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Lebende Organismen sind im Sonnenlicht dauerhaft der
Gefahr UV-induzierter DNA-Sch�den ausgesetzt, die zu
Zelltod und Mutationen f�hren kçnnen.[1] UV-Bestrahlung
von TpT- und TpC-Sequenzen f�hrt zur Bildung von zwei
Prim�rsch�den, n�mlich dem Cyclobutan-Pyrimidin-Dimer
(CPD)[2] und dem (6-4)-Schaden,[3] die in Schema 1 darge-
stellt sind. Der (6-4)-Schaden weist eine Absorptionsbande

mit lmax = 320 nm auf. Aus dem (6-4)-Schaden kann nach UV-
Absorption das Dewar-Valenzisomer gebildet werden.[4]

W�hrend der Mechanismus, der zu CPD- und (6-4)-Bil-
dung f�hrt, vergleichsweise gut verstanden ist, ist �ber die
Umlagerung des (6-4)- zum Dewar-Schaden nur wenig be-
kannt. Dewar-Sch�den gehçren zu den am h�ufigsten in ge-
netischem Material durch UV-Licht induzierten Reaktions-
produkten. Die Aufkl�rung des Bildungsmechanismus ist von
hçchstem Interesse.[5] Die Dewar-Sch�den werden �ber eine
photochemisch erlaubte 4p-Elektrocyclisierung erzeugt.
Diese f�hrt zu einer b-Lactam-Struktur verbunden mit einem
zweiten viergliedrigen Ring. Aufgrund des Doppelbindungs-
charakters der Amid-Bindung innerhalb der b-Lactam-
Struktur ist diese Verbindung die heterocyclische Version der
von Dewar 1867 vorgeschlagenen bicyclischen Struktur von
Benzol.[6] Bedingt durch ihre komplexe Struktur sind diese
Dewar-Verbindungen schwer reparierbar und zeichnen sich
durch hohe eine Mutagenit�t aus.[7] Als solche sind sie an
einer Reihe von Mutationen, insbesondere an TpC-Positio-
nen, beteiligt. Letztere gelten bei UV-Bestrahlung als karzi-
nogene Hotspots.

Zur Aufkl�rung des Bildungsmechanismus der gespann-
ten Dewar-Struktur wurden (6-4)-Dinukleotide synthetisiert,
und die photochemische Umlagerung zum Dewar-Isomer
wurde mithilfe von zeitaufgelçster UV-Anrege-IR-Abtast-
Spektroskopie[2a, 8] untersucht. Diese Daten zusammen mit
Ab-initio-Rechnungen angeregter Zust�nde zeigen, dass die
4p-Elektrocyclisierung eine relativ langsame Reaktion ist,
dabei aber eine außergewçhnlich hohe Quantenausbeute hat.
Interessanterweise h�ngt die Reaktion in sehr kritischem
Maße von der Struktur des DNA-R�ckgrats ab.

F�r die Experimente wurden die zwei T-T-Dinukleotide 1
und 2 synthetisiert (Schema 2). Verbindung 1 enth�lt eine
bioisostere Formacetal-Verbr�ckung[9] anstatt des in der
Natur vorkommenden Phosphodiesters. Verbindung 2 ist ein
(6-4)-Schaden mit einer Silyl-Verbr�ckung, die gekappt
werden kann.[10] Beide Verbindungen sind in großen Mengen
synthetisierbar (250 mg), wie es f�r die Untersuchungen be-
nçtigt wurde. 1 und 2 wurden mit UV-Licht (254 nm) unter
anaeroben Bedingungen bestrahlt und bildeten die entspre-
chenden T(6-4)T-Dinukleotide 3 und 4. Anschließend wurden
die (6-4)-Verbindungen mittels Umkehrphasen-HPLC auf-
gereinigt, und im Falle von 4 wurde die Silyl-Verbr�ckung
entfernt, sodass die r�ckgratlose Verbindung 5 entstand.

