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Einfluss der Solvatisierung auf die Elektronenanlagerung an

Pyrimidin**

Michael Neustetter, Julia Aysina, Filipe Ferreira da Silva* und Stephan Denifl*

Abstract: Die Wechselwirkung niederenergetischer Elektronen
mit Biomolekiilen spielt eine wichtige Rolle bei der strah-
lungsinduzierten Mutation von biologischem Gewebe auf
molekularer Ebene. Bei Elektronenenergien unter 15 eV ist die
dissoziative Elektronenanlagerung einer der Hauptprozesse,
die chemische Umwandlungen von Molekiilen induzieren.
Bisherige Gasphasenstudien hinsichtlich der ablaufenden
Prozesse auf molekularer Ebene wurden mit einzelnen Bio-
molekiilbausteinen wie Pyrimidin als Modellmolekiil durch-
gefiihrt. Hier wurde die Elektronenanlagerung sowohl an
einzelnen Pyrimidinmolekiilen als auch reinen oder hydrati-
sierten Clustern untersucht. Im Unterschied zum isolierten und
hydratisierten Fall, in denen kein anionisches Monomer de-
tektiert werden konnte, gelang es, das Molekiilanion bei reinen
Clustern zu beobachten. Zusdtzlich gibt es Hinweise darauf,
dass die Fragmentierung des Pyrimidinrings unter Elektro-
neneinfang durch Solvatisierung effizient unterdriickt wird.

Durch die Wechselwirkung hochenergetischer Strahlung
mit biologischem Gewebe werden viele Sekundérprodukte,
hauptsichlich aber niederenergetische Elektronen (NEE) mit
kinetischen Energien < 15 eV erzeugt. Sanche und Mitarbei-
ter!? zeigten, dass die Wechselwirkung von NEE mit Plas-
mid-DNA Einzel- und Doppelstrangbriiche (ESB bzw. DSB)
verursacht, die zu Zellschdadigungen mit ernsthaften biologi-
schen Konsequenzen wie fehlerhafter Transkription und Re-
plikation der Geninformation fiihren.’! Da die Intensitits-
verteilungen der ESB und DSB Resonanzcharakter zeigten,
wurden sie dem Zerfall von temporédren negativen lonen
(TNI) zugeschrieben, die durch Anlagerung freier Elektro-
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nen erzeugt werden (dissoziative Elektronenanlagerung,
DEA). In den letzten Jahren wurden zahlreiche DEA-Stu-
dien mit biologisch relevanten Molekiilen durchgefiihrt, um
Einblicke in die Fragmentierungsprozesse biologischer Ma-
terie durch NEE zu erhalten.*¥! DNA- und RNA-Basen
spielen dabei eine wichtige Rolle, um Elektron-DNA-Wech-
selwirkungen besser verstehen zu konnen.

Weitere Aufmerksamkeit wurde Gasphasenstudien von
Nukleobasen in Wechselwirkung mit Tonen,””! Photonen® und
Neutralteilchen® gewidmet. Dabei kénnen jedoch nur be-
grenzte Aussagen iiber die stoBinduzierte Molekiildynamik in
der kondensierten Phase getroffen werden. Es konnten auch
Reaktionsenergien modifiziert sein, wie es beispielsweise bei
den vertikalen Ionisierungsenergien in wéssrigen Losungen
im Vergleich zur Gasphase der Fall ist."”! Daher ist es notig,
den Ubergang von der Gasphase auf die kondensierte Phase
zu untersuchen. Experimentelle Studien zu Elektronenioni-
sation,"! TonenstoB'? und Photoionisation!™®! mit biomole-
kularen Clustern wurden bereits veroffentlicht, wohingegen
keine Untersuchungen der Fragmentierungsdynamik durch
NEE-Einfang erzeugter, anionischer Biomolekiilcluster vor-
liegen.

