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Strahlenchemische Veränderungen von Thymin und Cytosin in der DNS 
durch UV-Licht*

V on H a n s w e r n e r  D e l l w e g  und A d o l f  W a c k e r

Aus dem Institut für Therapeutische Biochemie der Universität Frankfurt (Main)
(Z. Naturforsdig. 17 b, 827— 834 [1962]; eingegangen am 10. August 1962)

Die Einwirkung von UV-Strahlen (254 m/u) auf Bakterien und auf DNS führt zur Bildung einer 
Reihe von Photoprodukten. Thymin bildet ein Thymin-Dimeres und mindestens zwei weitere Photo­
produkte. Aus Cytosin entstehen Uracil und ebenfalls mindestens zwei weitere Photoprodukte. Das 
Thymin-Dimere läßt sich durch Bestrahlung mit UV-Licht in wäßriger Lösung zu 87% wieder in 
Thymin zurückverwandeln. Bei den übrigen Photoprodukten gelingt diese Reaktion nicht.

Die durch UV-Strahlen verursachten biologischen Schäden in der Bakterienzelle dürften weit­
gehend auf die Bildung von dimerem Thymin zurückzuführen sein. Demgegenüber sind die übrigen
Photoprodukte, die erst bei höherer UV-Dosis 
Bedeutung.

Die von der Strahlendosis abhängige Bildung 
wurde quantitativ untersucht.

Eine Denaturierung der nativen DNS durch 
Apurinsäure hat zur Folge, daß die Bildung des 
Photoprodukte besonders stark begünstigt wird.

Kürzlich konnten w ir zeigen, daß bei UV-Bestrah- 
lung von Bakterien-DN S T hym in photochem isch ver­
ändert w ird. Durch H ydrolyse m it Säure ließ sich 
sow ohl aus Bakterien als auch aus reiner Bakterien- 
D N S nach U V-Bestrahlung ein  aus T hym in entstan­
denes Photoprodukt nachweisen 1. Nach seinem  pa­
pierchrom atographischen Verhalten ist dieses Thy- 
m in-Photoprodukt identisch m it dem von B e u k e r s  

und B e r e n d s  durch U V-Bestrahlung einer ein gefro ­
renen Lösung von T hym in isolierten Thym in-Dim e- 
r e n 2> 4’ 5> 6. Auch in D N S und A P S konnten B e u ­

k e r s  und B e r e n d s  eine photochem ische R eaktion  
von Thym in nachweisen 3.

D ie M enge dieses Thym in-Photoproduktes in  der 
D N S, die von der eingestrahlten D osis UV-Licht ab­
hängt, steigt b is zu einer Bestrahlungsstärke von  
1 0 5 erg/m m 2 rasch an und nähert sich oberhalb von  
etwa 5 ‘ IO5 erg/m m 2 langsam  einem  E n d w ert1. D ie ­
ser M axim alwert beträgt bei E nterococcus  Stei etwa 
16% des Thym in-Gehaltes in der D N S. Für ver­
schiedene Mutanten von E. coli (untersucht wurden

* 13. M itteilung der Reihe „Strahlenchemische Veränderung 
der Nucleinsäuren“ . 12. M itt.: A. W a c k e r , D. J a c h e r t s  u . 
B. J a c h t e r s , Angew. Chem. 74, 653 [1962]. 
A b k ü r z u n g e n  : DNS =  Desoxyribonucleinsäure, 
APS =  Apurinsäure, RNS =  Ribonucleinsäure, EDTA =  
Äthylendiamin-Tetraacetat, UV-LICHT =  In diesem Zu­
sammenhang Licht eines Quecksilber-Niederdruckbrenners 
mit der Hauptemission bei 254 m ^.

1 A. W a c k e r , H. D e l l w e g  u . D .  W e in b l u m , Naturwissen­
schaften 47,447 [I960].

auftreten, nur von untergeordneter biologischer

der Thymin-Photoprodukte in Zellen von E. coli

Erhitzen oder durch Abspalten der Purine zur 
Thymin-Dimeren und eines der übrigen Thymin-

die Mutanten E. coli B, Br , 15  T _ , 6 3  — 8 6 , 1 1 3  — 3  
und 9 6 3 7 ) ,  deren D N S w eniger Thym in enthält, 
liegt dieser Wert bei 9 ,5  — 10  Prozent.

D as nach B e u k e r s  und B e r e n d s  durch Bestrah­
lung von Thym in in Eis erhaltene T hym in-Dim ere 
läßt sich durch erneute UV-Bestrahlung in w äßriger  
Lösung zu etwa 90%  wieder in die m onom ere V er­
bindung aufspalten 3. A uffallenderw eise gelang uns 
die Rückverwandlung des aus der D N S  isolierten  
Thym in-Photoproduktes nur zu etwa 4 0  — 5 0  P ro­
zent *. D ieses unterschiedliche Verhalten der Thy- 
m in-Photoprodukte aus verschiedenen Quellen bei 
der Photoreaktivierung legte die V erm utung nahe, 
daß Thym in bei UV-Bestrahlung von D N S außer 
dem D im eren noch weitere Verbindungen bildet, die 
photochemisch irreversibel sind. Papierchrom atogra­
phisch lassen sich diese verschiedenen Thym inver- 
bindungen nur sehr schwierig trennen. M it H ilfe  
von Ionenaustauschern gelang uns jedoch d ie Frak­
tionierung dieser Verbindungen, worüber nachfol­
gend u. a. berichtet wird.

2 R. B e u k e r s , J. Y l s t r a  u . W .  B e r e n d s , Rec. Trav. chim. 
Pay-Bas 77, 729 [1958].

3 R. B e u k e r s , J. Y l s t r a  u . W .  B e r e n d s , Rec. Trac. chim. 
Pay-Bas 79, 101 [I960].

4 R. B e u k e r s  u . W .  B e r e n d s , Biochim. biophysica Acta 
[Amsterdam] 41, 550 [I960].

5 R. B e u k e r s  u . W .  B e r e n d s , Biochim. biophysica Acta 
[Amsterdam] 49, 181 [1961].

6 D. L. W u l f f  u . G. F r a e n k e l , Biochim. biophysica Acta 
[Amsterdam] 51, 332 [1961].

* Unveröffentlichte Ergebnisse.
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Methoden

G e w i n n u n g  d e r  B a k t e r i e n :  Zum Nach­
weis der Thymin-Photoprodukte in bestrahlten Bakte­
rien wurde E . co li 15 T -  in Citratmedium7 in An­
wesenheit von 2 //g/m l Thymin-[2-14C] (lOmC/mMol) 
kultiviert. Die Bakterien wurden am Ende der loga- 
rithmischen Wachstumsphase abgeschleudert, 3-mal mit 
0,15-m. Kochsalzlösung gewaschen und in der dem 
Nährmedium entsprechenden Menge Kochsalzlösung 
suspendiert. Die Zellkonzentration lag zwischen 2 und
4 • 108 Zellen pro ml.

