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I. Einleitung und Problemstellung

Bei der Einwirkung von Strahlung auf organische und bio-
logische Materie werden, neben einer groBRen Zahl anderer
Produkte, freie Radikale in diesen ObJjekten erzeugt. Dies
wurde von Combrisson und Uebersfeld (1954) und, ausfiihr-
lich, von Gordy, Ard und Shields (41955) an einer Reihe
biochemischer Substanzen nachgewiesen. In ganzen biologi-
schen Organismen konnten Zimmer, Ehrenberg und Ehrenberg
(1957) freie Radikale nach Bestrahlung beobachten. Es lag
daher der SchluBl nahe, durch Untersuchungen der strahlen-
erzeugten Radikale Beltrige zur Aufklarung der Mechanis-
men der Strahlenwirkung auf biologische Objekte zu er~
halten. Nach Platzman (1958) und Hart und Platzman (1961)
werden die nach der Absorption der Strahlung in biologi-
schen Systemen ablaufenden Vorginge in verschiedene zeit-
liche Phasen, entsprechend der Lebensdauer der durch die
Strahlung induzierten Verdnderungen, eingetelilt. Die Radi-
kalerzeugung findet in der physiko-chemischen und der
chemischen Phase statt, deren Zeiten etwa 10-40 sec und
40_6 sec betragen und gehdrt zu den Primarmechanismen der
Strahlenwirkung.

Zum Nachweis freier Radikale wird nahezu ausschlieBlich
die Elektronen-Spin-Resonanz (ESR)-Spektroskopie benutzt.
Im allgemeinen gestattet diese Methode nur die Messung
langlebiger Radikale, deren Verknipfung mit prim3r er-
zeugten, schnell reagierenden Radikalen bislang nicht
befriedigend gekldrt ist. Ausfihrliche quantitative ESR-
Untersuchungen an bestrahlten trockenen biologischen
Systemen ergaben Jjedoch, daB die beobachteten stabilisier-
ten Radikale auf Grund ihrer Ausbeute einen bedeutenden
Beitrag zum Strahlenschaden liefern dirften (Miller, 1964).
Zudem h3ngt die Lebensdauer radikalischer Zusténde erheb-
lich vom umgebenden Milieu ab, so daB es bel Substanzen
im festen Zustand hdufig gerechtfertigt ist, auch langle-
bige Radikale zu den Primdrprodukten der Strahlenwirkung
zu rechnen,



Bei den Untersuchungen {iber die Radikalbildung in bestrahl-
ten biologischen Objekten nehmen die Nukleinsduren, spe-
ziell die Desoxyribonukleinsdure (DNS) einen breiten Raum
ein, da sie als Tréger der genetischen Information einen
Treffbereich von zentraler Bedeutung darstellen. In Abb. 1
ist der molekulare Aufbau einer doppelstréngigen DNS sche-
matisch gezeigt. Die Einzelstridnge bestehen aus einer
Zucker~Phosphat-Kette mit den Purin~ bzw. Pyrimidinbasen
als Seitenketten und werden durch Wasserstoffbriickenbin-
dungen zwischen den Basen zum Doppelstrang verknipft.

Neben den durch quantitative ESR-Messungen erhaltenen
Radikalausbeuten der Nukleins8uren und ihrer Komponenten
wurden in den letzten Jahren vor allem die den Radikalen
zugrunde liegenden molekularen Verdnderungen untersucht.
Obwohl in einigen Fidllen die Identifizierung der Radikal-
struktur durch Messungen an polykristallinen Substanzen
befriedigend gelang (Pershan et al., 1964), werden diese
Untersuchungen hauptséchlich an Einkristallen vorgenommen,
da aus der Orientierungsabhiangigkeit der spektralen Para
meter erheblich mehr Information iiber die chemische Struk-
tur der Radikale gewébnnen wird. Die hochpolymeren Nuklein-
sduren sind bislang nicht kristallisierbar, doch konnten
durch systematische Messungen an Einkristallen von Nuklein-
s@urekomponenten eine Reihe der an bestrahlten Nuklein-
s8uren beobachteten Spektren bestimmbten Radikalstrukturen
gzugeordnet werden (Praden, Snipes und Gordy, 1965; Dertin-
ger, 1967,a,b; Cook, Elliott und Wyard, 1967; Alexander
und Gordy, 1968; Lichter und Gordy, 1968; Bernhard und
Snipes, 1968). Die hier vorgelegten Untersuchungen an
weiteren Einkristallen von Nukleins8ure~Bestandteilen
dienen zu einem Teil der Fortflilhrung der systematischen
Untersuchungen. Dies gilt besonders fiir die Einkristalle
der Adenin-Derivate, Adenin°HCl und Adenosin-5'-~-Phosphat.
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Dariiber hinaus wurde versucht Komponenten von besonderer
Bedeutung bei der Inaktlvierung von Nukleinsduren zu
kristallisieren, um durch dle Identifizierung der Radikal-
strukturen in diesen Substanzen einen Beitrag zur Kldrung
der Mechanismen der Strahlenw1rkung auf Nuklelnsauren zu
liefern. ’ ’

Im Hinblick auf den sogen‘ Mten Bromura01l (BU)-Effekt
elementarer blologlscher Systeme wurden bestrahlte Eln-
kristalle von Ura01l-Der1vaten, welche an der 5-Positlon ;
des Pyrlmldln—Ringes Halogen—substltulert sind untersucht
Diese Komponenten unterschelden sich von de“ in der DNS
normalerweise vorkommenden Thymln-Derlvaten durch den Aus=
tausch der 5»Methyl—Gruppe mit elnem Halogén—Atom° Mlt
Hilfe blologischer Methoden ist es méglich, Halogen—subsﬁl—
tuiertes Uracil anstelle von Thymin in die DNS vénﬁBakterlen
und Bakteriophagen einzubauen. Zumeist wird hierflir 5—§fom—
uracil (BU) benutzt, jedoch ist der Einbau von 5- Jodura01l
(JU) ebenfalls mogllch Die derart substituierte DNS zelgt,
verglichen mit thyminhaltiger DNS,eine erhdhte Empfind-
lichkeit (BU-Effekt) sowohl gegeniiber ionisierender Stral-
lung als auch gegen UV-Licht (Hotz und Zimmer, 1963). Der
Mechanismus der Sensibilisierung ist bislang jedoch nicht
hinreichend gekl8rt. Da,in Ubereinstimmung mit der erhdhten
biologischen Strahlenempfindlichkeit,auch die Radikalaus-
beute von Bromuracil ein Mehrfaches der Ausbeute des Thy-
min betridgt, ist zu erwarten, daB eine Identifizierung der
Radikalstruktur in den Halo-Uracil-Derivaten zur Kléarung
des Sensibilisierungsmechanismus beitragen kann. Zudem
erméglichen diese Messungen Riickschliisse auf die Relevanz
der bislang in anderen Nukleinsidure-Komponenten identifi-
zierten Radikale fiir den biologischen Strahlenschaden.

Mit Einkristallen des Zuckers der DNS, B-2-Desoxy-D-Ribose
(DR), wurde eine Komponente von erheblicher Bedeutung fiir
die Wirkung von Strahlung auf DNS untersucht. Quantitative
ESR-Messungen ergaben, daB die Radikalausbeuten bestrahlter




trockener Nukleinsdure-Komponenten in der Folge Base,
Nukleosid, Nukleotid und Pentose ansteigen (Miller, 1964).
Trotz der hohen Ausbeute des Zuckers konnte durch die an-
fangs erwdhnten Einkristallmessungen gezeigt werden, daB
die Radikalstabilisierung in Nukleosiden und Nukleotiden
bevorzugt an den ungesadttigten heterozyklischen Basen
stattfindet, wobeli die Anlagerung atomaren Wasserstoffs

an eine Basen-Doppelbindung den bei der Radikalbildung
vorherrschenden ProzeB darstellt. Auf Grund dieser Befunde
wurde ein Transfer von‘radiolytisch erzeugtenm Wasserstoff
vom Zucker zur Base postuliert. Untersuchungen iiber die
chemische Struktur der in Desoxyribose gebildeten Radi-
kale sind geeignet, in direkter Weise AufschluB iiber eine
Verkniipfung der Erzeugung atomaren Wasserstoffs mit der
Radiolyse des Zuckers zu geben. Eine Kldrung dieser Frage
ist im Hinblick auf die bedeutende Rolle, die dem Wasser-
stoff bei der Inaktivierung von Nukleinsiuren durch Strah-
lung zugeschrieben wird (vgl. Braams, 1963%), von groBRem
Interesse.

Zudem sind, auf Grund des molekularen Aufbaus der DNS

(s. Abb. 1), durch Strahlung bewirkte Verdnderungen an

der Desoxyribose direkt mit einem Strahlenschaden von
offensichtlicher Wichtigkeit wverbunden, dem Bruch des
DNS-Stranges. Ein Bruch der Polynukleotid-Kette entsteht
durch Offnung der Zucker-Phosphat-Ester-Bindung und ver-
hindert beil biologischen ObJjekten mit einstrangiger DNS
die Replikation. In doppelstrangiger DNS fithren nahe
beieinander liegende Briiche auf gegeniiber liegenden Strén-
gen zum Bruch des Doppelstranges. Die Ausbeute der Ein-
zelstrangbriiche bel ionisierender Strahlung pro 100 eV
absorbierter Strahlenenergie wurde zu etwa 0,3 bestimmt
(Hagen, 1967). Ein erheblicher Anteil der Inaktivierung
von Nukleinsiuren ist also auf Strangbriiche zuriickzufiihren.
Untersuchungen iber die Wirkung von Strahlung auf Desoxy-
ribose sind daher besonders geeignet, zur Klarung der:zur
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Inaktivierung von Nukleins#uren filhrenden Mechanismen
beizubtragen.

II. Experimenteller, Teil

1. Kristallisation der Nﬁkleinséuré;KbmpOnentén

Die Komponenten Wurden als Pulver hochster Reinheit von
mehreren Herstellern (Calblochem, NBC und Schwarz Biore-
search) bezogen und ohné weltere Behandlung verwendet.

Die Krlstalllsatlon aller untersuchter Substanzen erfolgte
aus Losungen, wobel 51ch kelne UhtersChlede bei der Be~-
nutzung von Proben verSchledener Herkunft ergaben, Dle
fur die jeweilige Kémponente optimalen Krlstalllsatlons~
bedingungen hinsichtlich des Losungsmittels und der Subti-
gung der LOsung wurden qualitativ durch Relhenansatze er-
probt, wobel als Kristallisationsmethode ausschlieﬁlibh
die langsame Verdunstung des Ldsungsmittels bei 71 mer—
temperatur zur Anwendung kam. Durch wiederholtes Uber-
impfen gut gewachsener Kristalle in frische Mutteriﬁsuhd
gen konnte die KristallgroBe auf das fiir ESR-Messungen
erforderliche MaR von einigen Millimetern entlang Jeder
Kante gebracht werden. Fir die Mehrzahl der Substanzen
erwles sich Wasser als geeignetes Losungsmittel.

Einige Schwierigkeiten ergaben sich bei der Kristallisa-
tion von Desoxyribose. Diese Komponente 10st sich in
hohem MaBe in Wasser unter Bildung eines z@hfliissigen Si-
rups. Es muBte daher nach einem anderen Losungsmittel ge-
sucht werden. Zudem sollte die Kristallisation mdglichst
ohne Anwesenheit von Luftfeuchtigkeit erfolgen. Als geeig-
net erwies sich die folgende Methode: Desoxyribose-Pulver
wurde in frisch destilliertem Aceton in einem getrockneten
GefaB unter Erwdrmen aufgeldst. Als Impflinge wurden eini-
ge Pulverbrocken in die heif gesédttigte Losung gegeben.
AnschlieBlend wurde das GefdB in einen Exsikkator mit P205
als Trockenmittel iiberfithrt, vor den je eine Waschflasche




mit HgsO4 konz. und Kieselgel geschaltet war. So konnte
die Losung gleichmdfig, ohne Zutritt von ILuftfeuchtigkeit
verdunsten. Die Kristalle wuchsen als diinne, glasklare
Nadeln an den Pulverimpflingen. Sie muBten nach einem
Wachstum von etwa 6 - 8 mm entlang der Nadelachse aus der
Losung entfernt werden, da sich der restliche Zucker bei
bestimmten, nicht quantitativ ermittelten L&slichkeits-
pioduk%én ébrﬁpt als polykristallines Material nieder-
schlug und die bis dahin nicht entfernten Elnkrlstalle
volllg bedeckteo Versuche, grofBere Krlstalle zu erhalten,
etwa durch’Impfen mlt Einkristallen bder andere Methoden,
zeitigten keine befriedigenden Ergebhisse.

Die Kristall— und Molekiilstruktur aller von uns kristalli-
sierten Substanzen, ausgenommeh 5=Bromuracil, sind durch
RontgenfelnstrukturanalySén bereits bestimmt worden (vgl.
Tabelle 1). Fiir die Eindeutigkeit der Identifizierung
freier Radikale durch ESR-Messungen ist die Kenntnis der
Symmetrie und Struktur der untersuchten Kristalle oft ent-
scheidénd. Um zu gewdhrleisten, daf die von uns kristalli-
sierten Komponenten in ihrer Struktur mit den in der Lite-
tatur beschriebenen iibereinstimmen, wurden an den wichtig
sten unserer Kristalle die Raumgruppen und die Dimensionen
der Elementarzellen bestimmt (Schneider, 1967; Weitz, 1968).
Innerhalb der MeBgenauigkeit ergab sich Ubereinstimmung
mit den Werten der Literatur.

In der Tabelle 4 ist eine Zusammenstellung aller unter-
suchter Einkristalle, ihrer Losungsmittel und ihrer
kristallographischen Eigenschaften gegeben. Von den Ein-
kristallen von Adenin-HCl und Adenosin-5'-Phosphat wurden
keine Raumgruppenbestimmungen durchgefihrt. Die hierzu

in Klammern angegebenen Werte sind der Literatur entnommen.
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2. Bestrahlung und ESR-Messung

Die Einkristalle wurden bei Zimmertemperatur und unter
Luftzutritt bestrahlt. Als Strahlenquelle diente eine
©00o-y-quelle (Gammacell 220, Atomic Fnergy of Canada, Ltd.)
und eine 100 kV RontgenrShre. Letztere wurde zur Erzielung
hoher Dosisraten angewendet. Die nach Bestrahlung mit bei-
den Methoden erhaltenen ESR-Spektren zeigten keine Unter-
schiede. Die zuvor farblosén Kristalle ertwickelten nach
der Bestrahlung eine fiir die jeweilige Komponente charak-
teristische Farbe, deren Intensitdt mit der Strahlendosis
zunahm. Die normalerweise angewendeten Dosen lagen beil

5 = 10 Mrad, Jje nach der GroBe der untersuchten Kristalle
und der Radikalausbeute der Substanzen. Es konnten Jjedoch
auch Dosen bis zu 80 lMrad gegeben werden, ohne dafBl die
Kristalle brichig wurden.

