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Strahlenchemische Verinderungen von Thymin und Cytosin in der DNS

durch UV-Licht*

Von HanswerNER DELLwEG und ApoLr WACKER

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

Die Einwirkung von UV-Strahlen (254 mu) auf Bakterien und auf DNS fiihrt 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 1iBt sich durch Bestrahlung mit UV-Licht in wiBriger Losung zu 87% wieder in
Thymin zuriickverwandeln. Bei den iibrigen Photoprodukten gelingt diese Reaktion nicht.

Die durch UV-Strahlen verursachten biologischen Schiden in der Bakterienzelle diirften weit-
gehend auf die Bildung von dimerem Thymin zuriickzufiihren sein. Demgegeniiber sind die iibrigen
Photoprodukte, die erst bei hoherer UV-Dosis auftreten, nur von untergeordneter biologischer
Bedeutung.

Die von der Strahlendosis abhingige Bildung der Thymin-Photoprodukte in Zellen von E. coli
wurde quantitativ untersucht.

Eine Denaturierung der nativen DNS durch Erhitzen oder durch Abspalten der Purine zur
Apurinsiure hat zur Folge, dal die Bildung des Thymin-Dimeren und eines der iibrigen Thymin-

Photoprodukte besonders stark begiinstigt wird.

Kiirzlich konnten wir zeigen, dafl bei UV-Bestrah-
lung von Bakterien-DNS Thymin photochemisch ver-
dndert wird. Durch Hydrolyse mit Sdure lie} sich
sowohl aus Bakterien als auch aus reiner Bakterien-
DNS nach UV-Bestrahlung ein aus Thymin entstan-
denes Photoprodukt nachweisen!. Nach seinem pa-
pierchromatographischen Verhalten ist dieses Thy-
min-Photoprodukt identisch mit dem von BErukErs
und Berexps durch UV-Bestrahlung einer eingefro-
renen Losung von Thymin isolierten Thymin-Dime-
ren2 %56 Auch in DNS und APS konnten Bru-
kers und Berexps eine photochemische Reaktion

von Thymin nachweisen 3.

Die Menge dieses Thymin-Photoproduktes in der
DNS, die von der eingestrahlten Dosis UV-Licht ab-
hédngt, steigt bis zu einer Bestrahlungsstirke von
10° erg/mm? rasch an und nahert sich oberhalb von
etwa 5°10° erg/mm? langsam einem Endwert!. Die-
ser Maximalwert betrégt bei Enterococcus Stei etwa
16% des Thymin-Gehaltes in der DNS. Fiir ver-
schiedene Mutanten von E. coli (untersucht wurden

* 13. Mitteilung der Reihe ,,Strahlenchemische Veranderung
der Nucleinsduren®. 12. Mitt.: A. Wacker, D. Jacuerts u.
B. Jacuters, Angew. Chem. 74, 653 [1962].
Abkiirzungen: DNS = Desoxyribonucleinsdure,
APS = Apurinsdure, RNS = Ribonucleinsdure, EDTA =
Athylendiamin-Tetraacetat, UV-LICHT = In diesem Zu-
sammenhang Licht eines Quecksilber-Niederdruckbrenners
mit der Hauptemission bei 254 mpu.

A. Wacker, H. Deriweec u. D. WeinsLum, Naturwissen-
schaften 47, 447 [1960].

1

die Mutanten E. coli B, B,, 15T, 63 —86, 113 -3
und 9637), deren DNS weniger Thymin enthilt,
liegt dieser Wert bei 9,5 — 10 Prozent.

Das nach Beukers und Berenps durch Bestrah-
lung von Thymin in Eis erhaltene Thymin-Dimere
laB3t sich durch erneute UV-Bestrahlung in walriger
Lésung zu etwa 90% wieder in die monomere Ver-
bindung aufspalten 3. Auffallenderweise gelang uns
die Riickverwandlung des aus der DNS isolierten
Thymin-Photoproduktes nur zu etwa 40 —50 Pro-
zent ¥, Dieses unterschiedliche Verhalten der Thy-
min-Photoprodukte aus verschiedenen Quellen bei
der Photoreaktivierung legte die Vermutung nahe,
dafl Thymin bei UV-Bestrahlung von DNS auBer
dem Dimeren noch weitere Verbindungen bildet, die
photochemisch irreversibel sind. Papierchromatogra-
phisch lassen sich diese verschiedenen Thyminver-
bindungen nur sehr schwierig trennen. Mit Hilfe
von lonenaustauschern gelang uns jedoch die Frak-
tionierung dieser Verbindungen, woriiber nachfol-
gend u. a. berichtet wird.

2 R. Brukers, J. Yistra u. W. Berexps, Rec. Trav. chim.
Pay-Bas 77, 729 [1958].

3 R. Beukers, J. Yustra u. W. Berexps, Rec. Trac. chim.
Pay-Bas 79, 101 [1960].

4 R. Brukers u. W. Berexps, Biochim. biophysica Acta
[Amsterdam] 41, 550 [1960].

5> R. Beukers u. W. Berenps, Biochim. biophysica Acta
[Amsterdam] 49, 181 [1961].

§ D. L. Wurrr u. G. Fraenkei, Biochim. biophysica Acta
[Amsterdam] 51, 332 [1961].

* Unveroffentlichte Ergebnisse.
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Methoden

Gewinnung der Bakterien: Zum Nach-
weis der Thymin-Photoprodukte in bestrahlten Bakte-
rien wurde E. coli 15T~ in Citratmedium’ in An-
wesenheit von 2 ug/ml Thymin-[2-1*C] (10 mC/mMol)
kultiviert. Die Bakterien wurden am Ende der loga-
rithmischen Wachstumsphase abgeschleudert, 3-mal mit
0,15-m. Kochsalzlosung gewaschen und in der dem
Niahrmedium entsprechenden Menge Kochsalzlosung
suspendiert. Die Zellkonzentration lag zwischen 2 und
4108 Zellen pro ml.