B e s t r a h l u n g  d e r  B a k t e r i e n :  Je 60 ml 
Bakterien-Suspension wurden in offenen Glasschalen in 
einer Schichtdicke von 1 —2 mm mit einem Quecksilber­
Niederdruckbrenner bestrahlt (Typ NN 30/89 Quarz­
lampengesellschaft mbH, Hanau. Der Brenner sendet 
zu etwa 90% Licht der Quecksilber-Resonanzlinie von 
253,7 m// aus). Bei allen Bestrahlungen wurde ein 
Abstand von 6 cm von der Mitte der bestrahlten Lö­
sung zur Mitte des Brennerstabes eingehalten. Nach 
Angaben der Herstellerfirma beträgt die Bestrahlungs­
stärke des Brenners in 6 cm Abstand 3,0 Milliwatt/cm2. 
Berücksichtigt man nur den Strahlenanteil bei 254 m//, 
so erhält man eine Bestrahlungsstärke in 6 cm Abstand 
von 1,73 • 1 0 4 erg/min mm2. Unsere eigenen Messungen 
mit einem Selen-Photoelement (Dr. B. Lange, Berlin) 
mit UV-Filter ergaben unter Berücksichtigung der Re­
flexion einen Wert von 1 ,6 7 - 104 erg/min mm2 für 
254 m//, der mit den Angaben der Firma recht gut 
übereinstimmt. Verschiedene aktinometrische Messun­
gen mit Malachitgrün-Leucocyanid8 führten ebenfalls 
zu ähnlichen Werten. Bei der Bestrahlung von B a k te ­
rie n su sp e n s io n e n  in  offenen  Sch alen  ist die Bestrah­
lungsstärke an der Oberfläche der Flüssigkeit (Netz­
spannung 215 V) yo =  1 ,6 1 -1 04 erg/min mm2. Die 
mittlere Bestrahlungsstärke in der Suspension wurde 
berechnet und beträgt /  =  1,50 • 1 0 4 erg/min mm2. Nach 
der Bestrahlung wurden die Bakterien wieder abge­
schleudert, mit Alkohol und Äther gewaschen und ge­
trocknet. Die Ausbeute lag zwischen 10 und 20 mg.

H y d r o l y s e  : Die so erhaltenen Bakterien wur­
den mit 0 ,0 3 — 0,05 ml 70-proz. Perchlorsäure 60 Min. 
auf 85 °C erhitzt. Nach Neutralisation mit 1 -n. Natron­
lauge und Filtration wurde das Hydrolysat direkt auf 
die Säule gegeben.

S ä u l e n c h r o m a t o g r a p h i e  : Die chromato­
graphische Trennung der Hydrolysen-Produkte erfolgte 
an Dowex 2x8, 100 — 200 mesh in der Formiat-Form. 
Eine Säule von 8  x 150 mm wurde mit 0,03-m. Ammo- 
niumformiat-Puffer von pn 10,1 gewaschen und mit 
dem Hydrolysat beschickt. Die Elution erfolgte mit 
einem weitgehend linearen pn-Gradienten zwischen 
P H  10 und 7. Der Gradient wurde aus 120 ml 0,03-m.

7 A. W a c k e r ,  M. E b e r t  u .  H. K o lm ,  Z. Naturforschg. 13 b,
141 [1958].

8 J. G. C a l v e r t  u . H. J. R e c h e n , J. Amer. ehem. Soc. 74,
2101 [1952],

9 G. R .  W y a t t , Biochem. J. 48, 584 [1951].

Ammoniumformiat-Puffer pn 10,1 ( 1 0 0 -ml - E r 1 e n - 
m e y e r - Kolben) und 285 ml 0,12-m. Ammoniumfor­
miat-Puffer p h  4,5 (500-ml-Steilbrustflasche) bereitet. 
Bei einer Fließgeschwindigkeit von 33 ml/Stde. wurden 
je 5 ml in 80 Röhrchen aufgefangen. Die Bestimmung 
der Radioaktivität erfolgte durch Auf trocknen von je 
0,2 ml auf Aluminium-Schälchen und Auszählung im 
Methandurchflußzähler FH 51 (Frieseke & Hoepfner). 
Entsprechend der Radioaktivität wurde der Inhalt zu­
sammengehörender Röhrchen in Fraktionen vereinigt 
und die Gesamtaktivität in 3 unabhängigen Bestim­
mungen auf die gleiche Weise ermittelt.

P a p i e r c h r o m a t o g r a p h i e  : Gewaschenes 
Papier 2043 b (Schleicher & S d iü ll). Lösungsmittel- 
System 1: n-Butanol/Wasser (87 : 13), System 2: Iso- 
propanol/konz. Salzsäure ( 6 8  : 16 ,4), mit Wasser auf 
1 0 0  aufgefü llt9.