Eine Ausnahme hiervon bildeten die Einkristalle von Desoxy-
ribose. Bel dieser Substanz lag die maximal anwendbare
Dosis beil nur etwa 0,4 Mrad. Nach weiterer Bestrahlung
wurden die Kristalle milchig und zerbrachen. Zudem losten
sie sich nach wenigen Stunden Lagerung an Iuft zu einer
sirupartigen Flissigkeit auf, wogegen unbestrahlte Kristalle
mehrere Tage an Luft gehalten werden konnten. Unter diesen
Umstdnden erwiesen sich die ESR-Messungen der Einkristalle
von Desoxyribose als schwierig, da die durch die maximal
anwendbare Strahlendosis erzeugte Radikalausbeute nur we-
nig oberhalb der Nachweisgrenze der benutzten Spektrometer
lag. Diese Schwierigkeiten kdnnen moglicherweise in Zukunft
durch Bestrahlung und Messung der Substanz bei tiefen Tem-
peraturen umgangen werden.

Die ESR-Messungen der bestrahlten Kristalle wurden im Q-
Band bei 35 GHz, und, weniger h8ufig, im X-Band bei 9,3

GHz Mikrowellenfrequenz mit konventionellen Geriten

(Hilger vnd Watts, AEG) bei Zimmertemperatur durchgefiihrt.
Einige apparative Besonderheiten des fur die meisten Messun-




gen benutzten Spektrometers (Hilger und Watts) sind bei
Dertinger (1967c¢) aufgefiihrt. Alle Spektren wurden als
erste Ableitung der Absorption registriert. Wenn nicht
anders angegeben, sind die Messungen immer im Q-Band-
Spektrometer durchgefiihrt worden.

Die Resonatoren der Spektrometer (Mode‘Tquq) wurden mit
einen Goniometerkopf zur Rotation der Kristalle im Magnet-
feld ausgerﬁstétn Die Konstruktion der Goniometer erfoigte
in Anlehnung an die von Shcherbakova et al. (1965) angege-
bene prinzipielle Bauweise. Sie erlaubt eine Drehung der
Kristalle um drei, zueinander senkrechte, kristallfeste
Achsen bei einmaliger Einjustierung. Die Reproduzierbar-
keit dés Systems lag bei etwa * 20, wie Messungen an
Kristallen mit stark anisotropen Spektren ergaben. Als
Drehachsen wurden, Soweit mbglich, kristallogréphisch aus-
gezeichnete Achsen gewdhlt. Die Aufnahme der ESR-Spektren
erfolgte in Winkelschritten von 10° bei Rotation des
Kristalls um eine Achse. Kristalle mit groBler Anisotropie
der Spektren wurden in Schritten von 50 ausgemessen.

Zur Eichung der Parameter der Spektren, des g-Fakbtors und
der Hyperféih—ﬁufspaltung, wurden mehrere, meBtechnisch
untersdhiedliche Verfahren angewendet. Das Prinzip der
Eichung war jedoch identisch bei allen Methoden, so da8
dur die zumeist benutzte beschrieben werden soll. Als Eich~
gubstanzen dienten ein kleiner Rubin-Einkristall (AEG) und
eine polykristalline DPPH-Probe. Letztere ergibt eine
scharfe ESR-Iinie bei einem g-Faktor von gn = 2,00366
(Ingram, 1958). Eine der vier zum Grundzustand»483/2 der
cr***-Tonen des Rubin gehSrenden ESR-Linien wurde durch
geeignete Orientierung des Rubin-Kristalls neben das zu
untersuchende Spektrum gelegt und mit ihm zusammen re-
gistriert. Im AnschlufBl an die zu dem Jjeweiligen Einkristall
gehorende MeBserie wurde die Lage der Rubin-Linie gegen

die DPPH~-Linie geeicht, wobei das Magnetfeld der Null-
durchgdnge beider Linien mittels Protonenresonanz (AEG)
gemessen wurde.
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Die unbekannten g-Faktoren g der Elnkrlstallspektren kon-
nen dann, bezogen auf den g-Faktor gD der DPPH-Llnle,
rechnerisch bestimmt werden. Aug der Resonanzbedlngung'der
ESR-Spektroskopie erhdlt man dié'dazﬁ bendtigte Formel:

g*QE ° HD/H

Hierbei ist HD das gemessene Magnetfeld des Nulldurch-
ganges der DPPH-Linie und H das Magnetfeld des Linien-
schwerpunktes des Elnkrlstallspektrums, welches aus der
gemessenen Lage der Rubin-Linie ermlttelt wird. Der Ab-
stand der einzelnen Linien des Elnkrlstallspektrums, d.h.
die Hyperfelnaufspaltung, erglbt 8ich aus dem gemessenen
Abstand der Linien des Rubins und der DPPH-Probe.

ITI. Theoretischer Teil

1. Grundlagen

Die quantenmechanische,Beschreiﬁung eines paramagnetischen
Systems im Magnetfeld erfolgt ﬁblicherweiSe durch den Spin-
Hamilton—Operator.%/ , der alle, das System bestimmende
Wechselwirkungen enthilt. Fir freie organische Radikale
kann der Operator, unter Vernachlissigung des geringen
Beitrags des Kern-Zeeman-Terms, wie folgt geschrieben
werden (Carrington, Mc Lachlan, 1967):

- — s ——
é« = B HepeS + ¥ BeA°T, + TI-PoI
1

2 - i =

Hierbei steht‘ﬁ fir den Operator des statlschenrMagnet—
feldes, 8 fir den Operator des Elektronenspins und T flir
den des Kernspins. B bedeutet das Bohr-lMagneton.

Der erste Term von g?'beschreibt die Wechselwirkung des
unpaarigen Radikalelektrons mit dem statischen lMegnet-
feld, der zwelte die Hyperfein-Aufspaltung der Linien
durch Wechselwirkung des Elektronenspins mit dem Kernspin
des Zentralatoms des Radikals oder mit dem benachbarter
Atome. Der dritte Term stellt die Kern-Quadrupol-Wechsel-
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wirkung dar. Gewohnlich werden die organischen Radikale
aus Atomen ohne Quadrupol-Moment gebildet (C, N, H, 0),
so daB die beiden ersten Terme des Hamilton-Operators

fiir die Beschreibung der paramagnetischen Eigenschaften
dieser Radikale genugen. Kovalent gebundene Halogen—Atome
besitzen Jedoch groﬁe Quadrupol-Momente° Im Hinblick auf
die Halo~Ura011—E1nkrlstalle wurde daher der Kern—Quadru~
pol-Term in den Hamllton—Operator eingefiigt.

Die Tensorén g, A und, ih begfeniﬁem MaBe auch P, werden
aus den ESRnSpektren der Elnkrlstalle gewonnen. Auf ihre
Eigenschaften soll im Folgenden elngegangen werden, da
sie fir die Jeweilige Radikalstruktur charakteristisch
sind.

2. Der Tensor g

Das ungepaarte Elektron freier organischer Radikale be=
findet sich gewdhnlich in einem m-Orbital des Molekiils.
Aufgrund des Ligandenfeldes ist die Bahnbewegung des
Elektrons nicht stationsr, d.h. im Grundzustand des Radi-
kals ist das Bahnmoment unterdriickt ("orbital quenching")°
Der Paramagnetismus freier Radikale beruht daher nur auf
dem Spin des Elektrons, so daB der zugehOrige g-Faktor
angendhert den Wert des freien Elektrons annehmen sollte
(ge = 2,00232). Die beobachteten Abweichungen von diesem
Wert beruvhen auf einer kleinen Kopplung angeregter Radi-
kalzusténde mit dem Grundzustand. Sie nehmen mit wachsen-
der Spin-Bahn-Kopplungskonstante der die Radikale bildenden
Atome zu. Die Beimischung angeregter Zustinde erzeugt
auBerdem eine Orientierungsabhingigkeit, so daBl der skalare
g-FPaktor durch einen symmetrischen Tensor g zwelter Stufe
mit neun Elementen zu ersetzen ist. Die Hauptwerte des
Tensors liegen entlang den Radikalachsen. Der kleinste
Hauptwert nimmt ungefdhr den Wert von 8, an und ist zu er-
warten, wenn das Megnetfeld parallel zur Achse des T-
Orbitals liegt. Die Abweichungen der Tensor-Hauptwerte
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vom Wert des freien Elektrons sind fiir die gewohnllch

in organischen Radikalen vorkommenden Atome auf Grund
ihrer kleinen Spln—Bahn—Kopplungskonstante gérlngo Daher
bildet der g-Tensor nur bei sehr genauen Messungen eln
charakteristisches Merkmal fiir bestimmte Ra@lkalstrukturen,
Jedoch ist die relative GrdBe der HauﬁtWer%é ﬁn%eréinanaer
von Bedeutung, da durch sie. dle Lage- deL Hauptachsen des
Radikals gegeben ist. Im Zusammenhang mit deén Ergebnlssen
der Rontgenfelnstrukturanalysen ist dadurch éine Unter-
scheidung verschiedener Badlkalstrukturen mit glelchem
Hyperfein-Verhalten méglich. »

Zur Bestimmung der Elemente des g-Tensors kann das von
Sohonland (1959) angegebene Verfahren benutzt werden. Bei
bel;eblger Orientierung des Kristalls wird der g-Faktor
ausgedriickt durch

g - Z 165015
wobel s1ch die Rlchtungsk051nus 1 und 1. auf das ge-
wihlte, kristallfeste Achsensystem bez:.ehen° Die Koeffl—
21enten’Gij sind dlevMatrlxelemente des Tensors g »ln
diesem System. Bei der Drehung des Kristalls um eine Achse
wird der Verlauf des g-Faktors in Abhingigkeit vom Dreh-

winkel & beschrieben durch
g2 = o + B cos28 + vy sindd .

Die Parameter o, B und v dieser Funktion sind mit den
Koeffizienten Gij verkniipft. Fiir die Drehung des Kristalls
um drei orthogonale Achsen 71, 2 und 3 erh&dlt man:

G— =

11 2t 9% 1

G

12 G q = (sign YB)[(é +a -az)(é - +a2)]4/2

mit: 85 = + (632 + Y52)4/2
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Durch zyklische Vertauschung der Indizes werden die iibri-
gen Koeffizienten Gij ermittelt. Der so bestimmte Tensor
g? ist diagonal im gleichen System wie der Tensor g, d.h.

die Hauptwerte von g sind die Wurzeln der Hauptwerte von

§2°

3. Der Hypérfein-Tensor A

Die Hyperfezn—Wechselw1rkung des ungepaarten Radlkaielek—
trons ist charakterlstlsch fiir die am Radikal beteliigten
Atome, so daB die Bestimmung der Tensorelemente von é
eine der Hauptaufgaben bei der Identifizierung von Radl—
kalstrukturen darstellt. Die Wechselwirkung setzt Slch
aus zwei Anteilen zusammen, der magnetischen Dipol-Dipol-
Wechselwirkung und der Fermi-Kontakt-Wechselwirkung
(Fermi, 1930). Fir jeden der bei der Hyperfein-Wechsel-~
wirkung beteiligten Kerne muB daher der zugehOrige Hamil-
ton~-Operator A wie folgt geschrieben werden:

1 - - - s - a - —
,% = 84.-T = - const.r (I8 - 3(T-7)(B-T)/r"2] +

+ constoé(re—rN)cI S

Der erste Term beschreibt die anisotrope magnetische Dipol-
Dipol-Wechselwirkung. Fir Elektronen in p-Orbitalen sind
die Ubergangsenergien dieses Terms von Null verschieden
und proportional zu (4—50052 8), wobei 6 den Winkel zwi-
schen dem Magnetfeld und der Hauptachse des Orbitals dar-
stellt. Der zweite Term, die Fermi-Kontakt-Wechselwirkung,
ist isotrop. Da die GroBe der Wechselwirkung auf Grund der
8~Funktion von der Spindichte des Elektrons am Kernort
abhdngt, ist sie ein MaB fiir den s-~Charakter des Radikal-
elektrons. Flir "-Elektronen-Radikale sollte daher die
isotrope Hyperfein-Aufspaltung verschwinden. Dies wird
Jjedoch keineswegs experimentell beobachtet, so daB eine
Konfigurationswechselwirkung des p~-Elektrons mit angereg-
ten s-Zusténden angenommen wurde (Mc Connell und Chestnut,

1958) .
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Das im letzten Abschnitt Gesagte bezieht sich zundchst nur
auf die Hyperfein-Wechselwirkung des unpaarigen Elektrons
mit dem Zentralatom des Radikals. Dieses ist fir organische
Radikale zumeist 042 mit dem Kernspin I=0 oder,seltener,
N™ mit I=1. Nur im Falle des Letzteren ist eine Zentral-
atom~Hyperfeinstruktur zu erwarten. Die fir die Radikal-
struktur charakteristischen Hyperfein-Aufspaltungen der
ESR-Spektren beruhen vor allem auf der Wechselwirkung des
Radikalelektrons mit dem Kernspin benachbarter Atome,
wobei zwischen Kernen in o- bzw. B-Position zum Zentral-
atom zu unterscheiden ist. Flir die meisten der organischen
Radikale sind diese Kerne Protonen (I=1/2).

Zur Erklarung der Hyperfein-Aufspaltung der ESR-Linien
durch Protonen in o-Position wurde das Modell der Spin-
Polarisation entwickelt (Mc Connell und Chestnut, 1958).
Die positive Spindichte Po des ungepaarten Elektrons im
2pZ—Orbital des Kohlenstoffs erzeugt iUber eine Polarisa-
tion des spE—Bindungsorbitals zun Wasserstoff eine nega-
tive Spindichte in dessen 1s-Orbital. Die daraus resul-
tierende isotrope Hyperfein-Aufspaltung ay des Protons
ist proportional zu Pyt

aH = Q."pc (’])

Der Proportionalitdtsfaktor Q hat sich experimentell als
nahezu unabhingig von der Art der Substituenten am:>é~H
Fragment erwiesen und betrédgt etwa -28 Gauss. Auller der
isotropen Aufspaltung zeigen o-Protonen eine fiir sie ty-
pische anisotrope Wechselwirkung proportional zu (1-
5cos29), die durch einen Tensor mit verschwindender Spur
ausgedrickt wird. Minimale Aufspaltung wird erhalten, wenn
das Magnetfeld parallel zur é—H Bindungsachse liegt.

Die Hyperfein-Aufspaltung der B-Protonen kommt auf Grund
der sogenannten Hyperkonjugation zustande (Heller und Mc
Connell, 1960). Ihre GroBe hingt stark von der durch die
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Bindungswinkel gegebenen Geometrie des Radikalfragmentes
ab. Diese wird durch den Dieder-Winkel & zwischen der
Ebene durch die Atome é—C(N,O)—HB und der Ebene, welche
von der Orbitalachse und den Atomen C-C(N,0) aufgespannt
Wird, angegeben. Die isotrope Aufspaltung AH der B-Pro-
tonen wird dann wie folgt ausgedriickt

(Whiffen, 1967):

AHB = (By + B, cos® @)PC (2)

wobel e wieder die Spindichte des Elektrons am}Zentrai—
atom darstellt. In der obigen Formel sind B, und B, Kon-
stanten, deren Wert von den am Radikalfragment beteiligten
Atomen abhingt. Fir die uns interessierenden Fragmente
lauten die Konstanten:

,)é-CEHB : Byx3,5 Gauss
32351,4 Gauss

> C-0-Hg By=-3,2 Gauss
Bé?;ﬂ Gauss

Fir die Radikalgruppen des Typs C-C~H stellt Gl. 2 prak-
tisch die gesambe Hyperfein-Aufspaltung dar. Hingegen kommt
fiir C-OH Fragmente auf Grund der anderen Bindungspolarisa-
tion des Sauerstoffs zur isotropen Komponente noch eine
anisotrope Aufspaltung nach Art der o-Protonen hinzu.