Bestrahlung der Bakterien: 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 mu aus). Bei allen Bestrahlungen wurde ein
Abstand von 6 cm von der Mitte der bestrahlten Lo-
sung zur Mitte des Brennerstabes eingehalten. Nach
Angaben der Herstellerfirma betrdgt die Bestrahlungs-
stirke des Brenners in 6 cm Abstand 3,0 Milliwatt/cm?.
Beriicksichtigt man nur den Strahlenanteil bei 254 mu,
so erhilt man eine Bestrahlungsstirke in 6 cm Abstand
von 1,73-10% erg/min mm?2. Unsere eigenen Messungen
mit einem Selen-Photoelement (Dr. B. Lange, Berlin)
mit UV-Filter ergaben unter Beriicksichtigung der Re-
flexion einen Wert von 1,67-10% erg/min mm? fiir
254 mu, der mit den Angaben der Firma recht gut
iibereinstimmt. Verschiedene aktinometrische Messun-
gen mit Malachitgriin-Leucocyanid ® fiithrten ebenfalls
zu dhnlichen Werten. Bei der Bestrahlung von Bakte-
riensuspensionen in offenen Schalen ist die Bestrah-
lungsstirke an der Oberfliche der Flissigkeit (Netz-
spannung 215 V) J,=1,61-10* erg/min mm>. Die
mittlere Bestrahlungsstirke in der Suspension wurde
berechnet und betriigt J=1,50-10% erg/min mm?2. Nach
der Bestrahlung wurden die Bakterien wieder abge-
schleudert, mit Alkohol und Ather gewaschen und ge-
trocknet. Die Ausbeute lag zwischen 10 und 20 mg.

Hydrolyse: Die so erhaltenen Bakterien wur-
den mit 0,03 —0,05 ml 70-proz. Perchlorsdure 60 Min.
auf 85 °C erhitzt. Nach Neutralisation mit 1-n. Natron-
lauge und Filtration wurde das Hydrolysat direkt auf
die Sdule gegeben.

Sdulenchromatographie: Die chromato-
graphische Trennung der Hydrolysen-Produkte erfolgte
an Dowex 2x8, 100 —200 mesh in der Formiat-Form.
Eine Siule von 8 x 150 mm wurde mit 0,03-m. Ammo-
niumformiat-Puffer von pm 10,1 gewaschen und mit
dem Hydrolysat beschickt. Die Elution erfolgte mit
einem weitgehend linearen pp-Gradienten zwischen
pu 10 und 7. Der Gradient wurde aus 120 ml 0,03-m.

7 A. Wacker, M. Eperr u. H. Korm, Z. Naturforschg. 13 b,
141 [1958].

8 J. G. Cavverr u. H. J. Recuex, J. Amer. chem. Soc. 74,
2101 [1952].

9 G. R. Wyarr, Biochem. J. 48, 584 [1951].
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Ammoniumformiat-Puffer pg 10,1 (100-ml-Erlen-
mevyer-Kolben) und 285 ml 0,12-m. Ammoniumfor-
miat-Puffer pg 4,5 (500-ml-Steilbrustflasche) bereitet.
Bei einer FlieBgeschwindigkeit von 33 ml/Stde. wurden
je 5ml in 80 Rohrchen aufgefangen. Die Bestimmung
der Radioaktivitdt erfolgte durch Auftrocknen von je
0.2ml auf Aluminium-Schédlchen und Auszéhlung im
Methandurchfluflzahler FH 51 (Frieseke & Hoepfner).
Entsprechend der Radioaktivitit wurde der Inhalt zu-
sammengehdrender Rohrchen in Fraktionen vereinigt
und die Gesamtaktivitit in 3 unabhingigen Bestim-
mungen auf die gleiche Weise ermittelt.

Papierchromatographie: Gewaschenes
Papier 2043 b (Schleicher & Schiill). Losungsmittel-
System 1: n-Butanol/Wasser (87 : 13), System 2: Iso-
propanol/konz. Salzsiure (68 :16,4), mit Wasser auf
100 aufgefiillt?.

Isolierung der DNS: Thymin-[2-1C]-mar-
kierte DNS wurde aus E. coli 15 T~ und Enterococcus
Stei gewonnen, nachdem die Organismen in einem
Nihrmedium mit 2 gg/ml Thymin-[2-14C] (10 mC/
mMol) kultiviert worden waren. Zur Gewinnung einer
in Cytosin und Thymin mit *C markierten DNS wurde
die Uracil-Mangelmutante E. coli 63—86 in Gegen-
wart von 5 ug/ml Uracil-[2-14C] (10 mC/mMol) in
450 ml Medium kultiviert. Eine DNS, die fast aus-
schlieBlich im Cytosin mit !*C markiert ist, wurde aus
Streptococcus faecalis R gewonnen mit 2 ug/ml Uracil-
[2-14C] (5 mC/mMol), 2 ug/ml Aminofolsiure und
20 ug/ml Thymin zur Unterbindung der Thymin-Eigen-
synthese aus Uracil. Die Bakterien wurden bei 20 000 g
abgeschleudert und 2-mal mit einer wéfirigen Losung
von 0,9% Kochsalz und 0,19% EDTA (pn 7.8) gewa-
schen 1%, Dann wurden die Bakterien in 2 ml Kochsalz-
EDTA suspendiert, mit 4 mg/ml Penicillin G vier Stdn.
und sodann mit 1mg/ml Lysozym (Nutr. Biochem.
Corp.) 18 Stdn. bei 37 °C stehen gelassen. Nach Zusatz
von 2ml einer l-proz. Na-Dodecylsulfatlosung (pn
7,8)11 wurde 10 Min. auf 55 °C erwdrmt, danach mit
0,4 ¢ 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 Uberstand, den wir durch mehrmaliges
Schiitteln mit Chloroform/Isoamylalkohol von Eiweil3
befreiten 2. Durch Zugabe von Alkohol zur wéBrigen
Phase fallen die Nucleinsduren aus. Sie wurden in
0,15-m. Kochsalz- 4+ 0,015-m. Na-Citratlésung (pu 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 Umféllen mit Alkohol
von Ribonucleotiden befreit. Schlieflich wurde der auf
einen Glasstab gewickelte DNS-Faden in Kochsalz-
EDTA gelost und bei 2 “C aufbewahrt.