I s o l i e r u n g  d e r  D N S :  Thymin- [2-14C] -mar­
kierte DNS wurde aus E. coli 15 T -  und Enterococcus 
Stei gewonnen, nachdem die Organismen in einem 
Nährmedium mit 2  //g /m l Thymin-[2-14C] (10 mC/ 
mMol) kultiviert worden waren. Zur Gewinnung einer 
in Cytosin und Thymin mit 14C markierten DNS wurde 
die Uracil-Mangelmutante E. coli 63 — 8 6  in Gegen­
wart von 5 //g /m l U racil-[2-14C] (lOmC/mM ol) in 
450 ml Medium kultiviert. Eine DNS, die fast aus­
schließlich im Cytosin mit 14C markiert ist, wurde aus 
Streptococcus faecalis R gewonnen mit 2 //g /m l Uracil- 
[2-14C] (5m C /m M ol), 2 //g /m l Aminofolsäure und
20 //g/m l Thymin zur Unterbindung der Thymin-Eigen- 
synthese aus Uracil. Die Bakterien wurden bei 20 000 g 
abgeschleudert und 2-mal mit einer wäßrigen Lösung 
von 0,9% Kochsalz und 0,19% EDTA ( p h  7,8) gewa­
schen 10. Dann wurden die Bakterien in 2 ml Kochsalz- 
EDTA suspendiert, mit 4 mg/ml Penicillin G vier Stdn. 
und sodann mit 1 mg/ml Lysozym (Nutr. Biochem. 
Corp.) 18 Stdn. bei 37 °C stehen gelassen. Nach Zusatz 
von 2 ml einer 1 -proz. Na-Dodecylsulfatlösung (pH 
7,8 ) 11 wurde 10 Min. auf 55 °C erwärmt, danach mit
0,4 g Kochsalz versetzt und 5 Stdn. bei 0 °C gehalten. 
Die Extraktion mit Detergenz wurde noch 1 bis 2-mal 
wiederholt. Nach Zentrifugieren erhielten wir einen 
hochviskosen Überstand, den wir durch mehrmaliges 
Schütteln mit Chloroform/Isoamylalkohol von Eiweiß 
befreiten 12. Durch Zugabe von Alkohol zur wäßrigen 
Phase fallen die Nucleinsäuren aus. Sie wurden in
0,15-m. Kochsalz- +  0,015-m. Na-Citratlösung (pH 7,0) 
aufgenommen und mit 0 , 2  mg/ml kristallisierter Ribo- 
nuclease (Sigma Chem. Corp.) 15 Stdn. bei 37 °C 
stehen gelassen. Danach wurde die Behandlung mit 
Chloroform/Isoamylalkohol noch einigemal wiederholt 
und die DNS durch 3-maliges Umfällen mit Alkohol 
von Ribonucleotiden befreit. Schließlich wurde der auf 
einen Glasstab gewickelte DNS-Faden in Kochsalz- 
EDTA gelöst und bei 2 cC aufbewahrt.

10 J. M a r m u r , J. molecular Biol. 3, 208 [1961].
11 G. K i e f e r , R. K i e f e r , G. Z a h n  u . R. K .  Z a h n . Biochem. Z.

334,49 [1961].
12 M .  G. S e v a g . D. B. L a ck m a n  u . J. S m o l e n s , J. biol. Chemi­

stry 124, 425 [1938].
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D a r s t e l l u n g  v o n  A p u r i n s ä u r e :  APS 
wurde durch Dialyse einer verdünnten DNS-Lösung 
gegen Salzsäure von pn 1,6 bei 37 °C 13 und anschlie­
ßende Gefriertrocknung gewonnen.

B e s t r a h l u n g  d e r  N u c l e i n s ä u r e n :  Für 
die einzelnen Versuche wurden je nach der spe­
zifischen Aktivität 0,15 bis 0,7 mg DNS mit einer Ge­
samtaktivität von etwa 0,76 juC 14C, entsprechend etwa 
106 Ipm (FH 51), eingesetzt. Die DNS-Lösung wurde 
mit Kochsalz/EDTA verdünnt. Die Extinktion dieser 
Lösungen war in allen Versuchen etwa D 25ym« =  1 ,0 . 
Die UV-Bestrahlung wurde in Quarzküvetten von 2 mm 
Schichtdicke im Abstand von 6  cm von Brennerstab­
mitte durchgeführt. Bei dieser Versuchsanordnung ist 
die Bestrahlungsstärke an der Oberfläche der Lösung 
innerhalb der Küvette / 0 =  1,21 • 104 erg/min mm2. Die 
mittlere Bestrahlungsstärke in der Lösung wurde zu
0,472 • 104 erg/min mm2 berechnet. Nach der Bestrah­
lung setzten wir noch 0,3 mg inaktive Bakterien-DNS 
zu. Die gesamte DNS wurde mit Äthanol gefällt, ge­
trocknet, mit Perchlorsäure hydrolysiert und an Dowex 
2x8 chromatographiert.

Ergebnisse und Diskussion

A) V e r s u c h e  m i t  T h y m i n - [ 2 - 1 4 C] -  
h a l t i g e n  B a k t e r i e n

In Abb. 1 ist eine typische V erteilung der R adio­
aktivität in den einzelnen Röhrchen nach der Tren­
nung eines H ydrolysates von uv-bestrahlten Bakte­
rien an der Ionenaustauscher-Säule dargestellt. 
Fraktion 1 ist m eist gelb gefärbt und besteht aus 
nicht näher identifizierten Produkten, die bei pn 10  
die Säule verlassen. F raktion 2  enthält das Thym in- 
Dim erisierungsprodukt mit den Rf-W erten 0 ,1 0  
(System  1 ) bzw. 0 ,5 8  (System  2 ) .  Bestrahlt man  
dieses dimere Thym in erneut m it UV-Licht 
( 3 3 ,9 - 104 erg/m m 2) ,  so findet man papierchro­
matographisch (System  1 ) , daß das Thym in-Di- 
mere (Rf-Wert 0 ,1 0 ) bis auf einen Rest von etwa 
2%  um gewandelt w ird. Etwa 87% der A ktivität be­
finden sich beim  Thym in (Ä/-W ert 0 ,4 7 ) und je  
etwa 5% auf der Startlinie und bei einem  R f-Wert 
von 0 ,2 2 . F raktion 3  enthält das m onom ere T hy­
min, welches sich papierchrom atographisch als e in ­
heitlich erwies. Anschließend fo lgen  die Fraktionen  
4 b is 6 , die bei höheren Bestrahlungsstärken mehr 
oder w eniger deutlich in Erscheinung treten. F rak­
tion 4  hat die 7?/-Werte 0 ,0 8  (System  1 ) bzw. 0 ,5 0  
(System  2 ) .  F raktion  5  läuft im  System  1 nicht ab

13 C. T a m m , M. E. H o d e s  u . E. C h a r g a f f , J. biol. Chemistry
195, 49 [1952],

Abb. 1. Trennung eines Perchlorsäure-Hydrolysates von 
E. coli 15 T ~  nach Wachstum mit Thymin-[2-14C] und UV- 
Bestrahlung mit J 0 =  51,5 -104 erg/mm2 an Dowex 2x8.
O rdinate: links Ipm in 0,6m l Eluat (----------) ;  rechts pn-
W ert des Gradienten ( ---------). Abszisse: Nummer der R öhr­
chen. Fraktion 2 =  Thymin-Dimeres, Fraktion 3 =  Thymin, 