Wegen seiner geringen Grofe wird Bo in Gl. 2 auch hiufig
weggelassen (Heller und Mc Connell, 1960).

Zur Bestimmung der Elemente des Hyperfein-Tensors A kann
die von ILund und Vinngdrd (41965) beschriebene Methode an-
gewendet werden, welche als eine Erweiterung des in III.1
dargestellten Verfahrens von Schonland (1959) anzusehen
ist. und daher nur kurz beschrieben werden soll. Durch
Stérungsrechnung erster Naherung erhdlt man, unter Ver-
nachlassigung des Quadrupol-Terms, aus dem Spin-Hamilton~
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Operator 4%’die Energien AE der Uberginge (AMq=%1, AMy=0)
zu

ME=g-B-H + KoM

mit Mg und M; als den Quantenzahlen des Elektronen- bzw.
Kernspins. K ist die Hyperfein-Aufspaltung. Bei beliebiger
Kristallorientierung ist K verknlipft mit einem Tensor T
liber: ‘

Kg =21.T..l.
3 1+ 1d 4

Der Verlauf von K2g2 bel der Drehung des Kristalls um eine

Achse wird in Abhangigkeit vom Drehwinkel ¢ gegeben durch:

K2g2 = o + Bocos & + ysin &

Mit Hilfe der Parameter @, B und vy kann, wie in ITII.1 an-
gegeben, der Tensor T aufgestellt werden. Dieser muB in
dem System diagonalisiert werden, in welchem der Tensor g
diagonal ist. Es gilt dann:

A% = gleneg”

2

1
Die Wurzeln der Hauptwerte von sind die gesuchten
Hauptwerte von A.

Die Rechnungen zur Bestimmung des g-Tensors nach dem in
ITI.1 beschriebenen Verfahren, sowie die zur Bestimmung
des Tensors A wurden mit Hilfe eines Rechenprogrammes auf
einem IBM 7074 Computer durchgefiihrt. Die den Spektren
entnommenen experimentellen Daten wurden mit der Methode
der kleinsten Fehlerquadrate an die theoretischen Kurven
angepalt. Mit den Parametern o, B und Yy der Anpassung
wurden die Matrizen G und T aufgestellt und numerisch
nach dem Jacobi-Verfahren diagonalisiert, wobei neben
den Diagonalmatrizen auch die Matrizen der Eigenvektoren
("Richtungskosinus") erhalten wurden.
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4. Der Quadrupol-Tensor P

Die Behandlung von Kern-Quadrupol-Effekten in der Elektro=
nen~Spin-Resonanz Spektroskopie ist mit erheblichen Schwie-
rigkeiten verbunden, da zum Beispiel die Berechnung der
resultierenden Linienpositionen eine Stdrungsrechnung von
hoherer als zweiter Ordnung erfordert. Eine vollstédndige
Auswertung des Quadrupol-Tensors P aus ESR~Spektren ist
bislang in keéinem Falle durchgefiihrt worden. Es soll dasher
hier ausreichen, auf einige wesentliche Merkmale von Qua-
drupol-Wechselwirkungen einzugehen. Zur Vereinfachung sei
P von axialer Symmetrie mit verschwindender Spur“angenom—
men. Dann kann der Quadrupol-Hamilton-Operatir .y fiir einen
wechselwirkenden Kern wie folgt geschrieben werden:

1] ’
3¢ 2
b = 1-BI - 23y (1] - 1(T+1)]

Hier bedeuten @ das Kern-Quadrupolmoment und eq den elek-
trischen Feldgradienten (Slichter, 1964). In der obigen
Formel ist angenommen, daB die Richtung des Magnetfeldes
mit der Symmetrieachse des Tensors P libereinstimmt. In
diesem Falle duBern sich die Quadrupol-Effekte nur in

einer Verschiebung des gesambten ESR-Spektrums, d.h. sie
wirken sich auf den g-Faktor, nicht absr auf die Hyperfein-
Aufspaltung aus. Diese Verschiebung ist jedoch ohne grofBen
EinfluB bei einem Magnetfeld von 12 kGauss,wie es in dieser
Arbeit zumeist benutzt wurde.

Neben der Verschiebung wirken sich Quadrupol-Effekte in allen
anderen Richtungen auBer der obigen Hauptrichtung st8rend

auf die Hyperfein-Linien aus, indem sie die Auswahlregel

AMS = ¥ 4 verletzen und Satelliten-Linien erzeugen, deren
Intensitédt mit der Abweichung des Magnetfeldes von der
Symmetrieachse von P zunimmt. Im Falle hohen Kernspins

der bei der Quadrupol-Wechselwirkung beteiligten Kerne sind
die zusadtzlichen Linien zahlreich. Dariber hinaus werden

die Intensitidten und Absté@nde der Hyperfein-Linien verzerrt.
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Unter Umstdnden wird dadurch eine Auswertung des Hyperfein-
Tensors A unmbglich.

IV. Ergebnisse und Diskussion

1, Purin-DériVate
A. Adenin-HC1

In Abb. 2a ist die Strukturformel des Salzes der Purin-
Base Adenin; AdeniheHCl, angegébena Diese Komponente
kristallisiert aus Wasser in zwei Modifikationen, die

nach Bestraﬁlung identische Spektren zeigen. Die duBere
Kristallform der fir die meisten Messungen benutzten Modi-
fikation und die Lage der orthogonalen ESR-Bezugsachsen
sind der Abb. 2b zu entnehmen. Nach Bestrahlung mit Dosen
von etwa 10 Mrad entwickelten die Kristalle eine rost-
braune Farbe. Die erhaltenen ESR-Spektren sind in Abb. 3
fiir drei verschiedene Kristallorientierungen gezeigt. Sie
bestehen im wesentlichen aus einer sehr breiten Einzel-
linie mit einer Halbwertsbreite von ungefahr 20 Gauss
(Abb. 3a). Dem Singulett ist eine zus#tzliche, schirfere
Linie lUberlagert (Abb. 3b). Die Uberlappung beider Linien
ist anisotrop. In einigen Kristallorientierungen wird
zudem schwach eine Triplett-Struktur angedeutet, bestehend
aus zwel Linien an den Seiten des breiten Singuletts und
einer Mittellinie, die der Flanke der Einzellinie iiber-
lagert ist.(Abb. 3c). Der Linienabstand des Tripletts be-
trédgt etwa 40 Gauss, das Amplitudenverhdltnis der Linien
angendhert 1:2:1. Eine Bestimmung der g-Faktoren der drei
verschiedenen spektralen Komponenten wird sehr erschwert
durch die Breite der Linien und ihre gegenseitige Uberla-
gerung. Innerhalb der so begrenzten Genauigkeit ist der
g-Faktor &g der breiten Einzellinie nahezu isotrop mit
einem Wert von etwa gg = 2,003, Die g-Faktoren der beiden
anderen Liniengruppen zeigen demgegeniber ein leicht an-
isotropes Verhalten. Ohne eine aufwendige numerische Linien-
analyse kann hieriiber jedoch keine genauere Aussage gemacht
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werden. Unter diesen Umstiénden erschwert das Fehlen einer
chérakteristiééhen Hyperfeiﬁstruktur der Spektren, abge-
sehen von der nur schwach ausgebildeten Triplett~Gruppe,
eine eindeutige Tdehtifizierung der Radikalstrukturén in
Adenin-HC1 erheblich. Versuche, etwa durch Variation der
Bestrahlungsdosis, andere Spektren zu erhalten, blieben
ohne Ergebnis.

B. Adenosin-5'-Phosphat

Das Purin-Ribomiklebtid Adetiosin=5'-Phosphat, dessen Struk-
turformel in Abb. 4 angegebeéen ist, neigbe bei Kristéili-
sationsversuchen auk Wasser stark zur Polymerisation unter
Bildung eines weiBen Gels. Durch Zusetzen von étwas ver- |
diinnter Salzsdure konnten als Kristalle feine, dlinne Nadeln
ohne ausgepridgte Flachen und Kanten erhalten werden. Fir
die ESR-Messungen wurde als Achsensystem die Nadelachse
und zwel dazu orthogonale Richtungen gewdhlt, deren Bezug
auf kristallographische Achsen Jedoch nicht bekannt ist.
Nach Bestrahlung mit etwa 5 Mrad verfarbten sich die Kri-
stalle intensiv rot. Die erhaltenen Spektren setzen sich
aus den im Abschnitt A. beschriebenen Liniengruppen zu-—
sammen, mit dem Unterschied, daB hier das Triplett gegen-
{iber den anderen Linien dominiert, wie in Abb. 5 gezeigt
wird. Das Vorhandensein der breiten Einzellinie drickt
sich in einer Verzerrung des Amplitudenverhiltnisses der
Triplett-Linien aus und das schirfere Singulett ist wie-
derum der Mittellinie Uberlagert. Eine genaue Analyse der
Eigenschaften der Triplett-~-Gruppe, wie sie an Hand der
Spektren von Adenosin-5'-Phosphat méglich ware, wurde
nicht durchgefithrt, da diese Linien bereits den Gegenstand
ausfilhrlicher Untersuchungen an bestrahlten Einkristallen
anderer Purin-Derivate bildeten (vgl. Abschnitt C.). Fir
die Auawertung der Parameter der beiden anderen Linien-
Gruppen gilt das im Abschnitt A. Gesagte.
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C. Diskussion

Af Grund der qualitativen Ubereinstimmung der in Adenin-
HC1 und Adenosin-5'-Phosphat nach Bestrahlung gebildeten
Spektren ist zu schlieBen, daB die Radikalstabilisierung
auch in der letzteren Komponente an der Frrin-Base statt-
findet. Dies wird auch an Einkristallen von Purin-Nukleo-
siden beobachtet (Dertinger, 1967a; Alexander und Gordy,
1968; Lichter und Gordy, 1968). Die in den zuletzt erwdhn-
ten Substanzen vorherrschend gebildete Linien-Gruppe ist
ein Triplett mit einer isotropen Aufspaltung von etwa

40 Gauss bei Adenin- und 35 Gauss bel Guanin-Nukleosiden.
An Hand der Daten fiir das Triplett in Adenin-HC1l und
Adenosin-5'-Phosphat kann eine Ubereinstimmung mit dem
Triplett der Adenin-Nukleoside gefolgert werden. Demnach
ist das zugehdrige Radikal als durch Anlagerung atomaren
Wasserstoffs an eine N=C Doppelbindung der Base entstan-
den anzusehen, wobel das ungepaarte Elektron am Stick-
stoff lokalisiert ist. Die Hyperfein-Struktur kommt durch
zwel &quivalente Methylen-Protonen am Kohlenstoff in B-
Position zum Stickstoff zustande, woraus ein Intensitéts-
verhdltnis der Linien von 1:2:1 resultiert.

Im Gegensatz zu Guanin ist bei Adenin eine Wasserstoff-
anlagerung an zwei verschiedene Positionen der Base a

priori gleich wahrscheinlich, Die beiden resultierenden
Radikale sind in Abb. 6 gezeigt. Auf Grund theoretischer
Berechnungeh der freien Valenz der Bindungen (Pullman und
Mantione, 1965) sollte die Anlagerung leicht bevorzugt

an Cg stattfinden (Abb. 6a). Lichter und Gordy (1968) konn-
ten jedoch durch Messungen an Einkristallen von Desoxyadenosin
zeigen, daBl in dieser Komponente der Wasserstoff an 02 anla-
gert (Abb. 6b). Eine Zuordnung der Triplett-Gruppe von Ade-
nin-HC1 und Adenosin-5'-Phosphat zu einer der beiden Radikal-
moglichkeiten kann wegen der geringen Ausbeute dieser Gruppe
in Adenin-HC1 und der schlecht ausgebildeten Kristalle des
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Nukleotids nicht vorgenommen werden, da hierzu unter ande-
rem die genaue Lage des Moleklils in Bezug auf die ESR-
Achsen bekannt sein muB. Da in den Kristallen von Adenin-
HC1 das Triplett gegeniiber den anderen Liniengruppen nur
sehr schwach ausgebildet ist, wihrend es in den Nukleosiden
und auch in Adenosin-5'-Phosphat dominiert, liegt der
SchluB nahe, daB der Wasserstoff fiir das der Triplett-
Gruppe zugrunde liegende Anlagerungsradikal haupts8chlich
vom Zucker herriihrt. Diese Hypothese ist im Einklang mit
analogen Befunden fir das Wasserstoffanlagerungsradikal der
Thymin-Derivate (Pruden, Snipes und Gordsy, 1965; Miller,
1968). Hierauf wird bei den Ergebnissen der Messungen an
Einkristallen von Desoxyribose (vgl. IV.3) ausfithrlich
eingegangen.

Uber die durch die beiden anderen Linien~Gruppen der Ade-
nin-Komponenten, das breite Singulett und die schidrfere
Iinie, dargestellten Radikale kann wegen der geringen spek-
tralen Information keine eindeutige Aussage gemacht werden.
Die schon frither unter anderem diskutierte Mdglichkeit von
Ionenradikalen (Dertinger, 1967c) gewinnt jedoch durch eine
neuere Arbelt an Bedeutung und soll daher hier kurz eror-
tert werden.Nach Berechnungen von Baudet, Berthier und Pull-
man (1962) sollten sowohl das positive als auch das nega-
tive Radikal-Ion von Adenin erkennbare Hyperfein-Struktur
zeigen. Andererseits ist zu bedenken, dall diese durch die
erhebliche Linienbreite eines der Singuletts unaufgeldst
bleiben kann. Da von Lacroix, Depireux und van de Vorst
(1967) auf Grund einer Korrelation zw?sgchen einer g-Faktor-
Verschiebung Cer ESR-Spektren und der berechneten Elektro-
nenaffinitdt die Bildung negativer Ionenradikale speziell
fir bestrahlte Purin-Basen gefordert wird und da ferner

eine breite FEinzellinie das typische Spektrum dieser Sub-
stanzen darstellt (Miller, 1964), besteht die Mdglichkeit,
dem Singulett ein negatives Radikal-Ion zuzuordnen.
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2. b5=Halo-Uracil-Derivate
A. Allgemeine Ergebnisse

Die Strukturformeln der drei untersuchten 5-Halo-Uracil-
Derivate, der Base 5-Bromuracil (BU) und der Nukleoside
5-Bromdesoxyuridin (BUDR) und 5-Joddesoxyuridin (JUDR)
sind in der Abb. 7 angegeben. Wegen der Linge der Namen
der Substanzen sollen im Folgenden immer die in Klammern
gegebenen Abkiirzungen fiir die Komponenten benutzt werden.
Alle Derivate wurden aus Wasser kristallisiert. Da eine
Radikalidentifizierung haufig durch den Austausch der am
Radikal beteiligten Wasserstoffatome durch Deuterium auf
Grund des unterschiedlichen Kernspins beider Isotope er-

"~ " leichtert wird, wurden von BUDR und JUDR Einkristalle
auch aus schwerem Wasser gezogen. Es ist bekannt, daB auf
diese Weise nur _ N-H und -O-H Wasserstoffatome durch
Deuterium ersetzt werden konnen. Die Austauschrate be-
trégt etwa 70 - 80 % (vgl. Shrivastava und Anderson, 1968).
Die kristalline Struktur der Substanzen wird bei der
Ziichtung aus schwerem Wasser nicht geandert.

