
M e t al I kom p I exe , de re n Li g ande n 
eine ausgedehnte ,,aromatische 
Oberflache" haben und die 
daher ausgezeichnet in die DNA 
intercalieren, konnen als Elektro- 
nendonoren (rot) und -accepto- 
ren (gelb) fur photoinduzierten 
E le kt ronen t ransfe r d u rc h den 
DNA-Basenstapel fungieren. 

H au p tan g riffs p u n kt oxidative r 
Nucleinsaureschadigungen in 
der Zelle ist Guanin (G). Metall- 
komplexe, die starke Photooxi- 
dantien sind und in definierter 
Entfernung von einem GG- 
Dublett an die DNA angeknupft 
werden, konnen eine ,,Fernoxi- 
dation" auslosen, die selektiv 
das 5'-Guanin schadigt. 



AUFSATZ 

Ladungsubertragung durch den DNA-Basenstapel 

R. Erik Holmlin, Peter J. Dandliker und Jacqueline K. Barton* 

Seit dem ersten Strukturvorschlag fur 
die DNA-Doppelhelix besteht eine 
Diskussion daruber, ob die Stapelung 
der DNA-Basen eine effiziente, weit- 
reichende Ladungsubertragung er- 
moglicht. Die Konsequenzen einer sol- 
chen Radikalstellenwanderung durch 
die DNA sollten fur das Verstandnis 
von Carcinogenese und Mutagenese in 
Betracht gezogen werden. Die DNA 
zeichnet sich im Innern der Helix 
durch eine stapelformige Anordnung 
von heterocyclischen, aromatischen 
Basenpaaren aus; sie ist ein einmaliges 
System zur Erforschung des Elektro- 
nentransfers. In unserer Arbeitsgruppe 
wurden Metallkomplexe entwickelt, 
die zwischen die Basenpaare der 
DNA-Helix intercalieren und die es 
ermoglichen, DNA-vermittelten Elek- 

tronentransfer zu untersuchen. In die- 
sem Aufsatz beschreiben wir einige 
von uns durchgefuhrte Elektronen- 
transferreaktionen, die durch den 
DNA-Basenstapel vermittelt werden. 
In einigen dient die DNA als Brucke, 
und mit spektroskopischen Verfahren 
konnen wir untersuchen, wie der Ba- 
senstapel DNA-gebundene Donoren 
und Acceptoren koppelt. Die Unter- 
suchungen deuten auf eine hohe Emp- 
findlichkeit der Kopplung gegenuber 
der DNA-Intercalation hin. Wenn der 
DNA-Basenstapel Donoren und Ac- 
ceptoren effektiv miteinander verbin- 
det, kann er auch als ausgezeichneter 
Elektronentransferkanal der DNA 
selbst dienen, allerdings in Reaktio- 
nen, die von entfernten Positionen 
ausgelost wurden.Wir haben auch viele 

Versuche zur oxidativen DNA-Schadi- 
gung durchgefuhrt, die von einem in 
groljerer Entfernung an der Helix 
fixierten Oxidationsmittel initiiert 
wird. Die Ladungsubertragungen han- 
gen sehr von der DNA-Intercalation 
und von der Integritat des Basensta- 
pels ab, aber nicht von der Entfernung. 
Auch die als DNA-Schadigung physio- 
logisch bedeutsame Bildung von Thy- 
mindimeren kann in einer durch Elek- 
tronentransfer initiierten Reaktion 
ruckgangig gemacht werden. Uber gro- 
Dere Entfernungen vermittelte chemi- 
sche Reaktionen werden also durch die 
DNA-Doppelhelix ermoglicht. 

