindungsenergie (N-H/C-H) steht und EA-
(M�H) f#r die Elektronenaffinit.t des durch die Wasser-
stoffabspaltung am jeweiligen Ort erzeugten Radikals. Die
Schwelle E0 bezieht sich auf eine Reaktion bei 0 K. Die ex-
perimentell beobachtete Schwelle (die so genannte Auf-
trittsenergie des Fragment-Ions (M�H)�) unterscheidet sich
im Allgemeinen von E0, im Wesentlichen verursacht durch
zwei gegenl.ufige Effekte: 1) Das transiente negative Ion
wird #ber einen Franck-Condon-�bergang erzeugt, mit der
Tendenz, die Auftrittsenergie auf Werte #ber E0 zu ver-
schieben; 2) die interne Energie des Zielmolek#ls ermEglicht
�berg.nge aus angeregten (Schwingungs-)Zust.nden, was zu
einer Absenkung der Auftrittsenergie f#hrt.

Da bisher keine experimentell ermittelten Werte f#r die
verschiedenen C-H- oder N-H-Bindungsenergien in Toder U
verf#gbar sind, beziehen wir uns auf k#rzlich durchgef#hrte
Ab-initio-Berechnungen. Mit der G2MP2-Methode wurden

Abbildung 1. Ionenausbeutekurven des Fragment-Ions (M�H)� (Ab-
spaltung eines neutralen Wasserstoffatoms) von methyliertem Thymin
(N1-Position, m1T; c) und Thymin (T; a); E=Elektronenenergie.

Abbildung 2. Ionenausbeutekurven des Fragment-Ions (M�H)� (Ab-
spaltung eines neutralen Wasserstoffatoms) von methyliertem Uracil
(N3-Position, m3U; c) und Uracil (U; a); E=Elektronenenergie.
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die folgenden Werte f#r Thymin ermittelt:[6] D(N1-H)=
4.4 eV/EA(T-H)= 3.5 eV; D(N3-H)= 5.8 eV/EA(T-H)=
4.5 eV; D(CH2-H)= 4.5 eV/EA(T-H)= 2.9 eV; D(C6-H)=
4.9 eV/EA(T�H)= 2.7 eV. Daraus ergeben sich die folgen-
den Energieschwellen: E0(N1-H)= 0.9 eV, E0(N3-H)=
1.3 eV, E0(CH2-H)= 1.6 eV und E0(C6-H)= 2.2 eV. F#r U
ergeben sich folgende Werte (ebenfalls mit der G2MP2-Me-
thode ermittelt[2]): D(N1-H)= 4.4 eV/EA(U-H)= 3.6 eV; D-
(N3-H)= 5.4 eV/EA(U-H)= 4.0 eV; D(C5-H)= 5.2 eV/EA-
(U-H)= 2.5 eV; D(C6-H)= 5.0 eV/EA(U-H)= 2.8 eV mit
den entsprechenden Energieschwellen: E0(N1-H)= 0.8 eV,
E0(N3-H)= 1.4 eV, E0(C5-H)= 2.7 eV und E0(C6-H)=
2.2 eV.

Daraus lassen sich die folgenden Schl#sse ziehen:
a) Obwohl die Wasserstoffabspaltung an den C-Atomen ab

1.6 eV energetisch mEglich ist, wird sie im gesamten En-
ergiebereich der Resonanz (der sich bis #ber 3 eV er-
streckt) nicht beobachtet.

b) Bei Energien unterhalb von 1.4 eV erfolgt die Wasser-
stoffabspaltung ausschließlich an der N1-Position, da der
konkurrierende Reaktionspfad (Abspaltung an der N3-
Position) energetisch erst ab 1.4 eV mEglich wird.

c) Bei Energien #ber 1.4 eV erfolgt die Abspaltung von
Wasserstoff sowohl an der N1- als auch der N3-Position.