Fraktionen 1, 4, 5 und 6 nicht näher identifiziert.

und bildet im System  2  zwei stark verwaschene 
Flecken m it den .fy-Werten 0 ,4 0  und 0 ,6 0 . F rak­
tion  6  erscheint im m er an der Stelle, an der sich 
der pH-Gradient sprungartig von pn 7 zu pn 5 
ändert. W egen der geringen M enge konnte der Rf- 
W ert dieser Substanz nicht genau ermittelt werden. 
D ie radioaktiven Verbindungen in den Fraktionen  
4 und 5 verändern ihre /?/-Werte im System  1 nicht, 
wenn man sie in wäßriger Lösung m it UV-Licht b e­
strahlt. Eine Rückverwandlung in Thym in konnte 
in  den Fraktionen 4 , 5 und 6  nicht nachgewiesen  
werden.

In Tab. 1 ist die V erteilung der Radioaktivität 
in  den einzelnen Fraktionen nach verschiedenen  
Bestrahlungszeiten aufgeführt. D ie Zahlen beziehen  
sich jew eils auf die Gesamtaktivität =  100 . D a die 
Fraktionen 4 , 5 und 6  nicht näher identifiziert w er­
den konnten, sind sie in der Tabelle in einer Spalte 
zusam m engefaßt. Aus den Zahlen geht hervor, daß 
die M enge an Thym in-Dim erem  (Fraktion 2) mit 
steigender Bestrahlungsstärke zunim mt. Bei J0 =  2 
bis 3 ’ 10° erg/m m 2 w ird ein M axim alwert von 5,8%  
erreicht, der dann bei weiterer Bestrahlung w ieder  
abnim m t. Offenbar wird das dim ere Thym in bei 
höheren D osen w ieder zerstört *, unter B ildung  
von weiteren Folgeprodukten, die sich in den Frak-

* Vgl. hierzu auch die Strahlenempfindlichkeit des Photo­
dimeren von 2-Cyclopentenon (P. E .  E a t o n , J. Amer. chem.
Soc. 84, 2454 [1962]).
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B estrah ­
lungszeit

[Min.]

B estrah lungs­
stä rke

Jo J
[erg/m m 2 • 10-4 1

F rak tio n  X r 

2 3 4 ,5 u . 6

0 0 0 0.58 0,21 98.78 0.43
0,5 0,805 0,75 0.48 0,76 98.34 0,42
1 1,61 1.50 0,92 1,83 96,17 1,01
2 3,22 3.00 0,95 3,15 94,73 1.17
4 6.44 6,00 1,08 4.83 92,46 1.63
8 12,9 12.0 1,15 5.70 89,67 3.48

14 22,5 21,0 1.04 5.82 89,57 3,57
20 32,2 30.0 1.75 5,82 87,39 5,04
26 41.8 39,0 1,54 5.24 88,93 4,29
32 51,5 48.0 2.84 5,33 84.19 7,64
48 77,3 72,0 2,72 4,80 83.00 9,48
64 103,0 96.0 4.42 4.38 79.15 12,05

Tab. 1. Perchlorsäure-Hydrolysat von E. coli 15 T _ , mit 
Thymin-[2-,4C] markiert, nach Bestrahlung der Bakterien 
mit verschiedenen UV-Dosen an Ionenaustauscher Dowex 2x8 
chromatographiert. Zahlenangaben: Radioaktivität der einzel­
nen Fraktionen, Gesamtaktivität =  100. / 0 =  Bestrahlungs­
stärke an der Oberfläche der Bakteriensuspension. J =  m itt­
lere Bestrahlungsstärke in der Suspension. Fraktion 2 =  di­
meres Thymin, Fraktion 3 =  Thymin, Fraktionen 1, 4, 5 und

6 nicht näher identifiziert.

tionen 4, 5 und 6  befinden. Thym in-Dim eres bildet 
sieh auch schon bei wesentlich niedrigeren Strahlen­
dosen, w ie wir früher bereits m itgeteilt haben. Bei 
einer D osis von 1,9 • 10 2 erg/m m 2, bei der etwa 82% 
der Bakterien abgetötet worden waren, entstehen
0,059%  und bei einer D osis von 5 ,7  • 10 2 erg/m m 2, 
bei der etwa 99,5%  der Bakterien ab getötet worden  
waren, 0 .094%  T hym in-D im eres14,15. Auch die 
M enge der Photoprodukte in den übrigen Fraktio­
nen 1, 4 , 5 und 6  nim mt mit steigender Bestrah­
lungsstärke zu, anfangs jedoch wesentlich lang­
samer als die des Thym in-Dim eren. Aus der K ine­
tik der B ildung dieser Photoprodukte schließen wir, 
daß sie für die biologische W irkung der UV-Strah- 
len unbedeutend sind, da sie erst bei so hohen  
Strahlendosen nachweisbar sind, bei denen die Bak­
terien schon wreitestgehend abgetötet sind.

D ie hier m itgeteilten Ergebnisse sind in guter 
Übereinstim m ung mit den auf papierchrom atogra­
phischem W ege erhaltenen W erten, wenn man dabei 
berücksichtigt, daß wür auf dem Papierchrom ato­
gramm (System  1) keine Trennung des Thymin- 
D im eren von der Fraktion 4 erhalten und nur die 
Aktivität zwischen den Rf-Werten 0 ,0 5  und 0 , 1 2  

erfassen. Dadurch werden die Fraktionen 5 und 6 . 
die in diesem  System  auf der Startlinie sitzen b le i­

14 A. W a c k e r , H. D e l l w e g  u . D .  J a c h e r t s , J .  molecular Biol.
4, 410 [1962].

ben, nicht als dim eres Thym in bewertet (Abb. 2 ) .  
Addiert man die W erte der Fraktionen 2 und 4 aus 
der Tab. 1 und vergleicht sie mit den Werten aus 
Papierchrom atogram m en, so ergeben sich die in 
Tab. 2 aufgeführten Zahlen.

a

_i_____________ i_____________i_____________i_____________i____________ i_____________
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 Rf

Abb. 2. Papierchromatogramm eines Perchlorsäurehydrolysa- 
tes von uv-bestrahlten Bakterien mit Thymin-[2-14C]-markier­
ter DNS. Lösungsmittelsystem 1. Ordinate: Ipm. a nach

3,2 ■ 104 erg mm2, b nach 12,9 • 104 erg/mm2, 
c nach 51,5-IO4 erg/mm2.