Die duBere Form der von den drei Komponenten erhaltenen
Kristalle, ihre Achsen und die Lage des fir die ESR-Messun-
gen benutzten Achsensystems werden in Abb. 8 gezeigt. Im
Falle der monoklinen Kristalle von BU und BUDR wurden die
kristallographischen Achsen b und c, sowie eine dazu
orthogonale Richtung a' als ESR-Bezugsachsen gewghlt. Beim
triklinen Kristall der Komponente JUDR war die Verwendung
eines von den Kristallachsen unabhingigen Systems a', b'
und c¢' nétig, da eine Zuordnung der durch die Elementar-
zelle gegebenen Kristallachsen zu den Kristallkanten bel
trikliner Symmetrie zeitraubend ist und erst nach Beendi-
gung der ESR-Messungen vorlag (Weitz, 1968).

Die nach Bestrahlung aller drei Substanzen gemessenen ESR-
Spektren lassen sich in zwei Linien-Gruppen A und B mit
deutlich verschiedenen spektralen Eigenschaften zerlegen.
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Dies wird am Beispiel der Komponente JUDR in £bb. 9 fir
eine Kristallorientierung, bei welcher die beiden Gruppen
voneinander getrennt sind, gezeigt. Die Linien der Gruppe
A erscheinen nahe bei dem g-Fakbor des freien Elektrons

und zeigen die fiir gewdhnliche organische Radikale iibliche
leichte Anisotropie des g-Faktors. Demgegeniiber ist der
Linienschwerpunkt der Gruppe B zu niedrigen Magnetieldern
verschoben und weist iiberdies eine erhebliche Or1ent1erungs~
abhéngigkeit auf. Zusammen mit der groBen Breite der ge-
samten Gruppe B von zum Teil einigen hundert Gauss, resﬁl—
tlert daraus eine Uberlappung der Linien von A und B in den
meisten Krlstallorlentlerungen, wodurch eine Identifizie-
rung der Radikalstruktur erschwert wird. '

Es wurde daher versucht, eine der beiden Liniengruppen
selektiv zu erzeugen oder zu unterdriicken. Dies gelingt
bei freien Radikalen hiufig durch Ausheizen der Probe nach
Bestrahlung, jedoch sind im vorliegenden Falle beide Grup-
pen bis zu 150 °C thermisch gleich stabil. Auch zeigen
sie die gleiche Mikrowellensattigung, so daB durch Varia-
tion der Mikrowellenleistung keine Trennung der Gruppen
zu erreichen war. Es gelang jedoch, die relative Ausbeute
der Gruppen A und B in den Spektren von BU und BUDR durch
eine Knderung der Bestrahlungsdosis zu beeinflussen. Mit
zunehmender Dosis wichst bei der Komponente BU der Anteil
der Gruppe B im Vergleich zu dem der Gruppe A auf ein Ver-
h#ltnis von etwa drei zu eins bei 80 Mrad an. Eine derar-
tige Tendenz wurde auch von Kéhnlein (1963) an pulverfdr-
migen Proben von BU beobachtet. Umgekehrt nimmt die Aus-
beute der Gruppe B bei dem Nukleosid BUDR mit zunehmender
Dosis ab, so daB bei 80 Mrad die Linien von A in den Spek-
tren vorherrschen. Ferner ergab sich, daB bei der Kompo-
nente JUDR eine zu BUDR analoge Veranderung der relativen
Ausbeute beider Liniengruppen nach Lagerung der mit Dosen
von 5 - 10 Mrad bestrahlten Kristalle iber einige Monate
hinweg auftritt.
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Auf Grund der engen Korrelatlon zw1schen den Spektren und
wie gezelgt w1rd, auch zwmschen den Radlkalstrukturen aller
drei Substanzen werden 1n den fclgenden Abschnltten 1hre ,
Ergebnlsse gemelnsam beschrleben, wobei Jedoch zwischen den
Gruppen A und B unterschleden werden soll, da sie offen-
kundig Verschledenartlgen Radlkalen angehorena Ferner wird
die Llnlen—Gruppe B der Komponente BU gesondert behandelt
da 1hr ein weiteres Radikal zugeordnet wérden muB.

B. Die Linieh-Gruppe A in 5-Bromuracil, 5-Bromdesoxyuridin
und 5-Joddesoxyuridin

Nach Bestrahlung der Kristalle mit Dosen von etwa 10 Mrad
zelgt die Gruppe A, soweit es sich trotz der bei diesen
Dosen starken Uberlagerung durch die Linien von B ermit-
teln 14B8t, das Vorhandensein zweier Radikale, von denen
eines durch ein Dublett-Spektrum dargestellt wird. Wie im
letzten Abschnitt beschrieben, kann erreicht werden, dalB
bei BUDR und JUDR die Gruppe A in den Spektren dominiert.
Gleichzeitig damit ist aber auch das Dublett bei den Linien
von A vorherrschend, so dafl {iber das andere Radikal dieser
Gruppe keine Aussage mdglich ist.

In Abb. 10 wird das Dublett-Spektrum fiir alle drei Sub-
stanzen gezeigt, wobei Jjeweils die Kristallorientierung
mit groBter Aufspaltung der Linien gewdhlt wurde. Eine
derartige Hyperfein-Struktur der Linien kann nur aus der
Wechselwirkung des Radikalelektrons mit einem Proton re-
sultieren, wobeli auf Grund des Pehlens einer Zentralatom--
Hyperfein~Aufspaltung eine Lokalisierung des Elektrons an
einem Kohlenstoffatom wahrscheinlich gemacht wird. Die un-
terschiedliche GroBe der maximalen Aufspaltung deutet auf
verschiedenartig gebundene Wasserstoffatome hin.

Der Verlauf des g-Faktors und der Hyperfein-Aufspaltung
der Dublett-Linien in der Komponente JUDR in Abhangigkeit
von der Orientierung des Kristalls im Magnetfeld wird in
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Abb. 11 fiur die drei gemessenen orthogonalen Ebenen ange-~
zeigt. Die hieraus ermittelten Hauptwerte der Tensoren g
und A mit den entsprechenden Richtungskosinus der Radikal-
achsen beziiglich des ESR-Achsensystems sind in der Tabelle
2 angegeben. Die nur geringen'Abweichungen der Hauptwerte
von g von dem Wert des freien Elektrons weisen darauf hin,
daf das ungepaarte Elektron in einem 2pz—0rbital eines
Kohlenstoffatoms lokalisiert ist. Ferner mufl die Hyper-
fein-Aufspaltung auf Grund ihrer GroBe und Anisotropie
indeutig der Wechselwirkung des Elektrons mit einem
Proton in o-Position zum Kohlenstoff zugeschrieben werden.
Daher liegt dem Dublett-Spektrum in JUDR ein Radikalfrag-
ment der Art .
>C'Hoz

zugrunde. Aus der isotropen Hyperfein-Aufspaltung ag =
17,5 Gauss des Protons wird unter Benutzung der Gl. 41
(Abschnitt III.3) eine Spin-Dichte e, am Kohlenstoff von

QC = aH/Q = Oe65
erhalten.

Nach Bestrahlung deuterierter Kristalle von JUDR wird in
der Linien-Gruppe A ein Dublett mit gleichen Eigenschaften
erhalten. Zum Beweis soll das in Abb. 112 gezeigte Spektrum
deuterierter Kristalle in einer Orientierung mit maximaler
Dublett-Aufspaltung genligen. Die GroBe dieser Aufspaltung
stimmt mit der an den normalen Kristallen in gleicher
Orientierung gefundenen véllig iberein (vgl. Abb.40a).

Flir das Dublett-Spektrum der Komponente BUDR wird die Ab-

hingigkeit der spektralen Parameter von der Kristallcrien-
tierung in den gemessenen Ebenen in Abb. 13 angegeben.

Wie schon aus Abb. 10 hervorging, ist hier die Aufspaltung
der Linien erheblich kleiner als in JUDR. Das wechselwir-

kende Wasserstoffatom kann daher kein o-Proton sein. Viel-
mehr ist die Hyperfein-Wechselwirkung charakteristisch fir
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ein am Kohlenstoff gebundenes Hydroxyl-Proton in einer
Radikal-Gruppe der Form

SN0 - OH

Diese Hypothese wird auch gestiitzt durch die im Vergleich
zu JUDR hoheren Hauptwerte des g-Tensors, dessen Zahlen-
werte, zusammen mit den Hauptwerten des Tensors Ayund den
zugehSrigéen Richtungskosinus in der Tabelle 3 aufgefiihrt
sind.

Mit Hilfe der Gl. 2 (Abschnitt III.3) kann an Hand der
isotropen Hyperfein-Aufspaltung Ay des Hydroxyl-~Protons
die Spindichte P, am Kohlenstoff ermittelt werden. Zwar
ist die genaue Position des Protons nicht bekannt, Jjedoch
wird {iblicherweise der Diéder-Winkel von C-OH Fragmenten
zu & = 60° angenommen (vgl. Benson und Snipes, 1968).

Mit den auf S. 14 angegebenen Werten der Konstanten BO
und B2 ergibt sich:

Pe = 0.45

Das nach Bestrahlung deuterierter Einkristalle von BUDR
in der Linien-Gruppe A gefundene Dublett-Spektrum zeigt,
wie schon bei JUDR, die gleichen Eigenschaften wie das
normaler BUDR-Kristalle. Dies geht aus einem Vergleich
der Aufspaltung der Linien in Abb. 10 mnit der des Du~
bletts in Abb. 14 hervor, welches von einem deuterierten
Kristall von BUDR in analoger Orientierung erhalten wird.

Beli den Einkristallen der Base BU deminiert die ILinien-
Gruppe A, welche das Dublett enthdlt, nur nach Bestrahlung
mit Dosen von hochstens 40 Mrad. Unter diesen Bedingungen
zeigen die Spektren Jjedoch ein schlechtes Signal-Rausch-
Verhdltnis, was auf den kleineren Abmessungen der BU-
Kristalle und der gegeniiber den Nukleosiden geringeren
Radikalausbeute der Base beruht. Daher konnten die Messun-
gen des Dubletts in BU nur in einer Ebene (ca') erfolgen,
weshalb eine vollsténdige Angabe der Tensoren nicht mog-
lich ist. Eine Drehung um die anderen Achsen stort die
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Zylinder-Symmetrie der Feldlinien des TEoﬂq-Resonators be-
réchtlich und verschlechtert das Signal-Rausch-Verh&dltnis
entsprechend. Andererseits lassen sich aus Messungen einer
Evene zwel der drei Hauptwerte der Tensoren bereits annihernd
ermitteln, wodurch an Hand eines Vergleichs mit den zuvor
bespreochenen Ergebnissen in JUDR und JUDR eine Aussage lber
die Eigenschalften des Dubletts in BU ermdglicht wird. Die
erhaltenen Daten zeigen eindeutlg, daBl die cherakteristi-
schen Merkmale des Dubletts in BU und BUDR vollig liberein-
stimmen. So betrdgt beispielsweise die groBte Aufspalbung
der beiden ILinien 7 Gauss in BU, verglichen mit 8 Gauss bei
BUDR (Abb. 10). Es wird daher angenommen, daB auch die Ra-
dikale der Gruppe A in BU und BUDR identisch sind.

C. Diskussion

Die Klarung der Frage nach der Struktur und Lokalisierung
der dem Dublett-Spektrum der Linien-Gruppe A in JUDR einer-
seits und in BU und BUDR auf der anderen Seite zugrunde
liegenden Radikale wird durch die Kenntnis der Lage der
Moleklile in den Jjeweiligen Kristallen bedeutend erleich-
tert. Daher sollen im Folgenden zur Stlibtzung der angenom-
menen Radikalstrukbturen Jjeweils die aus den Rontgenfein-
strukbturanalysen ermittelten Daten benutzt werden.

Auf Grund der Ubereinstimmung der Dublett-Spektren in der
Base BU und im Nukleosid BUDR wurde im letzten Abschnitt
die Bildung des gleichen Radikals in beiden Komponenten
postuliert. Demnach muBl das Radikal in BUDR ebenfalls an
dem Basen-Ring lokalisiert sein. Nach der Theorie liegt
der kleinste Hauptwert des g-Tensors parallel zur 7-Orbi-
talachse. Fir ein Radikal an der planaren Base f3llt diese
Richtung mit der normalen des Basenringes zusammen. Da nach
den Daten von Iball et al. (19667 der Pyrimidin-Ring des
Nukleosids BUDR die Ebene ac des Kristalls unter einem |
Winkel von annshernd 20° schneidet, muBR beli einem Radikal
an der Base dieser Substanz der kleinste g-Faktor immer
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danﬁvgefundeﬁ werden, wenn das Magnetfeld in den Ebenen ab
und bc diesen Winkel mit der b-Achse bildet. Der Verlauf
des g~Faktors (Abb. 413) in den genannten Ebenen und, ent-
sprecheﬁd, auch die Richtungskosinus des kleinsten Haupt-
wertes von g (Tabelle 3), zeigen deutlich die Ubereinstim-
mﬁng nit dieser Annahme.

Fiir die Bildung einer C-OH Radikalgruppe an der Base kom-
men bei BU und BUDR zwei Positionen des Pyrimidin-Ringes
in Betracht, die in Abb. 15 angefiihrt sind. Das Radikal
kénn durch eine Anlagerung von Wasserstoff an den an 04
(Schema I) oder an C, (Schema II) gebundenen Sauerstoff
entstehen. Eine Entscheidung zwischen diesen beiden Mog-
lichkeiten kann auf Grund der ESR-Daten nicht getroffen
werden, da unter anderem die Position des angelagerten
Wasserstoffs im Kristall nicht bekannt ist. Jedoch er-
scheint die Bildung des Radikals I theoretisch als wahr-
scheinlicher, da es durch Verschiebung der C5=C6 Doppel~-
bindung die Bildung einfacher Resonanzstrukturen mit ent-
sprechender Delokalisierung des Spins erlaubt.

Das dem Dublett-Spektrum in der Komponente JUDR zugeord-
nete Radikal ist ebenfalls an der Pyrimidin-Base stabili-
siert, wie mit Hilfe der kristallographischen Struktur-
Parameter (Camerman und Trotter, 1965) gezeigt werden
kann. Hierzu sei wieder der die Radikal-Hauptachse charak-
terisierende kleinste Hauptwért von g betrachtet. Aus

Abb. 11 geht hervor, daBl der g-Faktor seinen minimalen
Wert in der a'c'-Ebene, unter einem Winkel von etwa 40°
zur a'-Achse annimmt. Da der Pyrimidin-~Ring im JUDR- ‘
Kristall die bc-Ebene unter anndhernd 45° schneidet, stimmt
die Lage des kleinsten g-Faktors mit der Normalenrichtung
der Base innerhalb der MeBgenauigkeit iiberein. |

Die Position des wechselwirkenden o-Wasserstoffs des C-H
Radikalfragments an der Base des Nukleosids JUDR 188t sich
an Hand der Hyperfein-Aufspaltung des Dubletts ermitteln.
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Die geringste Aufspaltung muB gemessen werden, wenn das
Magnetfeld parallel zur C-H Bindungsachse verlduft. Der
Abb. 11 und den entsprechenden Richtungskosinus der Tabelle
2 wird entnommen, daB der kleinste Hauptwert der AufsPai—
tung mit der Richtung der c-Achse zusammenf#llt. Demnach
muB} das d—Pfoton an den Kohlenstoff 06 der Base gebunden
sein; denn, obwohl die Lage der Protonen aus der Rontgen-
feinstrukturanalyse nicht bestimmt werden kann, erfordert
die Symmetrie des Pyrimidin-Ringes, daB die beiden Protonen
der Base entiang der Diagonalen durch N5 und 06 liegen.
Diese Richtung verlduft aber parallel zur c-Achse des
Kristalls.