Die Tatsache, dass der N1-H-Verlust vorzugsweise bei
niedriger Energie (1.0 eV) erfolgt (verglichen mit dem En-
ergiebereich oberhalb von 1.4 eV), ist vermutlich in zwei
unterschiedlichen Mechanismen begr#ndet, die zu Reakti-
on (1) beitragen. Ausgehend von dem bemerkenswert hohen
Dipolmoment von Uracil (ca. 4.5 D) wurde k#rzlich ein Me-
chanismus vorgeschlagen, bei dem ein dipolgebundener Zu-
stand als Eintrittspforte f#r die dissoziative Elektronenanla-
gerung fungiert.[13] Unterst#tzt durch Ab-initio-Rechnungen
wurde der scharfe Peak bei 1.0 eV einer so genannten „di-
polgebundenen Vibrations-Feshbach-Resonanz“ zugeordnet,
in der drei Quanten der N1-H-Streckschwingung angeregt
sind und die #ber eine vermiedene Kreuzung mit dem re-
pulsiven s*(N1-H)-Valenzzustand koppelt. Die breitere
Struktur kann dann einer p2*-Shape-Resonanz zugeordnet
werden,[14] die ihrerseits #ber vibronische Kopplung mit den
repulsiven s*-Zust.nden zur Dissoziation f#hrt. Die Reakti-
on ist effektiver, wenn sie #ber den initialen dipolgebundenen
Zustand eingeleitet wird (im Vergleich zur initialen p2*-Re-
sonanz), was letztlich den dominierenden Peak bei 1.0 eV
verursacht.

Die Beobachtung, dass beim Austausch von N1-H gegen
N1-CH3 keine Abspaltung von CH3 erfolgt, hat wesentliche
Konsequenzen f#r die molekulare Beschreibung von Strang-
br#chen durch niederenergetische Elektronen. In einer
k#rzlich durchgef#hrten theoretischen Untersuchung[15]

(modelliert an einem DNA-Ausschnitt aus Cytosin, der
Zuckereinheit und der neutralisierten Phosphatgruppe)
wurde eine energetisch niedrig verlaufende anionische Kurve
berechnet, die den initialen p*-Anionenzustand der Nucleo-
base mit einem s*-Zustand des Zucker-Phosphat-R#ckgrates
verbindet. Damit kEnnten Elektronen, die durch eine DNA-
Base eingefangen werden, auf das DNA-R#ckgrat #bertragen
werden und schließlich einen C-O-Bindungsbruch zwischen

der Zucker- und Phospateinheit verursachen. In DNA ist al-
lerdings die N1-Position von Thymin mit der Zuckereinheit
verbunden, und den hier erzielten Ergebnisse zufolge findet
kein Ladungs- oder Energietransfer #ber eine N1-C-Bindung
statt. Dies wird zus.tzlich durch Experimente an Thymidin
(Thymin verbunden mit einer Zuckereinheit) gest#tzt,[16] die
definitiv zeigen, dass ein initialer Elektroneneinfang durch
die Thymin-Einheit nicht mit einem Elektronentransfer zur
Zuckereinheit verbunden ist.

Wir kommen damit zu der Schlussfolgerung, dass die di-
rekteMigration von Exzessladungen von den p*-Anionen der
Nucleobasen zum DNA-R#ckgrat als Mechanismus f#r
DNA-Strangbr#che ausgeschlossen werden kann. Stattdessen
kEnnen Elektronen im Energiebereich um 2 eV eine N3-H-
Abspaltung verursachen, die in einem biologischen Medium
zu weiteren Reaktionen f#hren kann, die schließlich in einem
Strangbruch resultieren. Außerdem zeigen Experimente an
Desoxyribose sehr effektive DEA-Reaktionen bei niedrigen
Energien.[17] Sollten Reaktionen dieser Art auch an Desoxy-
ribose ablaufen, die in das DNA-Netzwerk eingebunden ist,
wird ihnen mit Sicherheit eine erhebliche Bedeutung f#r
Strangbr#che zukommen.
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