Hier présentieren wir eine erste detaillierte experimen-
telle Studie hinsichtlich des Solvatisierungseffektes bei der
Anlagerung von NEE an reine und hydratisierte Cluster des
Nukleobasen-Modellmolekiils Pyrimidin (Pyr, C,N,H,; siche
Abbildung 1). Verglichen wird die Bildung der Anionen des
isolierten Molekiils mit Clustern, wodurch Aussagen iiber die
Einfliisse der Umgebung auf die durch NEE in biologischer
Materie induzierten Prozesse getroffen werden konnen.

Zuerst fassen wir die durch Elektronenanlagerung (EA)
induzierten Prozesse im einzelnen Pyr-Molekiil zusammen.
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Abbildung 1. Massenspektrum von reinen Pyr-Clusteranionen, aufge-
nommen bei ca. 0 eV. Es wurde der gesamte Bereich zwischen Pyr,”
und Pyr;” sowie Pyr,” und Pyr;” gemessen, die restlichen Segmente
wurden tibersprungen. Pyr-Clusteranionen mit H,O sind mit einem
Stern markiert (siehe Text).
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Diese Untersuchungen wurden aufgrund fehlender Literatur
ebenfalls hier durchgefiihrt. Wie alle Nukleobasen bildet Pyr
bei EA aufgrund von rascher spontaner Elektronenfreiset-
zung oder Dissoziation kein massenspektrometrisch detek-
tierbares Molekiilanion. Dies lésst sich in der Elektronenaf-
finitiit, die als negativ vorhergesagt wurde, erkennen!"¥ und
stimmt mit den erhaltenen Resultaten iiberein. Die am héu-
figsten auftretenden Anionen CN~ und C;H,N~ (mit dem
Isobar C,N,") kénnen nur durch Ringbruch gebildet werden.
Ein schwaches Signal des dehydrierten Mutteranions
(Pyr—H)~ ist ebenfalls messbar. Alle drei Fragmente werden
ausschlieBlich bei hohen Energien mit zwei breiten Reso-
nanzen um 5.5 und 9 eV gebildet.

Dagegen beobachteten Modelli et al.'™ bei Elektronen-
transmissionsexperimenten drei niederenergetische m*-Re-
sonanzen (bei 0.39, 0.82 und 4.26 eV; dhnliche Werte wurden
in Lit. [14] angegeben). Offenbar handelt es sich hierbei um
drei kurzlebige Resonanzen. Eine Moglichkeit zur Stabili-
sierung der Anionen gegen spontane Elektronenfreisetzung
durch Einbetten in Cluster wurde in Lit. [16] vorgeschlagen.
Untersuchungen hinsichtlich des Rydberg-Elektronentrans-
fers von laserangeregten Xenon-Atomen zeigten, dass bereits
ein angelagertes Pyr oder Wassermolekiil ausreicht, um das
Pyr-Anion gegen spontane Elektronenfreisetzung zu stabili-
sieren. Kelly et al.'”! konnten mithilfe von Photoelektronen-
spektroskopie positive Elektronenaffinititen fiir hydratisierte
Pyr-Anionen (durch Zufithrung der Elektronen in den iiber-
schallexpandierenden Neutralstrahl) nachweisen, was auch
durch Dichtefunktionalrechnungen bestétigt wurde.

Das aus Anlagerung freier Elektronen (mit einer Energie
nahe 0eV) an reine Pyr-Cluster resultierende Massenspek-
trum ist in Abbildung 1 dargestellt. Bei den verwendeten
Bedingungen zur Clustererzeugung konnten Pyr-Cluster mit
bis zu 10 Molekiilen detektiert werden. Zwischen den stabilen
Clusterionen konnten keine solvatisierten Fragmentionen
detektiert werden (auch nicht bei hoheren Energien). Bei den
deutlich kleineren Signalen handelt es sich stattdessen um
Pyr-Clusteranionen, an die sich H,O aufgrund von Rest-
feuchte im System anlagern konnte. Wir beobachten keine
Pyr-Monomeranionen (Masse 80 u) durch NEE-Einfang bei
ungefihr 0 eV, was mit friiheren Studien iibereinstimmt.!%17]