Ein kleiner Anteil der T(6-4)T-Verbindung 3 mit der
Formacetal-Verbr�ckung wurde unter Belichtung mit Weiß-
licht zum T(Dew)T-Schaden 6 umgewandelt. Die Reaktion

Schema 1. Photochemische Reaktionen an TpT-Positionen (oben) in
DNA, die zur Bildung des CPD- (unten links), des (6-4)- (unten Mitte)
und des Dewar-Schadens (unten rechts) f�hren.
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von 3 zu 6 verl�uft mit quantitativer Ausbeute ohne Neben-
produkte. Dies unterstreicht die Effizienz der Dewar-Bildung
(siehe Hintergrundinformationen, Abbildung S1a). Zu unse-
rer �berraschung stellten wir fest, dass die Belichtung des (6-
4)-Schadens 5 (Absorptionsspektren hierzu siehe Abbil-
dung S2), bei dem das R�ckgrat durchtrennt war, der aber
ansonsten mit Verbindung 3 identisch ist, kein Dewar-Isomer
gebildet wurde. Dies geschah auch dann nicht, als die Be-
lichtungszeit von Minuten zu Stunden und die Intensit�t der
Lichtquelle erhçht wurden (Abbildung S1b). Auch 5-Methyl-
2-pyrimidon 7 bildet bei Belichtung kein Dewar-Isomer. Bei
der Analyse der Reaktionen wurden nur die Ausgangssub-
stanz und Zersetzung nachgewiesen. Diese Beobachtung
belegt, dass die Reaktion des (6-4)- zum Dewar-Schaden
keine einfache 4p-Elektrocyclisierung innerhalb der Pyrimi-
don-Subgruppe des (6-4)-Schadens ist, sondern eine kom-
plexere Reaktion beinhaltet.

Zur genaueren Untersuchung der Reaktion wurden zeit-
aufgelçste Messungen durchgef�hrt. Die gespannte Struktur
des Dewar-Schadens legt die Vermutung nahe, dass zeitauf-
gelçste Experimente im Infraroten am besten geeignet sind,
um Informationen �ber die Reaktionsdynamik zu erhalten. In
der Tat wurden im Bereich der C=O-Streckschwingungsban-
den ausgepr�gte Unterschiede zwischen dem (6-4)-Schaden
und dem Dewar-Isomer detektiert (Abbildung 1a). Der
Dewar-Schaden T(Dew)T (Abbildung 1a, durchgezogene
Linie) besitzt schw�chere C=O-Banden im Vergleich zum T-
(6-4)T-Schaden (Abbildung 1a, gestrichelte Linie). Zus�tz-
lich zeigt sich eine charakteristische Marker-Bande bei
1780 cm�1. Das Absorptionsdifferenzspektrum der Dewar-
Bildung ist in Abbildung 1b gezeigt (grau schattiert). Im
Folgenden wurde die ausgepr�gte Dewar-Markerbande bei
1780 cm�1 dazu verwendet, die Bildung des Dewar-Isomers zu
beobachten.[11]

In den zeitaufgelçsten Messungen wurden Femtosekun-
den-Impulse im UV (323 nm) zur Anregung des T(6-4)T-
Schadens verwendet. Die Absorptions�nderungen DA
wurden mit dazu verzçgerten breitbandigen IR-Impulsen
aufgenommen. In Abbildung 1c sind die Differenzspektren
zu einzelnen Verzçgerungszeiten aufgetragen. Unmittelbar
nach Anregung (z. B. nach 11 ps) wird eine Absorptionsab-
nahme an den spektralen Positionen der C=O-Streckschwin-
gungsmoden (um 1660 cm�1) des T(6-4)T-Schadens beob-
achtet. Bei 1780 cm�1 ist keine Absorptions�nderung zu
sehen. Mit zunehmender Verzçgerungszeit erholt sich die

Absorbtionsabnahme bei 1664 cm�1 (die Zeitkonstante von
130 ps ist in Abbildung 1 d zu sehen), und es tritt eine zu-
s�tzliche Absorption an der Position der Dewar-Markerban-
de auf (siehe Abbildung 1c und d). Das spektrale Abtasten im
UV und im sichtbaren Spektralbereich zeigt, dass die Ab-
sorptionszunahme auf der Pikosekunden-Zeitskala durch
Absorptionen im angeregten Zustand verursacht wird. Ein
Großteil der induzierten Absorption verschwindet mit einer
Zeitkonstante von 130 ps, was auf den Zerfall des elektro-
nisch angeregten Zustands des T(6-4)T-Schadens hinweist.
(Eine genauere Diskussion der zeitaufgelçsten Messungen im
UV und Sichtbaren befindet sich in den Hintergrundinfor-

Schema 2. Synthese der (6-4)-Verbindungen 3 und 5 f�r den Einsatz in
den experimententellen Untersuchungen. a) 254 nm; b) 365 nm;
c) NH4OH.