B estrah lungs­
zeit
B estrah lungs­
stä rk e  J  o

[Min.]

[104 erg/ 
m m 2]

4

6,44

8

12,9

14

22,5

32

51,5

F rak tio n  2 +  4 [% ] 5.52 7,64 9.04 9.36
T hym in-Photo-
p ro d u k te

[% ] 5.6 7.3 9.2 9.5

Tab. 2. Obere Zeile: Summe der Aktivitäten der Fraktionen
2 +  4 aus Tab. 1. Untere Zeile: im Vergleich dazu Aktivitäten 

der Thymin-Photoprodukte in % der Gesamtaktivität aus 
papierchromatographischen Untersuchungen.

15 A. W a c k e r , J .  Chim. physique 5 8 ,  1041 [1961],
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B) V e r s u c h e  m i t  C y t o s i n -[ 2 - 14C ] - 
m a r k i e r t e r  D N S

D ie Fraktionen 4  und 5 enthalten kein dim eres 
Thymin, da durch erneute U V-Bestrahlung der 
wäßrigen Lösungen kein Thym in entsteht. Es erhob 
sich daher die Frage, ob die Photoprodukte dieser 
beiden Fraktionen unter B eteiligung von Cytosin  
entstanden sein könnten. Um dies nachzuprüfen, iso ­
lierten wir zunächst eine m it C ytosin -[2-14C] und 
T hym in-[2-14C] markierte D N S. Hierfür wurde die 
Uracil-M angelm utante E. coli 63  — 8 6  in Gegenwart 
von U racil-[2 -14C] kultiviert. D abei wird U racil 
zum Teil in Cytosin und in T hym in um gewandelt. 
D ie aus diesem Ansatz gew onnene D N S hatte fo l­
gende Aktivitätsverteilung (Papierchrom atogram m , 
System  2 ) :  Cytosin: 51,4% ; Thym in: 48,4% ; U ra­
cil: 0 , 1 2  Prozent. Nach der U V-Bestrahlung der 
D N S (70 =  38 ,7  • 1 0 4 erg/m m 2) und H ydrolyse m it 
Perchlorsäure wurden die Spaltprodukte an D ow ex  
2 x 8  getrennt (Tab. 3 ) .

F ra k tio n  N r.

B estrah ­
lungsstärke
[erg/m m 2]

1 2 3 4 5 6

u nbestrah lt 
38,7 • 104 
(32 Min.)

50,95
46,78

0,16
3,27

48,63 0,07 
44,43 0.82

0,06
2,42

0,13
2,29

Tab. 3. Perchlorsäurehydrolysat von DNS aus E. coli 63 — 86, 
mit Thymin-[2-14C] und Cytosin-[2-14C] markiert, an Dowex 
2x8 chromatographiert. Gradient: Ammoniumformiat-Puffer 
PH 10,0 — 5,0 (0,03 — 0,12-m.). Gesamtaktivität =  100. F rak­
tion 1 =  Cytosin, Fraktion 2 =  Thymin- und Uracil-Dimeres, 
Fraktion 3 =  Thymin +  Uracil. Fraktionen 4, 5 und 6 nicht 

näher identifiziert.

Fraktion 1 besteht aus Cytosin, dessen Aktivität 
durch die Bestrahlung um 8,2%  des ursprünglichen  
W ertes abgenom m en hat. F raktion  2  enthält Thy- 
m in-Dim eres; A nstieg von 0 ,1 6  auf 3,27%  der Ge- 
samt-Aktivität. D ieser A nstieg entspricht einer Er­
höhung der Aktivität der Fraktion 2 um 6,4% der 
ursprünglichen Aktivität der Fraktion 3. In Tab. 1 
beträgt der A nstieg der Fraktion 2 nach 32  Min. 
Bestrahlung demgegenüber nur 5,2% der ursprüng­
lichen Aktivität der Fraktion 3. Aus dieser unter­
schiedlichen Aktivitätszunahme der Fraktionen 2  

schließen wir, daß im Falle der mit C ytosin -[2-14C]

16 D. W e in b l u m . Dissertation, Technische Universität Berlin, 
D 83 [1961],

17 F. W e y g a n d , A. W a c k e r , A. T r e b s t  u . O. P. S w o b o d a , Z
Naturforschg. 9  b ,  764 [1954].

markierten D NS bei der Bestrahlung aus Cytosin  
ein Photoprodukt entstanden ist, das sich von dim e­
rem Thym in in seinem  pK-Wert nicht unterscheidet. 
D a bei der Bestrahlung von Cytosin in Eis mit 
hohen D osen UV-Licht unter anderem auch dim eres 
U racil en tsteh t16, enthält die Fraktion 2 offenbar 
zusätzlich noch etwas U racil-Dim eres.

D ie Aktivität der F raktion 3  (T hym in und Spu­
ren von U racil) ist um 8 ,6 % des A usgangsw ertes 
gesunken. In Tab. 1 ist die entsprechende Abnahm e 
der Fraktion 3 14 ,6  Prozent. Es ist daher anzuneh­
men, daß bei Bestrahlung von Cytosin-14C-haltiger 
D N S und anschließender H ydrolyse m it heißer P er­
chlorsäure radioaktives U racil entsteht.

D ie Aktivität der F raktionen 4  bis 6 ist insgesam t 
von 0 ,2 6  auf 5,53%  der Gesamt-Aktivität angestie­
gen und liegt damit wesentlich höher als in V er­
gleichsversuchen m it Thymin- [2 -14C] -markierter 
D N S. Aus diesen Zahlen wird deutlich, daß das 
C ytosin ebenfalls an der B ildung der Photoprodukte 
in den Fraktionen 4 bis 6  beteiligt ist.