Abbildung 2a zeigt das Ionensignal des Dimeranions als
Funktion der Elektronenenergie. Wie bereits aus Abbil-
dung 1 hervorgeht, ist ein ausgeprigter Peak fiir 0 eV sicht-
bar, dessen Existenz bei dieser Energie durch die stabilisie-
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Abbildung 2. a) Anionensignal des Pyr-Dimers (m =160 u) aus reinen
(durchgezogene Linie) und hydratisierten Clustern (gestrichelte Linie).

b) lonensignal des Pyr-Monomeranions nur beobachtbar bei reinen
Clustern.
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rende Wechselwirkung des TNIs mit den umgebenden Mo-
lekiilen im Cluster moglich ist.!™!

Neben diesem niederenergetischen Signal ist ein Signal
bei hoheren Energien (4-15 eV) erkennbar. Der erste Peak
bei ca. 5.4 eV liegt oberhalb der drei erwidhnten m*-Reso-
nanzen, was auf eine elektronische Anregung von Pyr durch
das eingefangene Elektron schliefen ldsst. Der m—um*-
Ubergang im neutralen Pyr liegt bei ca. 5.2 eV."! Fiir das
anionische System ist eine angeregte Resonanz bei ca. 5.5 eV
bekannt,”! was mit den hier gezeigten Werten iiberein-
stimmt. Zusitzlich wurden weitere Anregungszustinde bis zu
10.5 eV vorhergesagt,” denen hier die Intensititen bei ho-
heren Energien zugeschrieben werden.

In diesem Energiebereich konnen wir aulerdem das Pyr-
Monomeranion mit Resonanzen bei 6.1 und 8.2 eV beob-
achten (Abbildung 2b). Dies lasst darauf schlieBen, dass Pyr™
nur durch eine zusétzliche elektronische Anregung detektiert
werden kann. Das Variieren des Expansionsdrucks bei
gleichzeitiger Messung des Ionensignals ldsst darauf schlie-
Ben, dass zumindest ein neutraler Tetramercluster zur Stabi-
lisierung des Anions bendtigt wird. Wie es scheint, befindet
sich dieses in einem metastabilen Zustand oberhalb des
neutralen Grundzustands, indem spontane Elektronenfrei-
setzung iiber einen Franck-Condon-Ubergang aufgrund eines
groBeren Gleichgewichtsabstands des Anions unterdriickt
wird.”"’ Um diesen metastabilen Zustand erreichen zu
konnen, muss die durch Relaxation im Cluster freigesetzte
Energie durch Abdampfen neutraler Monomere abgefiihrt
werden.

Um mogliche Hydratisierungseffekte studieren zu
konnen, wurden hydratisierte Pyr-Cluster erzeugt. Das da-
durch bei ca. 0 eV erhaltene Massenspektrum ist im Bereich
von 160 bis 400 u in Abbildung 3 ersichtlich.

Deutlich erkennbar sind die stark hydratisierten Pyr-
Monomere und -Dimere, die im Fall des Monomers eine
Hydratisierung mit bis zu 17 H,O-Molekiilen aufweisen. Wie
bei den reinen Pyr-Clustern konnten auch hier keine Frag-
mente oberhalb des Monomers nachgewiesen werden. Auf-
fallig ist hingegen die deutliche Abnahme des Clustersignals
bei hoheren Elektronenenergien, wie in Abbildung2a fiir
Pyr,~ ersichtlich. Es scheint, als ob die elektronische Anre-
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Abbildung 3. Massenspektrum des hydratisierten Pyr-Monomers und