Abbildung 1. Zeitaufgelçste IR-Daten: a) Station�re Spektren von
T(6-4)T (gestrichelte Linie) und T(Dew)T (durchgezogene Linie).
b) Station�res Differenzspektrum zwischen T(Dew)T und T(6-4)T (grau
schattiert) und transientes Spektrum zu einer sp�ten Verzçgerungszeit
von 10 ms (gepunktet). c) Transiente Absorptionsdifferenzspektren, auf-
genommen in den ersten 254 ps. In den Spektren ist das Ausbleichen
und das teilweise Erholen der Absorption der C=O-Banden um
1660 cm�1 und die Bildung der Dewar-Markerbande bei 1780 cm�1 zu
sehen. d) Dynamik der Absorptions�nderung bei zwei spektralen Posi-
tionen n/c = 1664 cm�1 und 1781 cm�1. Die transienten Absorptions-
daten wurden bei Raumtemperatur aufgenommen und auf die Tempe-
raturabh�ngigkeit des Lçsungsmittels D2O korrigiert (siehe Hinter-
grundinformationen). In den Pikosekunden- und Nanosekundenexperi-
menten wurden unterschiedliche Anregungsdichten verwendet.
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mationen.) Nach etwa 250 ps (Abbildung 1 c) sind im IR-
Differenzspektrum deutliche Anzeichen f�r Dewar-Isomere
zu erkennen, das station�re IR-Differenzspektrum ist jedoch
noch nicht erreicht (siehe Abbildung 1b und c). Die restli-
chen Unterschiede, die vor allem im Bereich der C=O-
Banden liegen und bei 1780 cm�1 vernachl�ssigbar sind, ver-
schwinden auf der Zeitskala von Nanosekunden. Nach 10 ms
stimmt schließlich das transiente Differenzspektrum (ge-
punktet in Abbildung 1b) mit dem Differenzspektrum aus
dem station�ren Belichtungsexperiment gut �berein. Diese
Beobachtungen erlauben die Schlussfolgerung, dass das
Dewar-Valenzisomer direkt aus dem elektronisch angeregten
Zustand mit einer Zeitkonstante von 130 ps gebildet wird.

Die ausgepr�gte IR-Markerbande ermçglicht außerdem
eine Quantifizierung der Photokonversionseffizienz h in zwei
unabh�ngigen Experimenten (siehe Hintergrundinformatio-
nen). Dabei wurde eine bemerkenswert hohe Konversions-
effizienz von h = 8.2� 2 % gemessen.[12] Dies zeigt, dass die
Dewar-Bildung eine der effizientesten lichtinduzierten Re-
aktionen in DNA ist. Zum Vergleich liegt die Quantenaus-
beute der Bildung des Cyclobutan-Pyrimidin-Dimers bei nur
1%,[12] und die Quantenausbeute der Bildung des T(6-4)T-
DNA-Schadens ist sogar niedriger bei nur 0.1%
(Schema 1).[13]

Einen detaillierten Einblick in den Mechanismus der
Dewar-Bildung ermçglichte die Theorie. Die theoretischen
Untersuchungen erlaubten auch die Kl�rung der Frage,
warum der (6-4)-Schaden 5 mit dem geçffnetem R�ckgrat
nicht zum Dewar-Schaden reagiert. Die Rechnungen basier-
ten auf einem Hybridansatz,[14] der die Eigenschaften der
Chromophore mittels hochkorrelierter Ab-initio-Methoden
analysiert, w�hrend die Kr�fte des umgebenden R�ckgrats
auf niedrigerem quantenmechanischem (QM) Niveau be-
handelt wurden. Die Gleichungen der Kernbewegungen
wurden mit dynamischen „on-the-fly“-Simulationen gelçst,
die nicht-adiabatische Relaxationspfade einbeziehen (ge-
naueres in den Hintergrundinformationen).[15] Zun�chst
wurden Rechnungen an T(6-4)T mit der Methylenverbr�-
ckung 3 durchgef�hrt und mit den Daten des freien 5-Methyl-
2-pyrimidons 7 (5M2P) verglichen, welches als Modellsystem
f�r das absorbierende Chromophor diente. Das Chromophor
wurde auf dem Niveau von MS-CASPT2/CASSCF(12/9) be-
rechnet.[16] Die sterischen Effekte des gesamten Dinukleotids
3 wurden �ber die ONIOM-Methode in einem QM/QM-
Ansatz eingebunden (siehe Hintergrundinformationen).[17]