Da schon in der unver#znderten Base aﬁ 06 ein Proton gebun~
den ist, muB das gebildete Radikal in JUDR zunichst an
anderer Position entstanden und anscﬁiiéﬁend Uber eine Re-
sohanzstruktur an 06 stabilisiert worden sein. Ein #hnliches
Verhalten wurde von Snipes und Benson (1968) an dem in be-
strahlten Einkristallen von 5-Nitro-6-Methyl-Uracil gebil-
deten Radikal beobachtet. Wenn man ein zu dem von diesen
Autoren vorgeschlagenen analoges Modell guf den vorliegen-
den Fall anwendet, so konnen die Radikalstrukturen aller
drei Komponenten BU, BUDR und JUDR als verschiedene Reso~
nanzstrukturen desselben Radikals I erklirt werden. Wie

in Abb. 16 dargestellt ist, entsteht ein nur vom Substi-
tuenten an 05, Br oder J, abhingiges Gleichgewicht der
Radikale I und III. Bei BU und BUDR verbleibt der groBte
Teil der Spindichte an C,, wihrend bei JUDR eine Resonanz-
stabilisierung an 06 unter Bildung des Radikals III statt-
findet. Auf die Bedeutung dieses Modells fiir die Radikal-
bildung in anderen Pyrimidin-Komponenten der Nuklein-~
sduren wird in der zusammengassenden Diskussion (IV.4)
eingegangen.
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D. Die Linien-Gruppe B in 5-BromdesoxXyuridin und
5-Joddesoxyuridin

Einige Merkmale der Linien der Gruppe B wurden bereits kursz
im Abschnitt A beschrieben. Ihr g-Faktor weicht stark vén
dem des freien Elektrons ab und weist itiberdies eine erheb-
liche Anisotropie auf, d.h. es liegt eine bedeutende Spin-
Bahn-Kopplung vor. Diese kann nur von der Wechselwirkung
des Radikalelektrons mit einem Halogen-Atom herriithren. Zu-
dem welst auch das Verhalten der Hyperfein-Linien dieser
Gruppe auf eine Beteiligung des Halogens am Radikal hin.
Sowohl die Intensitaten, wie auch Aufspaltung und Zahl der
Linien hangen in groBem MaBe von der Kristallorientierung
ab, so dafll ein EinfluB der Kern-Quadrupol-Wechselwirkung
der Halogen-Atome auf die Hyperfein-Linien gefolgert werden
kann. Eine befriedigende Auswertung der Spektren der Grup-
pe B erweist sich daher als schwierig. Dies soll in Abb. 17
am Beispiel der Komponente JUDR durch den Verlauf aller
spektralen Linien in der a'b'-Ebene des Kristalls demon-
striert werden. Unabhingig von ihrer Intensitdt wird hier
Jjede beobachtete Linie als Punkt wiedergegeben. Die Gruppe
B ist, soweit sie von einer Orientierung zur nidchsten zu
verfolgen war, durch ausgezogene, oder, in unsicheren Fdl-
len, durch gestrichelte Linien verbunden. Diese Figur zeigt
deutlich die starke Uberlappung der Gruppe B mit der bei
etwa 12 300 Gauss erscheinenden Gruppe A. Ferner kann der
Abbildung das stark anisotrope Verhalten der spektralen
Parameter der Gruppe B entnommen werden.

Uber das Gesagte hinaus ergeben sich bei der Linienanszlyse
der Spektren der Gruppe B in der Komponente BUDR zusdtz-
liche Schwierigkeiten. Natlirliches Brom enthdlt zwei Iso~
tope, Br79 und Brsq, zu anndhernd gleichen Anteilen. Zwar
besitzen beide den gleichen Kernspin I = 3/2, jedoch ist

auf Grund der Ve_schiedenheit der magnetischen Kernmomente
eine unterschiedliche Wechselwirkungsenergie der Isotope
zu erwarten. Dieser Umstand fihrt zu Linienverbreiterungen
oder zus&Atzlichen Iinien. Ferner zeigen die Spektren der
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Gruppe B dieser Substanz sogenannte Positionsaufspaltung,
welche von magnetisch indquivalenten Molekilpositionen
im Kristall herriihrt. Hieraus resultiert wiederum eine
Vermehrung der Linienzahl fiir die meisten Kristallcrien-
tierungen.

Hingegen besitzt der trikline Kristall der Komponente JUDR
nur ein Molekiil in der Elementarzelle und kann somit keine
Positionsaufspaltung der Spektren zeigen. Zudem sind das
magnetische Moment und die Spin-Bahn-Kopplungskonstante
des einzigen natiirlich vorkommenden Isotops 3127 (I = 5/2)
erheblich groBer, als die der Bromisotope. Daraus ergibt
sich fir die meisten Orientierungen des JUDR-Kristalls
eine befriedigende Trennung der Linien der Gruppe B von
denen der Gruppe A (vgl. Abb. 17). Diese Komponente er-
scheint daher fur eine Auswertung der Gruppe B besser ge-
eignet und soll zuerst abgehandelt werden.

Dazu sei noch einmal das in Abb. 9 gezeigte Spektrum von .
JUDR betrachtet, welches in der a'b'-Ebene des Kristalls
bei etwa 120° erhalten wird. Die Gruppe B besteht hier aus
acht Linien mit einer Aufspaltung von ungefihr 40 Gauss -
und einem Amplitﬂdenverhéltnis der Linien von anndhernd

1134 :4:4:3:1, In allen anderen Orientierungen stellt sich
die Gruppe B erheblich uniibersichtlicher dar. Es darf daher

angenommen werden, dafl diese spezielle Richtung entlang
einer Hauptachse der Tensoren A und P verliuft (vgl. Ab-
schnitt IIT.% und III.4). Nach den kristallographischen
Daten (Camerman und Trotter, 1965) wird die obige Konfi-
guration erhalten, wenn das lMagnetfeld parallel zur 05-J-
Bindung liegt. Dadurch wird der SchluB nahegelegt, daBl dem
Oktett~Spektrum ein Radikalfragment der Art

>c -1,

zugrunde liegt.
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Das Fehlen von Sételliten—Linien im Spektrum der Gfgﬁﬁé B
der Abb. 9 weist auf eine axiale Symmetrie des Tenébrs P
hin, wébei die C- =J-Bindung als Symmetrleachse angeSehen
werden. muB Demnach fallen die Hauptrlchtungen von A und.

P zusammen und das Oktett kann ngherungsweise mit dent Aus-
Wahlregeln fir Dlpol—Ubergange 1nterpret1ert werdern. Nach
dem im letzten Absatz Gesagten 1st das ungepaarte Elektron
des C-J-Fragmentes am Kohlenstoff Cg lokalisiert. Aus der
Wechselwirkung mit dem Kernspin des Jod-Atoms resultiert
eine Hquidistante Sextett-Liniengruppe. Das Oktett-Spektruim
mit den oben angegebenen Intensitdten muB durch eine weite«
re Aufspaltung jeder der sechs Linien in ein 4:2:1-Triplett
entstehen. Hierfir kommen nur zwel Zquivalente Protonen in
B-Position zum Kohlenstoff in Betracht. Den Linien der
Gruppe B in der Komponente JUDR mufl also das in Abb. 18
gezeigte Radikal IV zugeordnet werden, welches durch An-
lagerung atomaren Wasserstoffs an die Position 06 unter
Aufbruch der 05 = C6—Doppelbindung zustande kommt. Der
Mechanismus der Bildung dieses Radikals verlauft vollig
analog zu dem in Thymidin beobachteten (Pruden, Snipes und
Gordy, 1965).

Bei der Interpretation wurde vorausgesetzt, daB die Jod-
Hyperfeinaufspaltung in dieser speziellen Orientierung mit
der Aufspaltung der B-Methylen-Protonen iibereinstimmt.
Letztere betrigt nach Abb. 9 anndhernd 40 Gauss. Dieser
Wert stimmt mit dem der analogen Aufspaltung in Thymidin
iiberein, so daBl die Spindichte Po am Kohlenstoff 05 in
JUDR ebenfalls zu

Pg = 0,7

angenommen wird. Eine Berechnung an Hand der o-Jod-Aufspal-
tung ist nicht moglich, da die Gl. 1 von 8. 10 nur fiir C-H,-
Gruppen gliltig ist. Eine Ubertragung auf C-J,~Fragmente
erscheint fragwirdig. Pooley und Whiffen (1962) haben ge-
funden, daB beispielswelse die isotrope Aufspaltung einer



C-Cl-Gruppe,im Gegensatz zur a—Protonen—Kopplung, ein po-
sitives Vorzelchen besitzt.

Darﬁber hinaus 188t sich die isotrope Jod-Kopplung, welche
zur Berechnung der Spindichte ndtig wire, nur begrenzt aus
den Spektren der Gruppe B bestimmen. Da die Aufspal%ung
der B-Methylen-Protonen nach der Theorie nahezu isotrop
sein muB, kann jedoéh versucht werden, aus der gesambten
Aufspaltung der Gruppe B unter der Annahme der Auswahlre-
gel AMI = O die Hauptwerte der JodeyperfeinJAufspaltugg '
ngherungsweise abzuschidtzen. Der kleinste Hauptwert, Aq,
parallel zur C~J«Bindung, ist bereits bekannt und betrigt

d
Aq

Z 40 Gauss.

Dieser Wert ist als gesichert anzusehen, da fir ihn die
obige Annahme zutrifft. Der groBte Haﬂptwert sollte ent-
lang der "-Orbitalachse, also normal zum Basenring gefun-<
den werden. Diese Richtung stimmt mit der der maximalen
Gesamtaufspaltung von B ilberein. Der so erhaltene Wert
von A2 betragt etwa

Ag 2z 80 Gauss.

Der dritte Hauptwert Ag wird aus einer zu den beiden ande-
ren Richtungen orthogonalen Orientierung zu anndhernd

3 ~ 60 Gauss

bestimmt. Dieser Wert stellt auch ndherungsweise die iso-

trope Jod-Kopplung ay dar. In einer zur Gl. 1 von S. 13
analogen Relation fir ein C-J-Fragment,

35 = S50¢ >
miilte dann die Konstante Q; einen Wert von ungefahr
lQJl ~ 85 Gauss

annehmen, wenn e mit 0,7 angesetzt wird.
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Eine Bestimmung der Elemente des Quadrupol-Tensors P aus
den Spektren der Gruppe B in JUDR ist nur sehr schwer mog-
lich. Es soll jedoch eine Abschétzung des Kern-Quadrupol-
Moments des Jod-Atoms gegeben werden. Nach Pooley und
Whiffen (1962) lassen sich hierzu die schwachen Satelliten-
Linien benutzen, welche in Orientierungen nahe der Symme-
trieachse von P durch Quadrupol-Wechselwirkung auftreten.
Nach der Abb. 17 erscheinen diese Linien etwa 450 von der
C-J-Bindung (120°) entfernt in der a'b'-Ebene des Kristalls.
Die Aufspaltung der Linien nimmt den Wert der Jod-Kopplung
in dieser Richtung an, die anndhernd 45 Gauss betrigt.
Daraus resultiert filir die Quadrupol-Konstante Q' (vgl.
S. 12):

Q' = 3 eqQ/4I(2I-1)~ 45 Gauss

Mit dem Kernspin I=5/2 von Jod ergibt sich dann eine Qua-
drupol-Kopplung von:
eqQ ~ 1800 MHz

Dieser Wert stimmt recht gut mit dem fir kovalent gebunde-
nes Jod von 2000 MHz (Slichter, 1964 ) iiberein. '

Zum AbschluBl der Behandlung der Gruppe B in der Komponente
JUDR sei der Verlauf ihres g-Faktors in den drei gemessenen
Ebenen in Abb. 19 gezeigt. Die experimentellen Werte sind
in Einklang mit den berechneten Kurven, wie es auch bei
einem Magnetfeld von ungefdhr 12000 Gauss zu erwarten ist,
da die feldunabhingigen Terme des Hamilton-Operators bei
diesen Feldstdrken keinen EinfluB auf den g-Faktor besitzen.
Die Hauptwerte des Tensors g und die Richtungskosinus be~
ziiglich der ESR-Achsen sind in der Tabelle 4 aufgefihrt.
Sie stimmen mit dem Basen-Radikal IV gut iberein, wie an
Hand der kristallographischen Daten gepriift wurde.

Die Linien der Gruppe B in Einkristallen der Komponente BUDR
zeigen generell die gleichen Eigenschaften wie die in JUDR
und werden daher auch dem Radikal IV (Abb. 18) zugeordnet.
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Die zwei BUDR-Molekiile der monoklinen Kristalle befinden
sich jedoch in Positionen, die verhindern, dal bei Benutzung
der angegebenen ESR-Achsen elne Orientierung erhalten wird,
bei der die Hauptachse in Richtung der C-Br-Bindung in allen
Radikalen parallel zum Magnetfeld ausgerichtet ist. Das in
Abb. 20 gezeigte Spektrum erfiillt diese Bedingung am besten.
Die theoretischen Linienpositonen des Radikals IV sind

unter dem Spektrum angegében° Die schwhcheren Lihieﬁ auf der
Seite hohen Magnetfeldes kommen auf Grund der erwahnten
P031tlonsaufspaltung zustande. Die Hypérfein-Struktur des
Radikals wird durch ein Sextett dargestellt, bestehend aus
vier nahezu aquldlstanten Brom-Linien, von denen Jede durch
die B—Methylen~Protonen in ein Triplett aufgespalten wird.

Der kleinste Hauptwert AE’

aus diesem Spektrum annsdhernd zu

Er 3% Gaiss.

der Brom-Kopplung ergibt sich

Eine Absch&étzung der librigen Hauptwerte soll hier wegen
der zu Beginn des Abschnitts D beschriebenen Umstinde nicht
gegeben werden. Ungewohnlich an den Spektren der Gruppe B
in BUDR ist die beobachtete Positionsaufspaltung, da die
Molekiile des unbestrahlten Kristalls sich in magnetisch
équivalehten Lagen befinden (Iball, et al., 1966). Es ist
daher zu vermuten, daBl durch die Radikalbildung die Plang-
ritédt des Basenringes aufgehoben wird. Auf Grund der hohen
Kernmomente und der Spin-Bahn-Kopplungskonstanten kdnnen
geringe Verdnderungen dieser Art eine ausgeprédgte Positions-
aufspaltung bewirken. Wenn dies zutrifft, sollten aber auch
die B~Methylen-Protonen an Cg, des Radikals IV in BUDR, und,
entsprechend, in JUDR nicht Aquivalent koppeln. HierllLier
188t sich jedoch kaum etwas aussagen, da die Spektren bei-
der Komponenten flir eine genaue Analyse dieses Effektes
nicht geeignet sind. ‘
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Die Hauptwerte des g-Tensors fir das Radikal IV in BUDR,
welche in der Tabelle 4 aufgefiihrt sind, liegen ein wenig
unter den entsprechenden Werten der Komponente JUDR. Dieser
Uniterschied entspricht dem Verh&ltnis der Spin-Bahn-Kopp-
lungskonstanten von Brom und Jod.