Zum besseren Studium der Cytosin-Photopro- 
dukte bestrahlten wir eine D N S, die überw iegend  
mit C ytosin -[2-14C] markiert war. Zur Gewinnung 
dieser D NS wurde Streptococcus faecalis  R in Ge­
genwart von U racil-[2 -14C] kultiviert, w obei der 
Organism us U racil in Cytosin und zu einem  gerin ­
gen Teil auch in Thym in umwandelt. Zur H erab­
setzung der Thym in-Eigensynthese wurden noch 
A m in ofo lsäu re 17 und inaktives Thym in zugesetzt. 
Offenbar wird bei Streptococcus faecalis  R unter 
diesen Bedingungen die RNS besonders hoch m ar­
kiert, denn die 14C-Ausbeute in der D N S betrug nur 
6,7%  der in  die Bakterienzellen eingebauten M enge 
14C. Auch durch Abbau der R NS m it R Nase und 
durch anschließende H ydrolyse m it l-n . K alilauge  
(1 7  Stdn. 3 7 ° C ) 18 gelang es nicht, die R N S, die 
wir durch den Gehalt an U racil-14C bestim m ten, 
vollständig von der D N S abzutrennen. D ie nach UV- 
Bestrahlung dieser D N S gebildeten Photoprodukte  
wurden an der Ionenaustauscher-Säule getrennt. Das 
Ergebnis ist in Tab. 4 zusam m engestellt (vgl. 
Abb. 3 ) .

D ie Aktivität der Fraktion 1 (C ytosin) nimmt 
durch die Bestrahlung um 12,7% ihres ursprüng­
lichen Wertes ab. D ie Aktivität der F raktionen 4  — 6

18 E. C h a r g a f f , B. M a g a s a n ik , E. V is c h e r , C . G r e e n , R. Do-
n in g e r  u. D. E l s o n , J. biol. Chemistry 1 8 6 ,  51 [1950].
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B estrah ­
lungsstärke

Jo
[erg /m m 2]

F rak tio n  Nr.

1 2 3 4 5 6

u n b estrah lt 95.71 0.55 3.28 0.13 0.02 0.31
38.7 • 104 
(32 Min.)

83.52 1.30 9.32 1.51 2,12 2.23

Tab. 4. Perchlorsäurehydrolysat von DNS aus Streptococcus 
faecalis R, mit Cytosin-[2-14C] markiert, an Dowex 2x8 chro- 
m atographiert. G radient: Ammoniumformiat-Puffer pn 10,0 
bis 5,0 (0,03 —0.12-m.). Gesamtaktivität =  100. Fraktion 1 
=  Cytosin, Fraktion 2 =  Uracil-Dimeres, Fraktion 3 =  Thy­
min -f- Uracil. Fraktionen 4, 5 und 6 nicht näher identifiziert.

Abb. 3. Trennung eines Perchlorsäure-Hydrolysates von DNS- 
Cytosin-[2-14C] aus S. faecalis R nach UV-Bestrahlung mit 
38,7• IO4 erg/mm2 an Dowex 2x8. Ordinate: links Ipm in
0,6 ml E luat (---------- ) ; rechts pH-Wert des Gradienten
( ---------). Abszisse: Nummer der Röhrchen. Fraktion 1 =
Cytosin, Fraktion 2 =  Uracil-Dimeres, Fraktion 3 =  Thy­
min +  Uracil, Fraktionen 4, 5 und 6 nicht näher identifiziert.

ist von 0 ,4 6  auf 5,86%  der Gesamt-Aktivität ange­
stiegen. Durch Bestrahlung dieser Fraktionen in 
w äßriger Lösung gelang es nicht, Cytosin zurück­
zugew innen. D ie Zahlen der Tab. 3 und 4  können 
nicht direkt m iteinander verglichen werden, da die 
N ucleinsäuren aus verschiedenen Organism en mit 
unterschiedlicher Basenzusam m ensetzung stammen

(E. co li: = 0 ,9 4  bis 1 ,02 ; S. faecalis  R:
G + C

=  1 ,59  — 1,89  19) . Auch dieser Versuch macht
G +  C
deutlich, daß das Cytosin der D NS an der Bildung  
der in den Fraktionen 4  bis 6  enthaltenen Photo­
produkte beteiligt ist.

V on besonderem  Interesse ist in diesem Versuch 
der A nstieg der Aktivität in Fraktion 3 von 3 ,28  
auf 9,32%  der Gesamt-Aktivität. D ie M öglichkeit 
einer D esam inierung von Cytosin zu U racil in der 
D N S durch die Einw irkung von UV-Strahlen ist be­
reits diskutiert worden 20 (vgl. hierzu auch I . e . 16) . 
Durch papierchrom atographische Untersuchung der 
Fraktionen 3 vor und nach der Bestrahlung fanden  
wir, daß die M enge U racil-[2 - 14C] (7?/-Wert 0 ,33 , 
System  1 ) in dieser Fraktion auf den dreifachen 
Wert angestiegen war. D am it dürfte der Beweis für 
die U m w andlung von C ytosin in Uracil in der DNS  
durch U V-Bestrahlung erbracht sein. Etwa 6  bis 7% 
des C ytosins wurden in diesem  Experim ent mit 
einer D osis von 3 8 ,7  • 10 4 erg/m m 2 in U racil und 
U racil-D im eres verwandelt.

Ähnlich w ie bei Thym in hat auch bei U racil die 
D im erisierung durch UV-Licht eine Enolisierung  
der Carbonylgruppe in 4-Stellung zur Folge, w o­
durch der pK-Wert ansteigt und die dimeren V erbin­
dungen zwischen Cytosin und Thymin eluiert wer­
den. D ie R adioaktivität der Fraktion 2, die in den 
vorhergehenden Versuchen aus dimerem Thym in  
stammt, ist daher im vorliegenden Versuch auf 
U racil-D im eres zurückzuführen. Papierchrom atogra­
phisch hat diese Fraktion den gleichen 7?/-Wert 
(0 ,0 8 , System  1) w ie U racil-D im eres. Zusamm en­
fassend ergibt sich daher angenähert, daß bei der 
Bestrahlung von D N S aus E. co li (3 8 ,7  • 10 4 erg/ 
m m 2) etwa 8 % des Cytosins durch UV-Licht um ge­
w andelt werden, davon etwa die H älfte in m ono­
m eres und dim eres U racil. Thym in wird zu etwa 
1 2 % photochem isch um gew andelt, davon etwa 6 % in 
das D im ere. D ie Photoprodukte in den Fraktionen  
4 b is 6  sind zu etwa 40% aus Cytosin und zu etwa 
60% aus Thym in entstanden.