10 J. Marmugr, J. molecular Biol. 3, 208 [1961].

1 G. Kierer, R. Kierer, G. Zanx u. R. K. Zanx, Biochem. Z.
334,49 [1961].

12 M. G. Sevac, D. B. Lackmax u. J. Sworexs, J. biol. Chemi-
stry 124, 425 [1938].
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Darstellung von Apurinsdure: APS
wurde durch Dialyse einer verdiinnten DNS-Lésung
gegen Salzsdure von pyy 1,6 bei 37 “C 3 und anschlie-
fende Gefriertrocknung gewonnen.

Bestrahlung der Nucleinsduren: Fir
die einzelnen Versuche wurden je nach der spe-
zifischen Aktivitit 0,15 bis 0,7 mg DNS mit einer Ge-
samtaktivitit von etwa 0,76 uC C, entsprechend etwa
10 Ipm (FH 51), eingesetzt. Die DNS-Losung wurde
mit Kochsalz/EDTA verdiinnt. Die Extinktion dieser
Losungen war in allen Versuchen etwa D %5%%k =1,0.
Die UV-Bestrahlung wurde in Quarzkiivetten von 2 mm
Schichtdicke im Abstand von 6 cm von Brennerstab-
mitte durchgefiihrt. Bei dieser Versuchsanordnung ist
die Bestrahlungsstirke an der Oberfliche der Losung
innerhalb der Kiivette J,=1,21-10% erg/min mm?2. Die
mittlere Bestrahlungsstirke in der Lésung wurde zu
0,472-10* erg/min mm? berechnet. Nach der Bestrah-
lung setzten wir noch 0,3 mg inaktive Bakterien-DNS
zu. Die gesamte DNS wurde mit Athanol gefillt, ge-
trocknet, mit Perchlorsdure hydrolysiert und an Dowex
2x8 chromatographiert.

Ergebnisse und Diskussion

A) Versuche mit Thymin-[2-14C]-
haltigen Bakterien

In Abb. 1 ist eine typische Verteilung der Radio-
aktivitat in den einzelnen Rohrchen nach der Tren-
nung eines Hydrolysates von uv-bestrahlten Bakte-
rien an der Ionenaustauscher-Saule dargestellt.
Fraktion 1 ist meist gelb gefidrbt und besteht aus
nicht naher identifizierten Produkten, die bei py 10
die Séule verlassen. Fraktion 2 enthilt das Thymin-
Dimerisierungsprodukt mit den R;Werten 0,10
(System 1) bzw. 0,58 (System 2). Bestrahlt man
dieses dimere Thymin erneut mit UV-Licht
(33,9-10* erg/mm?), so findet man papierchro-
matographisch (System 1), dal das Thymin-Di-
mere (R;Wert 0,10) bis auf einen Rest von etwa
2% umgewandelt wird. Etwa 87% der Aktivitat be-
finden sich beim Thymin (R-Wert 0,47) und je
etwa 5% auf der Startlinie und bei einem R;-Wert
von 0,22. Fraktion 3 enthélt das monomere Thy-
min, welches sich papierchromatographisch als ein-
heitlich erwies. Anschlieend folgen die Fraktionen
4 bis 6, die bei hoheren Bestrahlungsstarken mehr
oder weniger deutlich in Erscheinung treten. Frak-
tion 4 hat die Ri-Werte 0,08 (System 1) bzw. 0,50
(System 2). Fraktion 5 lauft im System 1 nicht ab

13 C. Tamum, M. E. Hopes u. E. Cuarcarr, J. biol. Chemistry
195, 49 [1952].
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Abb. 1. Trennung eines Perchlorsidure-Hydrolysates von
E. coli 15 T~ nach Wachstum mit Thymin-[2-1*C] und UV-

Bestrahlung mit J, = 51,5-10* erg/mm? an Dowex 2x8.
Ordinate: links Ipm in 0.6 ml Eluat ( ) ; rechts pp-
Wert des Gradienten (— — —). Abszisse: Nummer der Rohr-

chen. Fraktion 2 = Thymin-Dimeres, Fraktion 3 = Thymin,
Fraktionen 1, 4, 5 und 6 nicht niher identifiziert.

und bildet im System 2 zwei stark verwaschene
Flecken mit den R;-Werten 0,40 und 0,60. Frak-
tion 6 erscheint immer an der Stelle, an der sich
der py-Gradient sprungartig von py 7 zu pg 5
andert. Wegen der geringen Menge konnte der R;-
Wert dieser Substanz nicht genau ermittelt werden.
Die radioaktiven Verbindungen in den Fraktionen
4 und 5 verandern ihre R;-Werte im System 1 nicht,
wenn man sie in walriger Losung mit UV-Licht be-
strahlt. Eine Riickverwandlung in Thymin konnte
in den Fraktionen 4, 5 und 6 nicht nachgewiesen
werden.