E. Die Linien-Gruppe B in 5-Bromuracil

Im Gegensatz zur Linien~-Gruppe A, bei welcher fiir alle drei
Halo-Uracil-Derivate BU, BUDR und JUDR di¢ Bildung eines
einzigen Radikal-Typs postuliert wurde, muB fiir die Gruppe
B in BU ein von dem in BUDR und JUDR verschiedenes Radikal
angenommen werden. Die Spektren von B in dieser Komponente
besitzen vollig andere Eigenschaften als die im letzten Ab-
schnitt beschriebenen. Dies wird durch das in Abb. 21 ge-
zeigte Spekbtrum von BU dargelegt. Es wird erhalten, wenn
das Magnetfeld parallel zur b-Achse des Kristalls verlauft.
Die Gruppe B besteht hier aus vier ILinien mit gleicher In-
tensitdt, aber unterschiedlichem Abstand. Diese Hyperfein-
Struktur wird der Wechselwirkung des Radikalelektrons mi?t
einem Brom-Kern zugeschrieben. Die Linien schwicherer Inten-
sitadt, welche zusdtzlich bei niedrigem Magnetfeld erschei-
nen, gehdren moglicherweise zu dem Radikal IV. Sie sollen
aber hier nicht betrachtet werden, da ihre Amplitude fir
eindeutige Aussagen zu gering ist..

In einer anderen Orientierung des BU-Kristalls, mit dem
Magnetfeld entlang der a-Achse, wird das Spektrum der
Abb. 22 beobachtet. Die Gruppe B ist hier gekennzeichnet
durchkvier Gruppen von Linien, deren Schwerpunkt mit dem
der Gruppe A zusammenfzllt. Diese Quartett-Grundstruktur
beruht wieder auf der Kopplung des Brom-Kernes. Die beiden
8uBersten Iiniengruppen von B zeigen ein sehr gut aufge-
ldstes 1:1:1-Triplett mit einer Aufispaltung von etwa

15 Gauss, welche nur von einer Spindichte des ungepaarten
Elektrons an einem Stickstoff-Atom herrihren kann. Auf
Grund von Ubergingen zweiter Ordnung wird dieses Triplett
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in den beiden mittleren Liniengruppeh von B stark iUber-
lagert. Der Koppluhgs-Tensor einer Stickstoff-Zentral-
atomaufspaltung ist im,allgemeiﬁen axialsymmetrisch mit
Werten von (vgl. Lichter und Gordy, 1968):

Ay = 16 Gauss
ANI = 0O Gauss.

Hierbei wurde eineé Spindichte am Stickstoff von ungeféhr
0,38 angenommen, wie sie in heterozyklischen Stickstoff-
Radikalen experimentell zumeist gefunden wird. Durch Mes-
sungén der Kristalle im X-Band bei 9,% GHz in beiden obigen
Orientierungen wurde geptiift, daB die beschriebenenh Eigen-
schaften ausschlieBlich auf Grund feldunabhingiger Wechsel-
wirkungen zustande kommen. Demnach miissen die in Abb. 24
und Abb. 22 gezeigten Spektren Hauptrichbtungen des Stick-~
stoff-Kopplungstensors darstellen.

Eine genaue Analyse der ESR-Daten der Gruppe B mit Hilfe
der kristallinen Struktur der BU-Kristalle ist zur Zeit noch
nicht mdglich, da eine ROntgenfeinstruktur-Bestimmung die-~
ser Komponente bislang nicht vorliegt. Es konnen Jjedoch
schon eindeutige Schlisse bezlglich der 4Art der gebildeten
Radikale gezogen werden, welche in der Abb. 23 dargestell?t
sind. Durch Abstraktion des an den Stickstoff l\T‘1 gebunde~
nen Wasserstoffs entsteht das Radikal V. Ein Teil der
Spindichte des ungepaarten Elektrons verbleibt am Stick-
stoff-Atom. Als Folge der Delokalisierung des Spins tiiber
Resonanzstrukturen bildet sich am Kohlenstoff 05 ebenfalls
eine Spindichte aus. Hieraus resultiert die starke Kopplung
mit dem Brom-Kern in o-Position. Das an 06 gebundene Pro-
ton befindet sich bezliglich der Atome N,l und 05 in B~
Stellung. Da es in der Radikalebene liegt, kann keine Pro-

tonen-Aufspaltung beobachtet werden.

Weitere Resonanzstrukturen des Radikals V sind zwar noch
moglich, jedoch kann den Spektren kein Hinweis auf ihr
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Vorhandensein entnommen werden. Der Hauptteil der Spin~
dichte des ungepaarten Elektrons miuB daher an Nq und 65
lokalisiert sein.

3. B-2-Desoxy-D-Ribose

Die Strukturformel des Zuckers der DNS, P-2-Desoxy-D-Ribose,
ist in Abb. 24 a angegeben. Auf die Schwierigkeiten der
Kristallisation dieser Komponente wurde bereits im Ab-
schnitt IT.1 hingewiesen. Nach Furberg (1960) liegt das
Molekil im Kristall als Pyranose vor und nimmt eine, im
Vergleich zu den planaren Basen komplizierte Konformation
nach Art eines "Liegestuhls'" ein, welche ebenfalls in

Abb. 24a dargestellt ist. Die HuBlere Form der Einkristalle,
zusammen mit der Lage der benutzten ESR-Achsen wird in

Abb. 24b gezeigt.

Zur Bestrahlung der Kristalle konnten Dosen von nur hdch-
stens 0,4 Mrad angewendet werden (vgl. Abschnitt II.2).
Die erhaltenen Spektren zeigen Jedoch ein fiir die Auswer-
tung noch hinreichend gutes Signal-Rausch-Verh8ltnis. In
Abb. 25 wird ein Spektrum in einer Orientierung gezeigt,
bei welcher das Magnetfeld parallel zur ab-Ebene des
Kristalls verliuft. Es besteht im wesentlichen aus finf
aquidistanten Linien mit einer Aufspaltung von 10,5 Gauss
und einem Amplitudenverhdltnis von angendhert 1:4:6:4:1.
Die theoretischen Linienpositionen des zugehOrigen Radi-
kals sind unter dem Spektrum angegeben. Die Quintett-
Gruppe erweist sich bei der Drehung des Kristalls um die
c—Achse als nshezu isotrop hinsichtlich ihrer Aufspaltung
und ihres g-Faktors. Die Hyperfein-Kopplung variiert zwi-
schen 10 und 11 Gauss. Der g-Faktor betrégt etwa 2,0054.
In einigen Orientierungen der ab-Ebene zeigt das Quintett
eine zusatzliche Hyperfein-Struktur. Durch Aufnahme der
Spektren in kleinen Winkelschritten konnte diese als von
zwel magnetisch indquivalenten Molekiilpositionen im Kristall
herrithrend gedeutet werden (Positionsaufspaltung). Dadurch
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entstehen zwei Quintett-Gruppen mit leicht unterschied-
lichem g-Faktor. Die groBte Aufspaltung jeder der funf
Linien von etwa 4 Gauss wurde entlang den Achsen a und b
erhalten und entspricht einer Differenz der g-Faktoren
von 6,5040"40 Die Genauigkeit der Bestimmung des oben ge-
nannten Werfes fiir den g-Faktor wird dadurch nur unbedeu-
ténd}beeinfluﬁto Die Drehung der Kristalle um die beiden
anderen Achsen, a' und b'y erbrachte fiir das Quintett &hn-
liche Ergebnisse. Der g-Faktor variiertrzwischen 2,0054
und 2,0045. Allerdings konnte in beiden Ebenen keine Posi-
tionsaufspaltung der Linien beobachtet werden.

AuBer der vorherrschenden Gruppe von fiinf Linien finden
sich in den Spektren weitere Linien schwicherer Intensi-
tdt, die auf eine Anwesenheit zusBtzlicher Radikale deuten.
Wegen ihrer geringen Amplituden kann ihren jedoch keine
Radikalstruktur zugeordnet werden. Nach dem Verlauf aller
spektraier Linien in den drei c:thogonalen Ebenen scheint
der g~Faktor eines dieser Radikale leicht anisotrop zu
sein. Alle Versuche, eine der Linien-Gruppen selektiv zu
erzeugen oder zu unterdriicken, blieben wegen der sehr in-
stabilen Eigenschaften der Kristalle nach Bestrahlung zu-
meist erfolglos. Die Ergebnisse einiger weniger Ausheiz-
Experimente werden spater besprochen.

Nachdem die isotropen Eigensdhaften der dominierenden Quin-
tett-Gruppe durch die Einkristall-Untersuchungen gesichert
waren, konnten weitere Informationen iiber die Zahl und die
Reaktionen der in Desoxyribose gebildeten Radikale auch
aus Messungen an bestrahltem Pulver gewonnen werden, wel-
che im X-Band (9,3 GHz)bei Zimmertemperatur durchgefiihrt
wurden. In der Abb. 26 a und b werden die Spektren poly-
kristalliner Proben von Desoxyribose nach Bestrahlung mnit
1,2 Mrad bei 77 °K bzw. bei 300 °K gezeigt. Da die Auf-
spaltung der finf Linien in beiden Fdllen mit der ent-
sprechenden Kopplung in den Kristall-Spektren des Q-Bands
Ubereinstimmt, liegen ihr ausschlieBlich feldunabhéngige
Wechselwirkungen zugrunde.
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Dariiber hinaus bringt ein Vergleich der Spéktrén der Abb.
26a und b weitere interessante Einzelheiten zutage. Durch
die unterschiedlichen Intensitéten der Quintett-Linien,
die unter beiden Kurven angefiihrt sind, wird eine von der
ﬁeétréhluhgﬁtempératur abhﬁngige, vérschieden starke Uber-
lappung der fiinf Linién mit Linien anderer Redikale aus-
gedriickt. Die Existenz zusitzlicher Radikale wird atich
durch die mit Pfeilen markierten kleineren Satelliten-
Linien anschaulich demonstriert. Nach dem Ausheizen beider
Proben (40 min bei 60 °C) fallt die mittlere der Quintett-
Linien stérker als alle anderen Linien ab, wodurch ein
Amplitudenverhdltnis von 1:4:5:3:1 entsteht (Abb. 27).
Zudem sind die Satelliten-Linien verschwunden. Nach weil-
terem Ausheizen bei dieser Temperatur wird die Probe zu
einer zghen Flissigkeilt, und die Radikale rekombinieren.
Die Abb. 28 zelgt ein Spektrum, welches sehr kurz vor dem
Verschwinden der Radikale erhalten wird. Die drei inneren
Linien des Quintetts besitzen hier anndhernd die gleiche
Amplitude, wogegen das Verh&ltnis der Intensitdten der
duBeren Linien zur mittleren der finf Linien den theore-
tisch fir das spdter zu diskutierende Radikal geforderten
Wert von 1:6:1 annimmt. Aus diesen Untersuchungen geht
hervor, daB auBer dem Radikal der vorherrschenden Quintett-
Gruppe die Linien mindestens zweier welterer Radikale in
den Spektren von Desoxyribose vorliegen, von denen eines
hitzebestindiger als das fir das Quintett verantwortliche
Radikal ist.

Analoge Messungen an bestrahlten polykristallinen Proben
im Q-Band ergaben im allgemeinen Spektren mit denselben
Merkmalen. Jedoch zeigte sich hier die Quintett-Gruppe
starker durch die anderen Linien gestdrt. Ein derartiges
Verhalten kann leicht erkldrt werden. Das Radikal, von dem
nach den Einkristall-Untersuchungen bekannt ist, daB es
einen anisotropen g-Faktor besitzt, muB mit dem hitzere-
sistenten Radikal identisch sein. Ein anisotropes Verhal-
ten eines g-Faktors hat natiirlich im Q-Band einen erheblich




- 40 -

groBeren EinfluB auf die Spektren, éls es im X-Band der
Fall ist. Diese Zuordhung wird durch die wenigen erfolg-
reichen Ausheiz-Experimente mit Einkristallen unterstiitzt.
Weitere Aussagen iiber zusitzlich zum Radikal des Quintetts
gebildete Strukturen sind jedoch nicht mbglich.

Das fiir die Quintett-Hyperfein-S%rhktﬁr verantwortliche
Radikal-Elektron muB wegen des gemessenen g-Faktors in
einem 2p ~Orbital eines Kohlénstéffatoms 1oka11S1ert Sein.
Da die Aufspaltung der Linien isotrop ist, wird eine Wech-
selwirkung des Elektrons mit &quivalenten Protonen in B-
Stellung zum Kohlenstoff angenoinmen° Die Anzahl der Proto-
nen kann aus dem Intensita@tsverhidltnis der Linien zu vier
bestimmt werden. Demnach mufl das Radikal durch eines der
Schemata A oder B in Abb. 29 darstellbar sein. Durch den
Buchstaben R werden Gruppen ohne meBbare Hyperfein-Wech-
selwirkung angedeutet. Ein Vergleich beider Schemata mit
der Strukturformel des Zuckermolekiils (Abb. 25a) macht
deutlich, dafB zur Radikalbildung molekulare Umstrukturie-
rungen erforderlich sind. Diese sollten sich aus einer
méglichst geringen Anzahl von Reaktionsschritten zusammen-
setzen. Somit konnte das Radikal in Schema A durch eine
Abstraktion eines Wasserstoffs von 05 oder C4 bei anschlies-
sendem Austausch einer B-Hydroxyl-Gruppe mit einem Y-Wasser-
stoff gebildet werden. Solche Austauschreaktionen erschei-
nen fiir eine OH-Gruppe im Festkorper als unwahrscheinlich,
wogegen abtomarer Wasserstoff durchaus hierzu befghigt is?t
(Stirling, 1965). Damit bleibt nur das Schema B fir eine
ndhere Betrachtung librig. Es kann durch Abstraktion des an
Cq gebundenen Wasserstoffs entstehen, wobei als Folgereak-
tionen ein Bruch der 04—0—05 Sauverstoffbricke und eine
gleichzeitige Umlagerung atomaren Wasserstoffs von C, nach
05 angenommen -werden muBl. Das so gebildete Radikal wird

in Abb. 29b gezeigt. Es entsteht auch dann, wenn der Was-
serstoff primd8r von einem anderen Atom als 04 abstrahiert
wird. In diesem Falle sind Jjedoch weitere Verschiebungen von
Wasserstoff entlang der Kohlenstoff-Kette notig.
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Anhand der isotropen Aufspaltung durch die B-Methyl-Gruppe
an 05 dieses Radikals kann die Spindichte des ungepaarten
Elektrons Po an C4 berechnet werden, wobel die Gl. 2 wvon
Abschnitt III.3 unter Vernachlédssigung der Konsbtanten Bo
benutzt wird (Heller und Mc Connell, “1960). Bei Zimmertem-
peratur rotieren die lMethyl-Protonen um die C-C-Bindungs-
achse, so daB 0082§ einén Mittelwert von 0,5 annimmt. Da-
mit ergibt sich bel einer isotroven Aufspaltung von 10,5
Gauss fir dlie Spindichte:
oo = C,42

Mit diesem Wert kann der unbekannte Diéder-Winkel des B-
Protons an 05 zu & = 450 ermittelt werden.