C) V e r s u c h e  m i t  T h y m i n -[ 2 - 14C ]

Zur V ervollständigung der Versuche mit D NS  
war es notw endig, auch die fre ie  Base Thym in vor 
und nach Bestrahlung ebenfalls an der Ionenaustau­
scher-Säule zu chrom atographieren. Zunächst wur­
den etwa 11 f . ( g T h ym in -[2 -14C] (lO m C /m M ol) zu­
sam m en mit 100  jiig inaktivem  Thymin ohne vor­
herige Bestrahlung und ohne Behandlung mit P er­
chlorsäure an der Säule mit dem üblichen Gradien-

19 A. N. Belozersky u . A. S. Spirin, in: „The Nucleic Acids“ 20 A. Wacker, Vortrag gehalten am 23. Nov. 1961, McArdle 
Band 3, S. 168 [I960]. Memorial Laboratory, University of Wisconsin, Madison/

Wise.
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ten ehromatographiert. D abei wurde die R adioakti­
vität in einer einzigen Bande an der Stelle der 
F raktion 3 gefunden (Tab. 5 ) .

Für den 2. Versuch verwendeten w ir eine Lösung  
von 11 « g  T h ym in-[2-14C] in  3 ml W asser. D ie  
Hälfte dieser Lösung wurde in gefrorenem  Zustand 
mit 38 ,7  • 10 4 erg/m m 2 bestrahlt, mit der unbestrahl- 
ten Hälfte vereinigt und an der Ionenaustauscher- 
Säule ehromatographiert. Überraschenderweise 
zeigte sich dabei, daß neben der erwarteten R adio­
aktivität in den Fraktionen 3 (T hym in) und 2  (d i­
meres Thym in) weitere radioaktive V erbindungen

Abb. 4. Trennung einer Mischung von 5,5 [xg unbestrahltem  
und 5,5 fxg uv-bestrahltem (38,7 • 104 erg/mm2) Thymin-[2- 
14C] an Dowex 2x8. Ordinate: links Ipm in 0,6 ml Eluat 
(----------) ;  rechts pH-W ert des Gradienten ( --------- ). Ab­
szisse: Nummer der Röhrchen. Fraktion 2 =  Thymin-Dime- 

res, Fraktion 3 =  Thymin, Fraktionen 4, 5 und 6 nicht 
identifiziert.

(Fraktionen 1, 4 , 5 und 6 ) entstanden sind. (A bb. 4  
und Tab. 5 ) .  W ährend bei der Bestrahlung von  
D N S mit der angegebenen D osis die aus Thym in ent­
standenen Photoverbindungen zu einem  Drittel aus 
dim erem  Thym in bestehen, beträgt die M enge des 
bei der Bestrahlung von Thym in in E is gebildeten  
T hym in-Dim eren drei V iertel der insgesam t ent­
standenen Photoprodukte. D ie Verbindungen 1, 4 , 5 
und 6 , die nicht identifiziert wurden, lassen sich 
durch erneute UV-Bestrahlung nicht mehr in T hy­
m in zurückverwandeln.

D ) V e r s u c h e  m i t  d e n a t u r i e r t e r  D N S  
u n d  A p u r i n s ä u r e

Kürzlich konnten wir zeigen, daß in hitzedenatu­
rierter, einsträngiger D N S bei der gleichen Strah­
lendosis mehr Thym in dim erisiert als in der nati­
ven, doppelsträngigen D N S 14. D ieser Befund er­
klärt m öglicherweise auch die unterschiedliche UV- 
Empfindlichkeit synchronisierter Bakterienkulturen 
und die des Phagen X  174 . Ebenso ist die A us­
beute an Thym in-Bestrahlungsprodukten wesentlich 
höher, wenn man vor der Bestrahlung aus der D N S  
die Purine auf hydrolytischem  W ege entfernt 21* 22. 
Es war deshalb von Interesse, noch einm al mit H ilfe  
der Ionenaustausch-Chrom atographie quantitativ 
die M engen der Thym in-Photoprodukte in der 
durch Erhitzen und rasches Abkühlen 23, 24 denatu­
rierten D N S und der Apurinsäure im V ergleich zu 
nativer D N S zu bestimm en. W ie aus Tab. 6  hervor­
geht, steigt die M enge an dimerem Thym in in der 
hitzedenaturierten D N S von 9%  auf 11,5%  und in

F rak tio n  Nr.

1 2 3 4 5 6

u n ­
b estrah lt 460 1000 1150000

zusam m en
1200

32 Min. 
in Eis 
bestrah lt

18000 240000 788000 54400 15400 3900

F rak tio n 1 2 3 4 5 6

DNS
DN S,

0,76 9,01 87,09 1,89 1,01 0,24

d en atu rie rt 
(100°, 15')

1,15 11,49 82,13 1,87 2,97 0,57

A purinsäure
DNS

1,07 20,80 71,68 1,96 3,90 0,59

in Glykol 1,86 9,40 86,04 1,20 1,21 0,29

Tab. 5. Ionenaustausch-Chromatographie von Thymin-[2-14C] 
(lOm C/m M ol). Obere Zeile: 11 fxg unbestrahlt, untere Zeile: 
5,5 [xg in Eis mit 38,7 • 104 erg/mm2 bestrahlt -+- 5,5 /xg un­
bestrahlt. Zahlenangaben: Radioaktivität der Fraktionen in 
Ipm. Fraktion 2 =  Thymin-Dimeres, Fraktion 3 =  Thymin, 

Fraktionen 1, 4, 5 und 6 nicht identifiziert.

21 R. B e u k e r s , J. Y l s t r a  u .  W. B e r e n d s , Rec. Trav. chim. 
Pays-Bas 78, 247 [1959].

22 A. W a c k e r , H. D e l l w e g  u .  E. L o d e m a n n , Angew. Chem. 73, 
64 [1961].

Tab. 6. Aktivitätsverteilung nach Bestrahlung von nativer 
DNS (aus Enterococcus Stei mit Thymin-[2-14C ]), einsträngi­
ger DNS und Apurinsäure mit 19,4.104 erg/mm2, Säure- 
Hydrolyse und Ionenaustausch-Chromatographie. Gradient: 
Ammoniumformiat pH 10,0 — 5,0 (0,03 —0,12-m.). Gesamt­

aktivität =  100.

23 P. D o ty , H .  B o e d t k e r , J. R. F r e s c o , R. H a s e l k o r n  u .  M .  
L it t , Proc. nat. Acad. Sei. USA. 45, 482 [1959].