In Tab.1 ist die Verteilung der Radioaktivitat
in den einzelnen Fraktionen nach wverschiedenen
Bestrahlungszeiten aufgefiihrt. Die Zahlen beziehen
sich jeweils auf die Gesamtaktivitit = 100. Da die
Fraktionen 4, 5 und 6 nicht naher identifiziert wer-
den konnten, sind sie in der Tabelle in einer Spalte
zusammengefalit. Aus den Zahlen geht hervor, daf}
die Menge an Thymin-Dimerem (Fraktion 2) mit
steigender Bestrahlungsstirke zunimmt. Bei /,=2
bis 3:10° erg/mm? wird ein Maximalwert von 5,8%
erreicht, der dann bei weiterer Bestrahlung wieder
abnimmt. Offenbar wird das dimere Thymin bei
hoheren Dosen wieder zerstort*, unter Bildung
von weiteren Folgeprodukten, die sich in den Frak-

* Vgl. hierzu auch die Strahlenempfindlichkeit des Photo-
dimeren von 2-Cyclopentenon (P. E. Eatox, J. Amer. chem.
Soc. 84, 2454 [1962]).
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Bestrah- Bestra'\.hl-ungs- Fraktion Nr.
lungszeit sbarke
(=)
[Min.] do o
= [erg/mm?2- 10~ 1 2 3 4,5u.6
0 0 0 0,58 0,21 98,78 043
0.5 0.805 0.75 048 0,776 98,34 042
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
+ 6.44 6,00 1,08 4.83 9246 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 83,00 948
64 103,0 96.0 442 438 79,15 12,05
Tab. 1. Perchlorsdure-Hydrolysat von E. coli 15 T, mit

Thymin-[2-"*C] markiert, nach Bestrahlung der Bakterien
mit verschiedenen UV-Dosen an Ionenaustauscher Dowex 2x8
chromatographiert. Zahlenangaben: Radioaktivitdt der einzel-
nen Fraktionen, Gesamtaktivitit = 100. J, = Bestrahlungs-
stirke an der Oberflache der Bakteriensuspension. / = mitt-
lere Bestrahlungsstirke in der Suspension. Fraktion 2 = di-
meres Thymin, Fraktion 3 = Thymin, Fraktionen 1, 4, 5 und
6 nicht nither identifiziert.

tionen 4, 5 und 6 befinden. Thymin-Dimeres bildet
sich auch schon bei wesentlich niedrigeren Strahlen-
dosen, wie wir frither bereits mitgeteilt haben. Bei
einer Dosis von 1,9-10% erg/mm?, bei der etwa 82%
der Bakterien abgetotet worden waren, entstehen
0,059% und bei einer Dosis von 5.7-10% erg/mm?,
bei der etwa 99.57% der Bakterien abgetotet worden
waren, 0,094% Thymin-Dimeres* 1. Auch die
Menge der Photoprodukte in den tbrigen Fraktio-
nen 1, 4, 5 und 6 nimmt mit steigender Bestrah-
lungsstirke zu, anfangs jedoch wesentlich lang-
samer als die des Thymin-Dimeren. Aus der Kine-
tik der Bildung dieser Photoprodukte schlielen wir,
daf} sie fiir die biologische Wirkung der UV-Strah-
len unbedeutend sind, da sie erst bei so hohen
Strahlendosen nachweisbar sind, bei denen die Bak-
terien schon weitestgehend abgetétet sind.

Die hier mitgeteilten Ergebnisse sind in guter
Ubereinstimmung mit den auf papierchromatogra-
phischem Wege erhaltenen Werten, wenn man dabei
berticksichtigt, dall wir auf dem Papierchromato-
gramm (System 1) keine Trennung des Thymin-
Dimeren von der Fraktion 4 erhalten und nur die
Aktivitat zwischen den R;-Werten 0.05 und 0.12
erfassen. Dadurch werden die Fraktionen 5 und 6.
die in diesem System auf der Startlinie sitzen blei-

14 A, Wacker, H. DeLLwee u. D. Jacuerts, J. molecular Biol.
4,410 [1962].
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ben, nicht als dimeres Thymin bewertet (Abb. 2).
Addiert man die Werte der Fraktionen 2 und 4 aus
der Tab. 1 und vergleicht sie mit den Werten aus
Papierchromatogrammen, so ergeben sich die in
Tab. 2 aufgefithrten Zahlen.

a
1 1 1 1 1 L
0 01 02 03 04 05 Rf
b
1 1 L 1 1 1
0 01 02 03 04 05 Rf
c
L
M 1 1 1 1 1
0 01 02 03 04 05 R

Abb. 2. Papierchromatogramm eines Perchlorsdurehydrolysa-
tes von uv-bestrahlten Bakterien mit Thymin-[2-14C]-markier-
ter DNS. Losungsmittelsystem 1. Ordinate: Ipm. a nach
3,2-10* erg mm?, b nach 12,9-10% erg/mm?2,
¢ nach 51,5-10% erg/mm?2.

Bestrahlungs-
zeit [Min.] 4 8 14 32
Bestrahlungs-
stirke Jo [10%erg/ 644 12,9 225 51,5
mm?]

Fraktion 2 + 4 %] 5,52 7,64 | 9.04 9,36
Thymin-Photo- [%] 5.6 7,3 9,2 9.5
produkte

Tab. 2. Obere Zeile: Summe der Aktivititen der Fraktionen

24 aus Tab. 1. Untere Zeile: im Vergleich dazu Aktivitdten
der Thymin-Photoprodukte in % der Gesamtaktivitit aus
papierchromatographischen Untersuchungen.