Die @-Hydroxyl-Gruppe an C, ergibt bei diesem Radikal, im
Gegensatz zu den C-OH-Fragmenten der Xomponenten BU und

BUDR (vgl. IV.2.B) keine meBbare Aufspaltung. Dies erklart
sich einerseits daraus, dal3 hier das OH-Proton nach Iur-
berg (1960) an Wasserstoffbricken-Bindungen zu Nachbarmo-
lekiilen im Kristall beteiligt ist, wodurch der Abstand r
zwischen C4 und dem OH—Proton stark heraufgesetzt wird.
Damit verringert sich die anisotrope Wechselwirkung merklich,
da sie proportional zu r—5 ist. Die isotrope Hydroxyl-Pro-
tonen-Kopplung nimmt in jedem Falle nur kleine Werte an
(vgl. Tabelle 3). Da ihre GroBe. vom Diéder-Winkel abhingt,
ist es leicht versténdlich, daBl sie nicht beobachtet wird,
da auf Grund der nicht-planaren Struktur des Zucker-Molekiils
ein entsprechender Winkel durchaus den Bindungsverhidltnissen
entspricht.

Da die spektralen Parameter des Quintetts isotrop, d.h.

ohne Vorzugsrichtung sind, kann die kristalline Struktur der
Desoxyribose nicht zur Stlitzung des angenommenen Radikals
herangezogen werden. Jedoch mag hierfiir eine Reihe von Be-
funden aus der Radiolyse von Kohlehydraten im festen Zustand
dienen. Die Abstraktion atomaren Wasserstoffs wird ganz
allgemein bel der Bestrahlung gesattigter organischer Sub-
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stanzen beobachtet. Auch fiir Desoxyribose hat Jacobs (1962)
diesen ProzeB als wesentliches Ereignis der Strahlenwirkung
gefolgert, so daBl dieser Schritt der Radikalbildung als
gesichert anzusehen ist. Der als Folgereaktion angenommene
Bruch der Sauverstoffbriicke unter Bildung einer C=0-Doppel-
bindung konnte durch Infrarot-Spektroskopie nachgewiesen
werden. Die bestrahlten Proben ergaben gegeniiber den Kon-
trollen eine starke Bande bei etwa 1730 en” (Muhr, 1968),
welche ohne Zweifel von C = O-Streckschwingungen herrihrt.

Einige neuere Ergebnisse von ESR-Untersuchungen an bestrahl-
ten Einkristallen von 3'-Cytidin-Phosphat (Snipes und Benson,
1968) und Cytidin (Gordy, im Druck) sind ebenfalls geeignet,
den vorgeschlagenen Mechanismus der Radikalbildung in Des-
oxyribose zu unterstiitzen. In beiden Komponenten werden
Radikale an der Ribose-Gruppe beobachtet. Das in Cytidin
wird durch Abstraktion atomaren Wasserstoffs vom Kohlen-
stoff Cq des Zuckers gebildet und ist an dieser Stelle sta-
bilisiert. Das in 3'-Cytidin-~Phosphat identifizierte Radi-
kal entsteht auch durch diesen Prozess, ist aber weiteren
Reaktionen unterworfen. Der gesamte Mechanismus der Bildung
des Radikals in dieser Komponente besitzt eine starke Ahn-
lichkeit mit dem von uns flir das Desoxyribose-Radikal vor-
geschlagenen Modell. Allerdings fehlt hier der Wasserstoff-
‘Transfer, was jedoch auf die unterschiedliche chemische .
Konfiguration von Ribose und Desoxyribose zuriickzufiihren
"ist. Letztere Substanz besitzt eine groBe Wahrscheinlich-
keit fir einen Protonen-Transfer. Dies geht schon aus der
Tatsache hervor, daB freie Desoxyribose in wassrigen Losun-
gen als Furanose, im Kristall aber als Pyranose vorliegt.
Auf Grund der in den beiden Absitzen angefiihrten Griinde
darf das in Desoxyribose vorherrschend gebildete Radikal
sowie der Mechanismus, der zu seiner Bildung fihrt, als
gesichert angesehen werden.
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4, Zusammenfassernde Diskussion

Anhand der in den unterslichten Finkristallen identifizierten
Radlkalstruktureﬂ soll vérsucht werden, elnlge Mechanismen
der Strahlenwzrkung suf NUKlelnsauren zu dlskutleren, wobei
natlirlich eine Ubertraguﬁg der ErgebnlsSe auf die Bedingungen
"in vivo" nur mit Vorbehalten erfolgen kann, It Zussmmens
Harig mit den Befunden blologlscher Untersuchungen erscheint
aber eine Entwicklung von Modellen der Wirkungsmechanlsmen
der Strahlung in biologischen Objekten und eine daraus re-

- sultierende Abschitzung der Bedeutung bestimmbter Radikal-
strukturen fiir den biologischen Strahlenschaden durchaus
géi"echtfertigto

Das Triplett-Radikal der Adenin-Derivate (vgl. Abb. 6)
gehort in die Gruppe von Basen-Radikalen Zhnlicher Art,
wie sie nach Bestrahlung von Nukleinsdure-Komponenten
hiufig erhalten werden. Sie entstehen durch Anlagerung
von durch Strahlung freigesetztem atomaren Wasserstoff an
eine Doppelbindung der ungesittigten Basen. In Purin-Deri-
vaten wird zumeist die N7 = Cg Doppelbindung (Dertinger,
196%7a, Alexander und Gordy, 1968), in Pyrimidinen die

05 = Cg Doppelbindung (Pruden, Snipes und Gordy, 1965;
Cook, Elliott und Wyard, 1967; Dertinger, 1967c) angegriffen.
Dieser Radikal-Typ kann auch erzeugt werden, indem man die
Komponenten atomarem, thermischem Wasserstoff aus einer
Gasentladung exponiert (Herak und Gordy, 1965; Holmes,
Ingalls und Myers, 1967; Heller und Cole, 1965). Strahlen-
biologisch gesehen stellen diese Radikale eine vergleichs-
weilse stabile Basenveranderung dar, durch welche bei den
Replikationsvorgangen eventuell Mutationen bewirkt werden
kdnnten.

Beli den untersuchten Adenin-Derivaten ist ein Vergleich

der relativen Ausbeuten des Tripletts in den Spektren von
Adenin-HC1 und Adenosin-5'-Phosphat interessant. Auf Grund
des starken Anwachsens des Tripletts beim Ubergang von der




Base zum Nukleotid kann geschlossen werden, daf diésem
Radikal in Nukleins#ufeén durchaus eine Bé&eutﬁng zukommt .
Im Einklang hiermit wirdé dés Purin-Triplett auch in be-
strahlter DNS schon beobachtet (Dorlet van de Vorst und
Bertlnchamps, 4962) Ferner wird durch den groBen Anteil

- des Tripletts an den Nukleotldu pektren 1nd1rekt die Hypo-
these gestiitzt, daB der zu den Wasserstoffanlagerungsradl—
kalen der Basen benotlgte atomare Wasserstoff alis der Strah-
lenw1rkung auf die Zuckergruppe resultiert. Hlerauf wird
bei der Bésprechung der Ergebnisse der Einkristalle von
Desoxyribose noch genauer eingegangen.

Die mdgliche Bedeutung der breiten Singulett-Spektren der
Adenin-Derivate, welche vielleicht einem Anion-Radikal
der Base zugeschrieben werden kdnnen, 1a48t sich vorerst
schwer abschatzen. Solche Radikale durften in Nuklein=-
sfuren nicht stabil sein, und ihre Umlagerungsprodukte
sind unbekannt: Neuere Untersuchungen an Pyrimidin—Basen
ergaben, dafB in der Komponente Thymin aus einem Anion bei
Anwesenheit von Wasserstoff das Anlagerungsradikal an der
5,6-Doppelbindung entsteht (Holroyd und Glass, 1968). Es
ist daher moglich, auch Anionen der Purine als Vorstufe
des Triplett-Radikals anzusehen. Eindeutige Aussagen kon-
nen jedoch hierzu augenblicklich nicht gemacht werden.

Von Interesse sind die Ergebnisse der Untersuchungen an
5-Halo-Uracil-Derivaten, da von ihnen ein Beitrag zur
Klirung des Mechanismus des in der Einleitung kurz erdr-
terten BU-Effektes erwartet werden darf. Auf Grund biolo-
gischer Experimente ist bekannt, dal der Einbau von 5~
Bromuracil oder 5-Joduracil in die DNS von Bakterien und
Bakteriophagen zu einer Erhohung der Strahlenempfindlich-
keit dieser Objekte fiihrt (Kaplan et al., 1962; Hotz und
Zimmer, 1963). Aus der Fiille biologischer Befunde erscheint
die Tatsache, dass der Effekt an E.co0li-T-Phagen nach Be-
strahlung mit UV-Licht und ionisierender Strahlung, nicht
aber bei der Behandlung mit thermischen Wasserstoffatomen
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beobachtet wird, Anshtze fiir eine Klérung des physiko-
chemischen Mechanismus der Sensibilisierung zu bieten.

Da die Inaktivierungsgeschwindigkeiten verschiedener nicht
substituierter biologischer Systeme bei Einwirkung von
atomarem Wasserstoff unter verschiedenen Bedingungen die
gleichen Verh&ltnisse bilden wie bei ionisierender Be-
strahlung (Jung, Kﬁrzinger,'4968), darf angenommen werden,
daB fiir den BU-Effekt ein Reaktionsschema verantwortlich
ist, zu dessen Ausbildung thermischer Wasserstoff nicht
befdhigt ist.

Unter der Annahme einer engen Verkniipfung strahlenindu-
zierter freier Radikale mit biologischen Inaktivierungs-
mechanismen muB, im Hinblick auf die Sensibilisierung,

ein Vergleich der Radikalbildung in Thymin einerseits und
in den 5~Halo-Uracil-Derivaten auf der anderen Seite er-
folgen. Dabei f&llt auf, daB ein C-OH-Radikalfragment

(vgl. Abb. 16), wie es die substituierten Uracil-Komponen-
ten aufweisen, in Thymin nicht becobachtet wird. Hingegen
ist sonst der Prozess der Radikalbildung in beiden Kompo-
nenten generell identisch. In diesem Zusammenhang sel er-
wahnt, daB in 5-Bromuracil nicht nur nach ionisierender
Bestrahlung, sondern auch nach der Einwirkung von UV-Licht,
das C-OH-Radikal gebildet wird, wie im Rahmen dieser Arbeit
an Hand von Pulverspektren geprift wurde. Andererseits ist
bekannt, daB bei der Exposition von 5-Halo-Uracil-Basen mit
atomarem Wasserstoff kein C-OH~-Radikal gebildet wird, wohl
aber die Wasserstoff-Anlagerungsradikale der 5,6-Doppel-
bindung, welche auch im Thymin unter diesen Bedingungen
beobachtet werden (Herak und Gordy, 1966; Holmes, 1966).
Demnach kann eine enge Verbindung des Radikal-Typs C-OH der
5-Halo-Uracil-Derivate mit der'biologischen Sensibilisie-
rung angenommen werden. Diese Hypothese stimmt auch mit

dem Anwachsen der Strahlenempfindlichkeit von DNS mit er-
hohtem Gehalt an Guanin-Cytosin Basenpaaren iberein

(Kaplan und Zavarine, 1962), da in Cytosin ebenfalls

ein C-OH-Radikal beobachtet wird (Dertinger, 1967b).
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Damit stellt sich die Frage, in welcher Weise die biolo-
gischen Objekte durch ein Radikal des Typs C-OH strahlen-
empfindlicher werden. Dies kann damit zusammenhingen, daB
die hormalerweise von der C=0 Bindung ausgehenden Wasser-
stoff-Briicken in der DNS durch die Ausbildung des Radikals
zerstért werden. Es tritt dann eine lokale Trennung der
DNS-Strénge auf. Da andererseits bekannt ist (Kaplan, 1966),
daB durch den Einbau von BU die Strangbruchrate bestrahlter
DNS erhdht wird, kann man annehmen, daB durch die Bildung
des C-OH Radikals, iiber eine lokale Denaturierung der DNS,
das Bindungssystem der Polynukleotidkette labilisiert wird,
so daB es haufiger zum Bruch der Kette kommt.

Obwohl die C~OH Gruppe vom Typus eines Wasserstoffanlage-
rungsradikals ist, sind thermische Wasserstoffatome zu
ihrer Bildung nicht befshigt. Dies fiihrt zu der Annahme,
daB das Molekiil sich vor der Anlagerung in einem Zustand
befindet, welcher nur nach Einwirkung von UV-Licht und
ionisierender Strahlung gebildet werden kann. In diesem
Zusammenhang erscheint es bedeutsam, daB alle Pyrimidin-
Abkommlinge, in denen bislang ein C-OH Radikal beobachtet
wurde, verglichen mit Thymin, auf Grund des unterschied-
lichen Substituenten an der Position 05 des Basen-Ringes,
elektronegative Eigenschaften besitzen. Dadurch wird der
SchluB nahegelegt, daB ein Pyrimidin-Anion als Vorstufe
des C-OH-Radikals anzusehen ist, da mit wachsender Elektro-
negativitdt des substituierten Pyrimidins die Wahrschein-
lichkeit der Bildung eines C-OH Radikals zunimmt.

Diese Hypothese ist im Einklang mit Jlingsten Ergebnissen
Uiber die Reaktion der Pyrimidine mit Elektronen und Proto-
nen (Holroyd und Glass, 1968). Diese Autoren berichten,

daB bei Zufuhr von Protonen zum Anion des Thymin das Was-
serstoffanlagerungsradikal an der 5,6 Doppelbindung ent-
steht, wie es auch nach Exposition mit atomarem Wasserstoff
und bei Einwirkung ionisierender Strahlung in dieser Kom-
ponente gebildet wird. Hingegen muBl auf Grund ihrer Spektren
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angenommen werden, daR in den elektronegafi§éféﬁ SﬁBstén—
zen Ura01l und Cyt031n aus dem Anlon unter dlesen Bedln-
gungen ein C=OH Radikal resultlert Damit erschelnt ge—
81chert daB die Wahrschelnlichkéit der Blldung eihes C=OH
Radikals nach vorangegangéner Ionlslerung mit der Elektro-
regativitdt der Pyrimidine zunimmb.

Es verbleibt die Frage'nach der Herkunft des zur Ausbil-
dung eines C-0OH Radikalfragments bendtigten Wasserstoffs.
Dertinger (1967c) nahm auf Grund von Deuterierungsver-
suchen an, daBl in der Base Cytosin ein groBler Teil des
Wasserstoffs aus der Zerstdrung des Wasserstoff-Briicken-
systems herriihrt. Ahnlich sind auch die Befunde von Snipes
und Benson (4968) zu interpretieren. Andererseits weisen die
vorgelegten Untersuchungen deuterierter Einkristalle von
5-Bromdesoxyuridin und 5-Joddesoxyuridin darauf hin, daB

bel Nukleosiden der Wasserstoff von nicht durch Deuterium
austauschbaren Positionen stammt. Damit kommt neben dem
Wasserstoff-Briickensystem in Nukleins8uren vor allem noch die
Zuckergruppe als Ursprungsort in Betracht.