Dimers bei ca. 0 eV. Die durch DEA an hydratisierten Pyr erzeugten
(H,0), -Anionen sind ab n>11 erkennbar.?
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gung bei den hydratisierten Pyr-Clustern unterdriickt wird.
Zusatzlich zeigt sich, dass das Pyr-Monomeranion im hydra-
tisierten Fall verschwindet. Diese Effekte konnten auf eine
rdumliche Abschirmung durch die umgebenden H,O-Mole-
kiile zuriickzufiihren sein, wodurch die Anregung nicht mehr
moglich ist. Wahrscheinlicher ist jedoch, dass das eingefan-
gene Elektron wieder rasch emittiert wird und der Pyr-H,O-
Komplex im elektronisch angeregten Zustand verweilt.
Jiingste Berichte beschreiben solche Zustinde im Fall hy-
dratisierter DNA als dissoziativ und bezeichnen sie als Quelle
von OH-Radikalen,™ die ESB in der DNA verursachen
konnen. ESB fithren zusammen mit der Anlagerung des
freigesetzten Elektrons an der gegeniiberliegenden Seite zu
einem DSB, der bei gehduftem Auftreten fiir die Bildung von
Tumorzellen verantwortlich sein kann.™!

AbschlieSend betrachten wir noch die Einfliisse der Sol-
vatisierung auf die bereits erwdhnten Anionen unterhalb des
Pyr-Monomers. Wie sich herausstellt, werden die beiden
durch Ringbruch gebildeten Ionen CN~ und C;H,N~ bei
Solvatisierung stark unterdriickt, wobei das (Pyr—H)-Signal
detektierbar bleibt. Dieser Effekt wird durch die H-Briicken
zwischen den Molekiilen verstirkt, die eine Schwéchung der
C-H-Bindung verursachen.'” Die resultierenden (Pyr—H) -
Intensitdten sind in Abbildung 4 dargestellt. Der direkte
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Abbildung 4. lonensignal von (Pyr—H)~, erzeugt durch DEA an
a) reine Pyr-Cluster, b) hydratisierte Pyr-Cluster und c) isoliertes Pyr.

Vergleich zeigt fiir Cluster eine Verschiebung des Intensi-
tatsmaximums zu hoheren Energien. Dieser Effekt basiert
auf der energiedissipativen Umgebung der Cluster, die zur
Stabilisierung des gebildeten Anions fiihrt. Beziiglich Hy-
dratisierung wurden die stabilsten Strukturen fiir den Fall der
von Wassermolekiilen umgebenden Pyr-N-Seiten gefun-
den.l'!

Zusammenfassend haben wir die Elektronenanlagerung
an reine und hydratisierte Pyr Clustern untersucht, um
Riickschliisse auf die Fragmentierung von Molekiilen in bio-
logischem Gewebe zu erhalten. Der Vergleich mit der Gas-
phase zeigt einen auflergewohnlichen Solvatisierungseffekt.
Unter der Annahme eines dhnlichen Verhaltens bei DNA-
und RNA-Bausteinen fiithrt das umgebende Wasser in be-
strahlten Zellen zum Schutz der Nukleobasen vor NEE. Des
Weiteren zeigte sich allerdings im hydratisierten Fall eine
stark unterdriickte Stabilisierung des elektronisch angeregten
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Pyr-Anions. Dieses Resultat stimmt mit der vor kurzem pu-
blizierten Idee der DSB-Bildung durch EA mit Energien
>5 eV an hydratisierter DNA {iberein.

Experimentelles

Samtliche Messungen wurden an einem doppelfokussierenden Mas-
senspektrometer® durchgefiihrt. Der verwendete Elektronenstrom
betrug 10 pA mit einer Energieauflosung von ca. 1 eV, wobei die
Elektronenenergie anhand von SF¢-Anionen kalibriert wurde. Die
Cluster wurden mittels Uberschallexpansion durch eine 50-um-Diise
erzeugt. Um bessere Clusterbedingungen zu erhalten, wurde die
fliissige Pyr-Probe (Sigma Aldrich, Wien, Reinheit > 98 %) auf etwa
30°C erhitzt und Argon (0.5 bar) als Trdgergas verwendet. Die
Kammern der Cluster- und Ionenquelle waren durch einen 1-mm-
Skimmer getrennt. Fiir die Messungen der Gasphase wurde die gas-
formige Probe direkt in die Ionenquelle eingeleitet.

Stichworter: Biomolekiilcluster - Erzeugung negativer lonen -
Metastabile Stoffe - Reaktionsmechanismen -
Solvatisierungseffekt
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