15 A. Wacker, J. Chim. physique 58, 1041 [1961].
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B) Versuche mit Cytosin-[2-14C]-
markierter DNS

Die Fraktionen 4 und 5 enthalten kein dimeres
Thymin, da durch erneute UV-Bestrahlung der
wifirigen Losungen kein Thymin entsteht. Es erhob
sich daher die Frage, ob die Photoprodukte dieser
beiden Fraktionen unter Beteiligung von Cytosin
entstanden sein konnten. Um dies nachzupriifen, iso-
lierten wir zunéchst eine mit Cytosin-[2-14C] und
Thymin-[2-1*C] markierte DNS. Hierfir wurde die
Uracil-Mangelmutante E. coli 63 —86 in Gegenwart
von Uracil-[2-14C] kultiviert. Dabei wird Uracil
zum Teil in Cytosin und in Thymin umgewandelt.
Die aus diesem Ansatz gewonnene DNS hatte fol-
gende Aktivitdtsverteilung (Papierchromatogramm,
System 2) : Cytosin: 51,4%; Thymin: 48,4%; Ura-
cil: 0,12 Prozent. Nach der UV-Bestrahlung der
DNS (/,=38.,7-10% erg/mm?) und Hydrolyse mit
Perchlorsdure wurden die Spaltprodukte an Dowex
2 % 8 getrennt (Tab. 3).

Fraktion Nr.
Bestrah-
lungsstirke 1 2 3 + 5 6
[erg/mm?2]
unbestrahlt 50,95 0,16 48,63 0,07 0.06 0,13
38,7104 46,78 3,27 4443 082 242 229
(32 Min.)

Tab. 3. Perchlorsdurehydrolysat von DNS aus E. coli 63 —86,

mit Thymin-[2-1*C] und Cytosin-[2-14C] markiert, an Dowex

2x8 chromatographiert. Gradient: Ammoniumformiat-Puffer

pi 10,0—5,0 (0,03—0,12-m.). Gesamtaktivitat = 100. Frak-

tion 1 = Cytosin, Fraktion 2 = Thymin- und Uracil-Dimeres,

Fraktion 3 = Thymin+ Uracil. Fraktionen 4, 5 und 6 nicht
niher identifiziert.

Fraktion 1 besteht aus Cytosin, dessen Aktivitét
durch die Bestrahlung um 8,2% des urspriinglichen
Wertes abgenommen hat. Fraktion 2 enthalt Thy-
min-Dimeres; Anstieg von 0,16 auf 3,27% der Ge-
samt-Aktivitat. Dieser Anstieg entspricht einer Er-
hohung der Aktivitat der Fraktion 2 um 6,4% der
urspriinglichen Aktivitdt der Fraktion 3. In Tab. 1
betridgt der Anstieg der Fraktion 2 nach 32 Min.
Bestrahlung demgegeniiber nur 5,2% der urspriing-
lichen Aktivitat der Fraktion 3. Aus dieser unter-
schiedlichen Aktivitdtszunahme der Fraktionen 2
schlieen wir, daf} im Falle der mit Cytosin-[2-1*C]

16 D, WeinsLum, Dissertation, Technische Universitidt Berlin,
D 83 [1961].

17 F. Weveanp, A. Wacker, A. Tresst u. O. P. Swosona, Z
Naturforschg. 9b, 764 [1954].
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markierten DNS bei der Bestrahlung aus Cytosin
ein Photoprodukt entstanden ist, das sich von dime-
rem Thymin in seinem pg-Wert nicht unterscheidet.
Da bei der Bestrahlung von Cytosin in Eis mit
hohen Dosen UV-Licht unter anderem auch dimeres
Uracil entsteht 1%, enthilt die Fraktion 2 offenbar
zusitzlich noch etwas Uracil-Dimeres.

Die Aktivitat der Fraktion 3 (Thymin und Spu-
ren von Uracil) ist um 8,6% des Ausgangswertes
gesunken. In Tab. 1 ist die entsprechende Abnahme
der Fraktion 3 14.6 Prozent. Es ist daher anzuneh-
men, daf} bei Bestrahlung von Cytosin-1*C-haltiger
DNS und anschliefender Hydrolyse mit heiler Per-
chlorsdure radioaktives Uracil entsteht.

Die Aktivitit der Fraktionen 4 bis 6 ist insgesamt
von 0,26 auf 5.53% der Gesamt-Aktivitdt angestie-
gen und liegt damit wesentlich hoher als in Ver-
gleichsversuchen mit Thymin-[2-1*C]-markierter
DNS. Aus diesen Zahlen wird deutlich, dall das
Cytosin ebenfalls an der Bildung der Photoprodukte
in den Fraktionen 4 bis 6 beteiligt ist.

Zum besseren Studium der Cytosin-Photopro-
dukte bestrahlten wir eine DNS, die tberwiegend
mit Cytosin-[2-1*C] markiert war. Zur Gewinnung
dieser DNS wurde Streptococcus faecalis R in Ge-
genwart von Uracil-[2-1*C] kultiviert, wobei der
Organismus Uracil in Cytosin und zu einem gerin-
gen Teil auch in Thymin umwandelt. Zur Herab-
setzung der Thymin-Eigensynthese wurden noch
Aminofolsdure ! und inaktives Thymin zugesetzt.
Offenbar wird bei Streptococcus faecalis R unter
diesen Bedingungen die RNS besonders hoch mar-
kiert, denn die *C-Ausbeute in der DNS betrug nur
6,7% der in die Bakterienzellen eingebauten Menge
14C. Auch durch Abbau der RNS mit RNase und
durch anschlieBende Hydrolyse mit 1-n. Kalilauge
(17 Stdn. 37 °C)*8 gelang es nicht, die RNS, die
wir durch den Gehalt an Uracil-'4C bestimmten,
vollstindig von der DNS abzutrennen. Die nach UV-
Bestrahlung dieser DNS gebildeten Photoprodukte
wurden an der Ionenaustauscher-Saule getrennt. Das
Ergebnis ist in Tab. 4 zusammengestellt (vgl.
Abb. 3).