Die Ergebnisse der theoretischen Untersuchungen sind in
Abbildung 2 dargestellt. Nach der pp*-Anregung relaxieren
beide (6-4)-Systeme 3 und 5 in ein Minimum im angeregten
Zustand S1. Der Weg zu den konischen Durchschneidungen
(CoIn; conical intersection), welche einen schnellen �ber-
gang in den elektronischen Grundzustand ermçglichen (siehe
Abbildung 2), erfolgt �ber eine Energiebarriere,[18] was die
lange Lebensdauer des angeregten Zustands von 130 ps er-
kl�rt. Aus den Rechnungen f�r 5-Methyl-2-pyrimidon 7 geht
hervor, dass in diesem Molek�l im angeregten Zustand eine
starke Bewegung des N3-Atoms aus der Ebene heraus statt-
findet, w�hrend gleichzeitig das C4-Atom von sp2 zu sp3 hy-
bridisiert wird. Dieser kombinierte Vorgang ermçglicht es
dem Molek�l, die CoIn5M2P zu erreichen, von wo aus es dann

den Grundzustand erreichen kann (Abbildung 2).[19] Die
gleiche Bewegung ist auch im Dinukleotid 5 mit der geçff-
neten Verbr�ckung mçglich.[20] Die C4-Rehybridisierung,
aktiviert durch die Bewegung von N3 im angeregten Zustand,
erlaubt es beiden Verbindungen 5 und 7 nach der Anregung
den elektronischen Grundzustand schnell zu erreichen. Dies
verhindert die Bildung des Dewar-Isomers.

Bei dem �ber das R�ckgrat verbundenen (6-4)-Schaden 3
zeigt sich, dass diese entscheidende Bewegung und somit auch
die Rehybridisierung nicht auftreten kann. Das R�ckgrat
„umklammert“ die Struktur des absorbierenden Chromo-
phors so, dass bei Photoanregung eine andere konische
Durchschneidung (CoInDewar) erreicht wird. Dieser Kreu-
zungspunkt zum Grundzustand befindet sich nur 0.226 eV
unterhalb des �bergangszustandes der elektrocyclischen
Reaktion. Bei der CoInDewar nimmt der (6-4)-Schaden einen
stark diradikalischen Charakter mit großer geometrischer
und elektronischer �hnlichkeit zum Dewar-Isomer an. Dies
erkl�rt die hohe Quantenausbeute, mit der der Dewar-Scha-
den letztlich gebildet wird, wenn die Pyrimidon-Untergruppe
innerhalb des (6-4)-Schadens �ber das R�ckgrat verbunden
ist.

Abbildung 2. Reaktionsmechanismus: Der photochemische Reaktions-
weg zum Dewar-Valenzisomer existiert nur f�r das (6-4)-Dinukleotid
mit einer intakten R�ckgratstruktur. Die Molek�le 3, 5 und das Mini-
mal-Chromophor 7 relaxieren zun�chst entlang dem gleichen Gradien-
ten in ein Minimum des angeregten Zustands. Die Bewegung des N3-
Atoms aus der Ebene heraus in Kombination mit der Rehybridisierung
von C4 (Torsion f) erlaubt dem Chromophor 7 das Erreichen der koni-
schen Durchschneidung (gr�ner Bereich), die das System zur�ck in
die Ausgangsstruktur f�hrt (interne Konversion). Genau diese Rehybri-
disierung wird bei einem intakten Phosphodiester- oder Formacetal-
R�ckgrat in 3 verhindert (roter Bereich). Hier bildet sich eine Diradikal-
�hnliche CoInDewar durch die gleichphasige Bewegung von N3 und C3
aus der Ebene heraus, welche als Verzweigungspunkt f�r die interne
Konversion einerseits oder die photochemische Dewar-Valenzisomeri-
sierung andererseits dient. Dieser Reaktionsweg wird zur niedrigsten
zug�nglichen konischen Durchschneidung im (6-4)-Dinukleotid mit in-
taktem R�ckgrat (Molek�l 3).
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Die wichtigste Entdeckung ist, dass das R�ckgrat selbst
die Bildung des Dewar-Isomers kontrolliert. Die Ringspan-
nung innerhalb des starren cyclischen Molek�ls verhindert
die sp2!sp3-Rehybridisierung des C4-Atoms, was den
Zugang zu CoIn5M2P versperrt. Stattdessen bleibt das Molek�l
im angeregten Zustand, bis es die CoInDewar erreicht. An
diesem Punkt nimmt es einen stark diradikalischen Charakter
an, was eine effiziente Reaktion zum Dewar-Valenzisomer
ermçglicht. Das R�ckgrat in der DNA ist der wahre Grund,
warum Dewar-Sch�den entstehen kçnnen. Unsere Ergebnis-
se zeigen, dass nicht nur die Basen zusammen mit der DNA-
Konformation die Schadensbildung beeinflussen,[13] sondern
dass ebenso das DNA-R�ckgrat selbst zur UV-induzierten
Mutagenese beitr�gt.
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