24 J. M a r m u r  u .  P. D o ty , Nature [London] 183, 1427 [1959].



8 3 4 F. FISCHER, W. KAPITZA, M. GERSCH UND H. UNGER

der A PS auf 20.8%  an. D ieser beträchtliche A nstieg  
in A bhängigkeit vom Zustand der D N S zeigt sich 
außer beim  T hym in-Dim eren (Fraktion 2) nur noch 
beim  Thym in-Photoprodukt der Fraktion 5. (Frak­
tion 6 , die bei dem Sprung des Gradienten von pn
6 ,5  auf 4 ,5  von der Säule eluiert wird, möchten wir 
in diesem  Zusam m enhang nicht berücksichtigen.) 
Bei einer geringeren Bestrahlungsstärke ist das V er­
hältnis der Ausbeute an Thym in-Dim erem  zwischen  
nativer und denaturierter D N S größer als bei höhe­
ren Bestrahlungsintensitäten. Mit diesem Versuch  
konnten w ir som it bestätigen, daß man aus der 
M enge an Thym in-Dim erem  Rückschlüsse auf die 
ein- oder zw eisträngige Form der D N S ziehen kann.

Kürzlich hat D u g g a n  eine neue M ethode zur 
Trennung der D N S-D oppelhelix  vorgesch lagen25, 
nachdem er beobachtet hatte, daß eine D N S-Lösung  
nach Zusatz von Glykol einen starken hyperchromen

25 E. L. D u g g a n , Biochem. biophysic. Res. Commun. 6, 9 3
[ 1 9 6 1 ] .

Effekt zeigt. Es war interessant, auch im Glykol die 
M enge an T hym in-Dim erem  zu bestim m en. W ie aus 
Tab. 6  hervorgeht, verändert sich die M enge Thy­
m in-D im eres bei Zusatz von Glykol von 9 auf 9 ,4  
Prozent. D a gleichzeitig die M enge Thym in nur um 
1%  abnim m t, im Gegensatz zu 5%  in der denatu­
rierten D N S, ist e ine vollständige Trennung der bei­
den D N S-Fäden vermutlich nicht eingetreten, wenn 
auch die E xtinktion der D N S-L ösung um etwa 20% 
zugenom m en hat. V ielleicht ist es möglich, durch Er­
höhung der G lykolkonzentration die M enge an T hy­
m in-D im erem  zu erhöhen.

Fräulein U t e  G ü n g e r ic h  sind wir zu besonderem 
Dank verpflichtet für die hervorragende technische As­
sistenz bei der Durchführung der Versuche. Ferner 
danken wir Herrn Priv.-Doz. Dr. D. J a c h t e r s  und Fräu­
lein A n d r e a  G e r s t e n b e r g e r  für die Kultivierung der 
Bakterien, Herrn Dr. D. W e in b l u m  für die Synthese von 
markiertem Thymin und Uracil und Herrn Dr. D. L a n g  
für die Eichung des UV-Brenners. Wir danken weiter­
hin dem Verband der chemischen Industrie — F o n d s  
d e r  C h e m i e  — für die Unterstützung der Arbeit.

Sind die Neurohormone der Arthropoden identisch mit 
fluoreszierenden Substanzen aus dem Nervensystem?

Von F .  F is c h e r , W . K a p it z a  

Aus dem Institut für Pflanzenchemie und Holzforschung Tharandt und 

M. G e r s c h  und H. U n g e r

dem Zoologischen Institut der Universität Jena 
(Z. Naturforschg. 17 b, 834— 836 [1962] ; eingegangen am 7. Juni 1962)

Von den ncurohormonalen Faktoren des Nervensystems verschiedener Arthropoden (Insekten, 
Krebse) lassen sich mittels sorgfältiger Trennungsverfahren neben den Neurohormonen fluoreszie­
rende Substanzen isolieren: Isoxanthopterin, Xanthopterin und 2-Amino-6-hydroxypteridin. Es wird 
gezeigt, daß die Neurohormone mit den fluoreszierenden Pterinen nicht identisch sind.

Bei den aus dem N ervensystem  von Insekten und 
D ecapoden abgetrennten Faktoren horm onaler W ir­
kung wurde von verschiedenen Autoren und A r­
beitsgruppen w eitgehend übereinstim m end eine 
Fluoreszenz b eobachtet1 -6 . Da verschiedentlich die 
physiologisch aktiven Substanzen mit den fluoreszie­

1 D .  B. C a r l is l e , M. D u p o n t - R a a b e  u .  F .  K n o w l e s , C . R .  hebd. 
Seances Acad. Sei. 240, 665 [1955].

2 F. G. W. K n o w l e s , D .  B. C a r l is l e  u .  M. D u p o n t - R a a b e , J. 
Marine biol. Assoc. United Kingdom 34, 611 [1955].

3 M. G e r s c h , H. U n g e r  u .  F. F is c h e r , Wiss. Z. Friedrich- 
Schiller-Univ. Jena/Thür., math.-naturwiss. R. 6, (3/4) 125 
[1957].

4 M. G e r s c h , F .  F is c h e r , H. U n g e r  u. H. K o c h , Z. N atur­
forschg. 15b . 319 [I960].

renden identifiziert worden sind und daraus grund­
legende Schlußfolgerungen über die angeblich che­
mische Natur der N eurohorm one abgeleitet wurden, 
erscheint eine K lärung der V erhältnisse wichtig. 
D enn, abgesehen von diesen Erwägungen, ist bisher 
in noch keinem Falle eine eindeutige chemische

5 I. K o n o k , Acta biol. Acad. Sei. hung., Suppl. 9, 181 [1958].
6 C. L ' H e l i a s ,  C. R. hebd. Seances Acad. Sei. 241, 770

[1955] ; 240, 1141 [1955] ; C. L ' H e l i a s ,  Ann. Sei. natur. 
Zool. Biol. animale 18, 275 [1956] ; C. L ' H e l i a s ,  Ann. biol. 
32, 203 [1956] ; C. L ' H e l i a s .  Bull. biol. France Belgique 
Suppl. 44, 1 [1957] ; C. L ' H e l i a s ,  2. Intern. Symp. über 
Neurosekretion, Lund 1957, S. 91 [1958] ; C. L ' H e l i a s ,  
Ann. Biol. 37, 9 [1961] ; C. R. Acad. Sei. 253. 1353 [1961].