Die Aktivitat der Fraktion 1 (Cytosin) nimmt
durch die Bestrahlung um 12,7% ihres urspriing-
lichen Wertes ab. Die Aktivitat der Fraktionen 4 — 6

18 E. Cuarcarr, B. Macasanik, E. Viscaer, C. Green, R. Do-
~iNger u. D. Eusox, J. biol. Chemistry 186, 51 [1950].
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1 Bes”%‘.h: Fraktion Nr.
ungsstirke

Jo
[erg/mm?] 1 2 3 4 5 6
unbestrahlt  95.71 0.55 3.28 0.13 0.02 0.317
38.7 - 104 83,52 1,30 9,32 1,51 212 223
(32 Min.)

Tab. 4. Perchlorsdurehydrolysat von DNS aus Streptococcus
faecalis R, mit Cytosin-[2-1*C] markiert, an Dowex 2x8 chro-
matographiert. Gradient: Ammoniumformiat-Pufler pj 10,0
bis 5,0 (0,03—0.,12-m.). Gesamtaktivitit = 100. Fraktion 1
= Cytosin, Fraktion 2 = Uracil-Dimeres, Fraktion 3 = Thy-
min+ Uracil. Fraktionen 4, 5 und 6 nicht niher identifiziert.
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Abb. 3. Trennung eines Perchlorsdure-Hydrolysates von DNS-
Cytosin-[2-14C] aus S. faecalis R nach UV-Bestrahlung mit
38,7-10* erg/mm® an Dowex 2x8. Ordinate: links Ipm in
0.6 ml Eluat ( ); rechts pg-Wert des Gradienten
(———). Abszisse: Nummer der Rchrchen. Fraktion 1 =
Cytosin, Fraktion 2 = Uracil-Dimeres, Fraktion 3 = Thy-
min + Uracil, Fraktionen 4, 5 und 6 nicht niher identifiziert.

ist von 0,46 auf 5.86% der Gesamt-Aktivitdt ange-
stiegen. Durch Bestrahlung dieser Fraktionen in
wilriger Losung gelang es nicht, Cytosin zuriick-
zugewinnen. Die Zahlen der Tab. 3 und 4 konnen
nicht direkt miteinander verglichen werden, da die
Nucleinsduren aus verschiedenen Organismen mit
unterschiedlicher Basenzusammensetzung stammen

(E. coli: ;‘12 —0,94 bis 1,02; S. faecalis R:

A+T _159_1.89 19) . Auch dieser Versuch macht
G+C

deutlich, daf} das Cytosin der DNS an der Bildung
der in den Fraktionen 4 bis 6 enthaltenen Photo-
produkte beteiligt ist.

19 A. N. Berozersky u. A. S. Serriy, in: ,, The Nucleic Acids*
Band 3. S. 168 [1960].

UND A. WACKER

Von besonderem Interesse ist in diesem Versuch
der Anstieg der Aktivitat in Fraktion 3 von 3,28
auf 9,327 der Gesamt-Aktivitdt. Die Moglichkeit
einer Desaminierung von Cytosin zu Uracil in der
DNS durch die Einwirkung von UV-Strahlen ist be-
reits diskutiert worden 2° (vgl. hierzu auch 1. c.19).
Durch papierchromatographische Untersuchung der
Fraktionen 3 vor und nach der Bestrahlung fanden
wir, daf} die Menge Uracil-[2-1*C] (R;-Wert 0,33,
System 1) in dieser Fraktion auf den dreifachen
Wert angestiegen war. Damit durfte der Beweis fiir
die Umwandlung von Cytosin in Uracil in der DNS
durch UV-Bestrahlung erbracht sein. Etwa 6 bis 7%
des Cytosins wurden in diesem Experiment mit
einer Dosis von 38,7-10*erg/mm? in Uracil und
Uracil-Dimeres verwandelt.

Ahnlich wie bei Thymin hat auch bei Uracil die
Dimerisierung durch UV-Licht eine Enolisierung
der Carbonylgruppe in 4-Stellung zur Folge, wo-
durch der px-Wert ansteigt und die dimeren Verbin-
dungen zwischen Cytosin und Thymin eluiert wer-
den. Die Radioaktivitat der Fraktion 2, die in den
vorhergehenden Versuchen aus dimerem Thymin
stammt, ist daher im vorliegenden Versuch auf
Uracil-Dimeres zuriickzufiithren. Papierchromatogra-
phisch hat diese Fraktion den gleichen R;-Wert
(0,08, System 1) wie Uracil-Dimeres. Zusammen-
fassend ergibt sich daher angenéhert, dafl bei der
Bestrahlung von DNS aus E. coli (38,7-10%erg/
mm?) etwa 8% des Cytosins durch UV-Licht umge-
wandelt werden, davon etwa die Halfte in mono-
meres und dimeres Uracil. Thymin wird zu etwa
127 photochemisch umgewandelt, davon etwa 6% in
das Dimere. Die Photoprodukte in den Fraktionen
4 bis 6 sind zu etwa 407 aus Cytosin und zu etwa
60% aus Thymin entstanden.