Diese Annahme stimmt mit den bisherigen, zumeist indirek-
ten Befunden iber die Strahlenwirkung auf die Pentose-
Gruppe der DNS iiberein, auf die im folgenden im Zusammen-
hang mit den an bestrahlten Einkristallen von Desoxyribose
gewonnenen Ergebnissen eingegangen werden soll. Die Unter-
suchungen iber die Wirkung von Strahlung auf Nukleinsiuren
ergaben, dafB dem strahleninduzierten atomaren Wasserstoff
eine erhebliche Bedeutung bei der Inaktivierung zukommt. -
Dies konnte etwa aus der Tatsache geschlossen werden, daB
es sich bei nahezu allen bislang identifizierten Radikalen
in Nukleinsdure-Komponenten um Wasserstoffanlagerungsradi-
kale der Basen handelt. Ferner wﬁrde durch ESR-Messungen
Vei tiefen Temperaturen nachgewiesen, daBl atomarer Wasser-
stoff in bestrahlten Bakteriophagen und deren DNS mit gros-~
ser Ausbeute entsteht (Miller und Dertinger, 1968). Dariiber
hinaus trugen die bei Experimenten iber die Temperaturab-
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hiangigkeit der Inakt1v1erung blologlscher Systeme erhal—
tenen Akt1v1erungsenerg1en ebenfalls zZur Hypothese bel,
daB atomarer Wasserstoff als strahlenerzeugtes dlffu81bles
Radikal fiir einen groBen Tell der indirekten Schiden ver-
antwortlich ist (Hermann, 4966) In letzter Zeit gelang
auch der dlrekte Nachweis der Fahlgkelt thermischen Was-
serstoffs zur Inaktivierung trockener biologischér Objek-
te, wobei, in Analogie zur iénisierenden Bestrahlung &in
exponentieller Verlauf der Uberlebenskurven erhalten wird
(Jung und Kiirzinger, 1968). AuBerdem ergeben sich bei der
Temperaturabhingigkeit der Inaktivierung'nach Exposition
der Objekte mit atomarem Wasserstoff zwischen 100° und

300 °K die gleichen Aktivierungsenergien, wie bei ioni-

- sierender Strahlung (Kirzinger, 1969). Aus einer Reihe von
Befunden konnte gefolgert werden, daB der durch Bestrah-
lung von Nukleins8uren freigesetzte Wasserstoff als Folge
der Strahlenwirkung auf die Zucker-Gruppe entsteht. Quan~
titative ESR-Untersuchungen ergaben, daB die Radikalaus-
beuten trockener Nukleinsiure-Bestandteile in der Reihen-
folge Base, Nukleosid, Nukleotid und Pentose ansteigen.

Da sich andererseits die in Nukleosiden und Nukleotiden
beobachteten Radikale, wie bereits erdrtert, als Wasser-
stoffanlagerungsradikale der Basen erwiesen, wurde auf
einen Transfer von radiolytisch erzeugtem Wasserstoff vom
Zucker zur Base geschlossen. Diese Annahme konnte durch
ESR-Spektren bestrahlter molekularer Mischungen von Thymin
und Desoxyribose gestliitzt werden (Miller, 1968).

Die vorgelegten Untersuchungen iiber die Radikalbildung

in Desoxyribose kdnnen als direkter Bewels flr die Hypo-
these angesehen werden, daB der nach Bestrahlung von DNS
freigesetzte atomare Wasserstoff von der Zucker-Gruppe
herriihrt, da hier zum ersten Male ein Baustein der DNS
vorliegt, dessen Radikal durch Abstraktion von Wasserstoff
entsteht (Abb. 29b). Es ist daher wahrscheinlich, daB es
dieser Wasserstoff ist, welcher zu den béobachteten Anlg-
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gerungsradikalen der Basen fihrt und der einen erheblichen
Anteil an der Inaktivierung der DNS durch Strahlung be-
sitzt. ‘ '

Aussagen iber die zu einem Strangbruch der DNS fiihrenden
Mechanismen lassen sich aus dem in Desoxyribose vorherr-
schend gebildeten Radikal (Abb. 29b) nicht direkt ableiten.
Es erscheint jedoch plausibel anzunehmen, daB es eine Vor-
stufe eines vélligen Bruchs des Pentose-Rings darstellt,
wie er etwa nach Auflbsen des bestrahlten Zuckers in Was-
- ser auftritt. So hat Jacobs (1962) gefunden, daR nach
Zugabe von Wasser zu bestrahlten trockenen Zuckern eine
Produktion flichtiger Pragmente erfolgte. Wie er der Ver-
dnderung der Infrarot-Spektren entnehmen konnte, wurden
diese Fragmente nicht einfach aus dem Gitter durch den
Losungsprozel freigesetzt. Vielmehr erfolgten durch die
Zugabe des Wassers chemische Reaktionen, die zu der Bil-
dung der Produkte fiihrte. Es darf daher angenommen werden,
daB auf Grund der Reaktionen des im Zucker vorherrschend
gebildeten Radikals dieses sich in Nukleinsduren bei An-
wendung der biologischen Testmethoden als Strangbruch
manifestiert. Hierzu sind Jedoch noch eingehende Unter-
suchungen erforderlich. Als aussichtsreiche ESR-Experi-
mente sollten vor allem Einkristalluntersuchungen dieser
Komponente bel tiefen Temperaburen genannt werden.

V. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden mit Hilfe der Elektronen-
spin-Resonanz-Spektroskopie die durch Strahlung erzeugten
freien Radikale in Einkristallen der Nukleinsdure-Kompo-
nenten Adenin-HCl, Adenosin-5'~Phosphat, 5-Bromuracil,
S5-Bromdesoxyuridin, 5-Joddesoxyuridin und B-2-Desoxy-D-
Ribose untersucht. Aus diesen Komponenten wurden Einkristal-
le gezlchtet und bei 35 GHz nach Bestrahlung ausgemessen.
Die Parameter des Spin Hamilton Operators der jeweiligen
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Radikale wurde mit Hilfe eines Rechenprogrammes aus dem
orientierungsabhingigen Verlauf der ESR-Spektren der
Kristalle gewonnen. Damit konnte, im Zusammenhang mit
kristallographischen Befunden, eine Zuordnung der Spektren ’
zu definierten Radikalstrukturen in den Komponenten vor-
genommen werden. Ferner wurden erstmals Einfliisse der
Quadrupol-Wechselwirkungen von Brom und Jod auf die ESR-
Spektren organischer Radikale untersucht und diskutiert.

Die erhaltenen Ergebnisse ermdglichten eine eingehende
Diskussion der Mechanismen der Strahlenwirkung auf Nuklein-
sguren.
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Tabelle 1:

Zusammenstellung der untersuchten Einkristalle und ihrer Eigenschaften

Molekiile pro

Dimension der

Substanz Lésungsmittel Raumgruppe Elementarzelle Elementarzelle Literatur
Adens (P2/c (a = 8,41 %
denin-HC1 H,_0 (4) b = 4,80 Broomhead, 1948
2 monoklin) 9
c = 20,0 &)
: = 12,77 &
Adenosin- (P2 (a C Kraut und Jensen,
51_Phosphat H,O (+HO1) monoklin) (2) b o= 11,82 R 1960
¢c = 4,88 )
a = T,1 £
.. b c2/m -
5-Bromuracil H20 monoklin 4 b o= 14,1 % -
C = 1,4
7 a = 9,1 £ Iball, Morgan
5‘“”"’33?2?%“ H,0 / D0 Pionoklin 2 b= 5,128 | und Wilson,
c =12,0 & 1966
‘S-Joddesoxy- Camerman und
o H,0 D0 P1
uridin 2 / 2 triklin 1 a = 5 £ Trotter, 1965
B-2-Desoxy-D- P2,2,2 a = 11,36 R
Ribose" Aceton orthorhombisch 4 b = 10,62 % Furberg, 1960
¢ = 4,83

a+ Daten nach Schneider (1967)

b: Daten nach Weitz (1968)




Tabelle 2: Hauptwerte des g-Tensors und der Hyperfein-Aufspaltung (in Gauss) des Dubletts

in JUDR.
Isotrope Richtungskosinus

Hauptwerte Komponente b o .
(=) 25.48 0.88 0.41 -0.26

H(o) () 12.82 (=) 17.49 -0.42 0.91 0
(-) 14.16 0.23 0.12 0.96

2.00604 0.93 0.29 0.21
g 2.00405 -0036 0075 "'0056
2.00067 ' =0 0.60 0.80




Tabelle 3: Hauptwerte des g-Tensors und der Hyperfein-Aufspaltung (in Gauss) fiir das
Dublett in BUDR.

Isotrope Richtungskosinus
Hauptwerte

Komponente o b at

H(OH) 0.91 4.97 0.99 0.02 -0.12
8.53 0011 “0.54 O¢83

2.,00382 0.08 0.99 0.09

g 2-00761 0077 ‘0012 Oo62
2.00417 -0.62 -0.02 0.78




Tabelle 4: Hauptwerte des g-Tensors des Radikals (IV) in JUDR und BUDR.
Hauptwerte Richtungskosinus

b! c! a'
1.99847 0.93 0.14 0.32
g (JUDR) 2.03872 -0.04 0.94 -0.32
2.08482 -0.35 0.29 0.88

c b a!l

g (BUDR) 2.01072 0.01 0.05 0.99
2.02292 0.99 0.06 o O




VII. Abbildungen




Abb. 1: Schematischer molekularer Aufbau einer doppel-
strangigen DNS
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Abb. 2: a) Strukturformel von Adenin-HC1
b) AuBere Form der Kristalle von Adenin-HC1
und Lage des ESR-Achsensystems X, y, %






Abb. 3%:

ESR-Spektren der Einkristalle von Adenin-HCl

in Orientierungen, in denen die drei spektralen
Komponenten erkennbar sind (von links):

a) Breites Singulett

b) Uberlagertes scharfes Singulett

c¢) Uberlagertes Triplett







Abb. 4: Strukturformel von Adenin-5'-Phosphat
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Abb. 5: ESR-Spektrum der Einkristalle von Adenosin-5'-
Phosphat
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Abb. 6

Strukbturformeln der mdglichen Radikale des
Triplett-Spektrums der Adenin-Derivate:

a) Wasserstoffanlagerung an Cg

b) Wasserstoffanlagerung an C,







Abb., 7: Strukturformeln der 5-Halouracil-Derivate BU,
BUDR und JUDR
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Abb. 8: AuBere Form der Einkristalle von BUDR (oben links),
JUDR (oben rechts) und BU (unten) und Lage der
kristallographischen Achsen a, b, ¢ und der ESR-
Achsen







Abb. 9: ESR-Spektrum der Einkristalle von JUDR nach
Bestrahlung mit 5 Mrad, Magnetfeld parallel
zur C-d Bindung des Molekiils. Linien-Gruppen

A (rechts) und B (links) erscheinen deutlich
getrennt
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Abb. 10: Dublett-Spektren der Gruppe A in Einkristallen
(von links) von JUDR, BUDR und BU in Orientie-
rungen mit maximaler Hyperfein-Aufspaltung







Abb. 11:

Verlauf des g-Faktors und der Aufspaltung
(in Gauss) des Dubletts in JUDR in drei ortho-
gonalen Ebenen der Kristalle
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Abb., 12: ESR-Spektrum deuterierter Einkristalle von
JUDR in Orientierung mit groBter Dublett-
Aufspaltung
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Abb. 13: Verlauf des g-Faktors und der Aufspaltung
(in Gauss) des Dubletts in BUDR in drei orthogo-
nalen Ebenen der Kristalle
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Abb. 14: ESR-Spektrum deuterierter Einkristalle von
BUDR in Orientierung mit groBter Dublett-
Aufspaltung
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Abb. 15: Strukturformeln der mdglichen C-OH Radikale
in BU und BUDR
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Abb. 16:

Strukturformeln der Radikale I und III der
Liniengruppe A und Veranschaulichung des vom
Substituenten, Br oder J, abhingigen Gleich-
gewichtes zwischen dem in BU und BUDR bzw.
in JUDR gebildeten Radikal







Abb. 17:

Verlauf aller spektraler Linien ées Einkristalls
von JUDR nach Bestrahlung mit 5 Mrad in der
a'b'-Ebene des Kristalls. Punkbte der ILinien-
gruppe B sind, soweit moglich, durch ausgezo-~
gene oder gestrichelte Linien verbunden
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Abb. 18: Strukturformel des Radikals IV der Linien-
gruppe B BUDR und JUDR







Abb. 19: Verlauf des g-Faktors der Liniengruppe B in
drei orthogonalen Ebenen der JUDR-Kristalle
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Abb. 20:

ESR~Spektrum der Einkristalle von BUDR. Magnet-
feld nahezu parallel zur C-Br Bindung eines
Molekiils. Liniengruppe B in dieser Orientie-
rung ist unter dem Spektrum angegeben. Linien
am rechten Ende des Spektrums beruhen auf
Positionsaufspaltung der Gruppe B







Abb. 21:

ESR~Spektrum der Einkristalle von BU. Magnet-

feld parallel zur b-Achse, Liniengruppen A und
B in dieser Orientierung sind unter dem Spek-

trum aufgefiihrt







Abb. 22:

ESR-Spektrum der Einkristalle von BU. Magnet-
feld parallel zur a-Achse. Liniengruppe B be-
steht aus vier Gruppen von Linien, wobel die
beiden 8uBeren in ein Triplett aufgespalten
sind




—

SSNe9 0y

T




Abb. 23: Strukturformeln und Resonanzstruktur-Gleich-
gewicht des Radikals V der Liniengruppe B in
Einkristallen von BU







Abb. 24: a) Strukturformel von B-2-Desoxy-D-Ribose
(Pyranose Form) und molekulare Struktur
im Einkristall nach Furberg (1960)

b) ZuBere Form der Einkristalle von Desoxy-
ribose mit der Lage der kristallogra-
phischen und der ESR-Achsen a',b',c







Abb, 25:

ESR-Spektrum der Einkristalle von Desoxyribose
bei 35 GHz. Magnetfeld parallel zur ab-Ebene.
Position und Amplitude der finf Haupt-Linien
sind unter dem Spektrum angegeben. Dosis be-
tragt 0,4 Mrad
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Abb,’26:

ESR~Spektrum von polykristalliner Desoxyribose
bei 9,3 GHz nach Bestrahlung mit 1,2 Mrad bei
2) 77 °K und b) 300 °K. Messungen bei 300 °K.
Unter dem Spektrum sind die Intensitdten der
finf Hauptlinien angegeben. Satelliten-Linien
sind durch Pfeile markiert.
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Abb. 27:

ESR-Spektrum der Proben von Abb. 26a oder b nach

Hitze-Behandlung (40 min bei 60 °C). Intensitéten
der Hauptlinien sind unter dem Spektrum angegeben.
MeBtemperatur %00 °K. Mikrowellenfrequenz 9,3 GHz
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Abb., 28: ESR-Spektrum der Proben von Abb. 26a oder b
‘ nach weiterem Ausheizen bei 60 °C. MeBtempera-
tur 300 °K. Mikrowellenfrequenz 9,3 GHz







Abb. 29: a) Mdgliche Schemata des Radikals der finf
Hauptlinien in Desoxyribose

b) Strukturformel des Radikals des Guintett-
Spektrums in Desoxyribose