C) Versuche mit Thymin-[2-14C]

Zur Vervollstindigung der Versuche mit DNS
war es notwendig, auch die freie Base Thymin vor
und nach Bestrahlung ebenfalls an der Ionenaustau-
scher-Sdule zu chromatographieren. Zunichst wur-
den etwa 11 ug Thymin-[2-14C] (10 mC/mMol) zu-
sammen mit 100 ug inaktivem Thymin ohne vor-
herige Bestrahlung und ohne Behandlung mit Per-
chlorsdure an der Sdule mit dem {iblichen Gradien-

20 A. Wacker, Vortrag gehalten am 23. Nov. 1961, McArdle
Memorial Laboratory, University of Wisconsin, Madison/
Wisc.
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ten chromatographiert. Dabei wurde die Radioakti-
vitit in einer einzigen Bande an der Stelle der
Fraktion 3 gefunden (Tab. 5).

Fir den 2. Versuch verwendeten wir eine Losung
von 11 ug Thymin-[2-1*C] in 3ml Wasser. Die
Halfte dieser Losung wurde in gefrorenem Zustand
mit 38.7-10% erg/mm? bestrahlt, mit der unbestrahl-
ten Halfte vereinigt und an der lonenaustauscher-
Sdule  chromatographiert.  Uberraschenderweise
zeigte sich dabei, dall neben der erwarteten Radio-
aktivitdt in den Fraktionen 3 (Thymin) und 2 (di-
meres Thymin) weitere radioaktive Verbindungen
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Abb. 4. Trennung einer Mischung von 5,5 g unbestrahltem
und 5,5 ug uv-bestrahltem (38,7-10* erg/mm2) Thymin-[2-
14C] an Dowex 2x8. Ordinate: links Ipm in 0,6 ml Eluat

( ) ; rechts pp-Wert des Gradienten (— — —). Ab-
szisse: Nummer der Rohrchen. Fraktion 2 = Thymin-Dime-
res, Fraktion 3 = Thymin, Fraktionen 4, 5 und 6 nicht
identifiziert.

Fraktion Nr.

1 2 3 4 5 6
un- zusammen
bestrahlt 460 1000 1150000 1200
32 Min.
in Eis 18000 240000 788000 54400 15400 3900
bestrahlt
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(Fraktionen 1,4, 5 und 6) entstanden sind. (Abb. 4
und Tab.5). Wahrend bei der Bestrahlung von
DNS mit der angegebenen Dosis die aus Thymin ent-
standenen Photoverbindungen zu einem Drittel aus
dimerem Thymin bestehen, betragt die Menge des
bei der Bestrahlung von Thymin in Eis gebildeten
Thymin-Dimeren drei Viertel der insgesamt ent-
standenen Photoprodukte. Die Verbindungen 1, 4, 5
und 6, die nicht identifiziert wurden, lassen sich
durch erneute UV-Bestrahlung nicht mehr in Thy-
min zuriickverwandeln.

D) Versuche mit denaturierter DNS
und Apurinsdure

Kiirzlich konnten wir zeigen, daf} in hitzedenatu-
rierter, einstrangiger DNS bei der gleichen Strah-
lendosis mehr Thymin dimerisiert als in der nati-
ven, doppelstrangigen DNS !4, Dieser Befund er-
klart moglicherweise auch die unterschiedliche UV-
Empfindlichkeit synchronisierter Bakterienkulturen
und die des Phagen @ X 174. Ebenso ist die Aus-
beute an Thymin-Bestrahlungsprodukten wesentlich
hoher, wenn man vor der Bestrahlung aus der DNS
die Purine auf hydrolytischem Wege entfernt 2! 22,
Es war deshalb von Interesse, noch einmal mit Hilfe
der lonenaustausch-Chromatographie quantitativ
die Mengen der Thymin-Photoprodukte in der
durch Erhitzen und rasches Abkiihlen 2% 2¢ denatu-
rierten DNS und der Apurinsdure im Vergleich zu
nativer DNS zu bestimmen. Wie aus Tab. 6 hervor-
geht, steigt die Menge an dimerem Thymin in der
hitzedenaturierten DNS von 9% auf 11,5% und in

Fraktion 1 2 3 4 5 6
DNS 0,76 9,01 87,09 1,89 1,01 0,24
DNS,

denaturiert 1,15 11,49 82,13 1.87 2,97 0,57
(100°, 15")

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

in Glykol 1.86 9,40 86,04 1,20 1.21 0.29

Tab. 5. Tonenaustausch-Chromatographie von Thymin-[2-14C]
(10 mC/mMol). Obere Zeile: 11 ug unbestrahlt, untere Zeile:
5,5 ug in Eis mit 38,7-10* erg/mm? bestrahlt + 5,5 g un-
bestrahlt. Zahlenangaben: Radioaktivitit der Fraktionen in
Ipm. Fraktion 2 = Thymin-Dimeres, Fraktion 3 = Thymin,
Fraktionen 1, 4, 5 und 6 nicht identifiziert.

21 R. Beukers, J. Yistra u. W. Berexps, Rec. Trav. chim.
Pays-Bas 78, 247 [1959].

22 A, Wacker, H. DeLiwee u. E. Lopemany, Angew. Chem. 73,
64 [1961].

Tab. 6. Aktivitdtsverteilung nach Bestrahlung von nativer

DNS (aus Enterococcus Stei mit Thymin-[2-1*C]), einstriangi-

ger DNS und Apurinsdure mit 19,4.10* erg/mm?, Saure-

Hydrolyse und Ionenaustausch-Chromatographie. Gradient:

Ammoniumformiat pyg 10,0—5,0 (0,03—0,12-m.). Gesamt-
aktivitdt = 100.

23 P, Dory, H. Boeptker, J. R. Fresco, R. HaseLkory u. M.
Lirr, Proc. nat. Acad. Sci. USA. 45, 482 [1959].
24 J. Marmur u. P. Dory, Nature [London] 183, 1427 [1959].
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der APS auf 20,8% an. Dieser betrichtliche Anstieg
in Abhéingigkeit vom Zustand der DNS zeigt sich
auller beim Thymin-Dimeren (Fraktion 2) nur noch
beim Thymin-Photoprodukt der Fraktion 5. (Frak-
tion 6, die bei dem Sprung des Gradienten von py
6.5 auf 4.5 von der Saule eluiert wird, mochten wir
in diesem Zusammenhang nicht beriicksichtigen.)
Bei einer geringeren Bestrahlungsstirke ist das Ver-
héltnis der Ausbeute an Thymin-Dimerem zwischen
nativer und denaturierter DNS grofier als bei hohe-
ren Bestrahlungsintensitdten. Mit diesem Versuch
konnten wir somit bestdtigen, dafl man aus der
Menge an Thymin-Dimerem Riickschliisse auf die
ein- oder zweistridngige Form der DNS ziehen kann.

Kirzlich hat Ducean eine neue Methode zur
Trennung der DNS-Doppelhelix vorgeschlagen 23,
nachdem er beobachtet hatte, dalj eine DNS-Losung
nach Zusatz von Glykol einen starken hyperchromen

25 E. L. Ducean, Biochem. biophysic. Res. Commun. 6, 93
[1

961].

F. FISCHER, W.KAPITZA, M. GERSCH UND H. UNGER

Effekt zeigt. Es war interessant, auch im Glykol die
Menge an Thymin-Dimerem zu bestimmen. Wie aus
Tab. 6 hervorgeht, verindert sich die Menge Thy-
min-Dimeres bei Zusatz von Glykol von 9 auf 9.4
Prozent. Da gleichzeitig die Menge Thymin nur um
1% abnimmt, im Gegensatz zu 5% in der denatu-
rierten DNS, ist eine vollstindige Trennung der bei-
den DNS-Faden vermutlich nicht eingetreten, wenn
auch die Extinktion der DNS-Lésung um etwa 20%
zugenommen hat. Vielleicht ist es moglich, durch Er-
hohung der Glykolkonzentration die Menge an Thy-
min-Dimerem zu erhéhen.

Fraulein Ure Gincericn sind wir zu besonderem
Dank verpflichtet fiir die hervorragende technische As-
sistenz bei der Durchfiihrung der Versuche. Ferner
danken wir Herrn Priv.-Doz. Dr. D. Jacurers und Friu-
lein Axprea Gerstexsercer fiir die Kultivierung der
Bakterien, Herrn Dr. D. WeivsLum fiir die Synthese von
markiertem Thymin und Uracil und Herrn Dr. D. Laxc
fiir die Eichung des UV-Brenners. Wir danken weiter-
hin dem Verband der chemischen Industrie — Fonds
der Chemie — fiir die Unterstiitzung der Arbeit.

Sind die Neurohormone der Arthropoden identisch mit
fluoreszierenden Substanzen aus dem Nervensystem?
Von F. Fiscuer, W. Karirza

Aus dem Institut fiir Pflanzenchemie und Holzforschung Tharandt und
M. Gersca und H. Uncer

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

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

Bei den aus dem Nervensystem von Insekten und
Decapoden abgetrennten Faktoren hormonaler Wir-
kung wurde von verschiedenen Autoren und Ar-
beitsgruppen weitgehend iibereinstimmend eine
Fluoreszenz beobachtet 16, Da verschiedentlich die
physiologisch aktiven Substanzen mit den fluoreszie-

1 D. B. Caruiste, M. Duroxt-Raase u. F. Kxowres, C. R. hebd.
Séances Acad. Sci. 240, 665 [1955].

= F. G. W. Knowres, D. B. Carruiste u. M. Duront-Raasg, J.
Marine biol. Assoc. United Kingdom 34, 611 [1955].

3 M. Gerscn, H. Uxcer u. F. Fiscuer, Wiss. Z. Friedrich-
Schiller-Univ. Jena/Thiir., math.-naturwiss. R. 6, (3/4) 125
[1957].

4 M. Gerscu, F. Fiscuer, H. Uxcer u.
forschg. 15 b, 319 [1960].

H. Kocu, Z. Natur-

renden identifiziert worden sind und daraus grund-
legende Schlufifolgerungen tiber die angeblich che-
mische Natur der Neurohormone abgeleitet wurden.
erscheint eine Kldarung der Verhiltnisse wichtig.
Denn. abgesehen von diesen Erwédgungen. ist bisher
in noch keinem Falle eine eindeutige chemische

5 1. Ko~ox, Acta biol. Acad. Sci. hung., Suppl. 9, 181 [1958].
6 C. L’'HEuas, C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 241, 770
[1955]: 240, 1141 [1955]: C. L'H£vr1as, Ann. Sci. natur.
Zool. Biol. animale 18, 275 [1956] : C. L’H£Lias, Ann. biol.
32, 203 [1956]; C. L'HEfLas, Bull. biol. France Belgique
Suppl. 44, 1 [1957]; C. L'HEvras, 2. Intern. Symp. tiber
Neurosekretion, Lund 1957, S. 91 [1958]; C. L’HEvias,
Ann. Biol. 37,9 [1961] ; C. R. Acad. Sci. 253, 1353 [1961].