Stichworter: Basenstapelung - DNA- 
Oxidation - DNA-Reparatur + Elek- 
tronentransfer - Intercalationen 

1. Einleitung 

Biochemiker untersuchen die DNA-Doppelhelix in erster 
Linie unter dem Aspekt der molekularen Erkennung. A l s  mole- 
kulare Bibliothek der Zelle mu13 sie die genetische Infor- 
mation uber viele nichtkovalente Wechselwirkungen zwischen 
Proteinen und Nucleinsauren zuganglich machen und um- 
setZen.['] Das rationale Design von Wirkstoffen, die auf die DNA 
abzielen, wird erst moglich, wenn die grundlegenden Prinzi- 
pien aufgeklart werden, nach denen Nucleinsaurepositionen er- 
kannt werden.r2] Um die bemerkenswerte Vielfalt der Funk- 
tionen der DNA-Doppelhelix in der Zelle wie das Reparieren 
von DNA-Schaden, das Koordinieren der Transkription oder 
das Uberprufen der Perfektion der DNA-Bibliothek im 
einzelnen zu verstehen, ist es wichtig, die reichhaltige DNA- 
Chemie zu berucksichtigen und zu erfors~hen.[~I Wir haben 
uns auf die DNA als Medium fur Ladungsubertragungen 
konzentriert. Unter diesem Aspekt kann das DNA-Polymer 
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in seiner doppelhelicalen Form als ausgedehnte Anordnung 
gestapelter, elektronisch gekoppelter, aromatischer Hetero- 
cyclen in einem polyanionischen helicalen Zucker-Phosphat- 
Ruckgrat angesehen werden ( Abb. 1). Ausgedehnte n-Elek- 
tronensysteme in fester Phase erleichtern den Ladungstrans- 
port und sind ein Hauptforschungsgebiet der Materialwissen- 
s~ha f t en . [~*~]  Die DNA-Doppelhelix ist ein molekulares, 
gestapeltes x-Elektronensystem und als solches ein einzig- 
artiger, strukturell wohldefinierter Forschungsgegenstand. 
Fur uns stellt sich die Frage, ob die DNA die Ladungsuber- 
tragung uber weite Strecken erleichtert und ob der Basen- 
paarstapel somit als Vermittler chemischer Reaktionen iiber 
groljere Entfernungen wirken kann. 

Wahrend der uber vierzig Jahre seit Watsons und Cricks 
Vorschlag fur die DNA-Doppelhelixstruktur haben Wissen- 
schaftler die Moglichkeit der Ladungsubertragung durch den 
Basenstapel diskutiert. In fruhen theoretischen Modellen 
wurde vorhergesagt, dalj Elektronen mit Geschwindigkeiten 
im Pikosekundenbereich von Base zu Base springen 
konnten.16] Mit Leitfahigkeitsmessungen an DNA wurde 
die Groljenordnung einer ,,DNA-Bandlucke" auf etwa 
2 eV festgelegt.['] Die Frage, ob Radikalstellen, die durch 
hochenergetische Bestrahlung der DNA erzeugt wurden, 
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Abb. 1. Schematische Darstellung einer DNA-Doppelhelix: die lineare Anord- 
nung der Basenstapel der aromatischen Heterocyclen ist grau, das Zucker- 
Phosphat-Riickgrat blau dargestellt. Oben: Blickrichtung senkrecht zur Helix- 
achse, unten: Blickrichtung entlang der Helixachse. 

iiber Entfernungen von 2 oder 200 Basenpaaren wandern, war 
Gegenstand intensiver Diskussionen unter Strahlungsbiolo- 

In den letzten zehn Jahren haben sich die Chemiker bei 

K. Barton et al. 

Experimenten mit DNA als Medium fur Ladungsiibertragun- 
gen auf photoinduzierten Elektronentransfer zwischen DNA- 
gebundenen Donoren und Acceptoren in Losung konzen- 
triert.19,101 

Wir haben kleine, koordinativ gesattigte Ubergangsmetall- 
komplexe entwickelt, um die Nucleinsaurestruktur und 
-funktion zu untersuchen.["I Zum Studium DNA-vermittelter 
Ladungsiibertragungen griffen wir auf die in ihren chemi- 
schen und photophysikalischen Eigenschaften gut charak- 
terisierten Polypyridyl-Metallkomplexe z ~ r i i c k . [ ~ ~ ' ~ I  Unsere 
ersten Experimente ergaben, daB die Gegenwart des DNA- 
Polymers die Effizienz des photoinduzierten Elektronen- 
transfers zwischen schwach an die DNA gebundenen Kom- 
plexen steigert ;[l31 die Lumineszenzloschung von angeregtem 
[ Ru( phen)J2+ durch Tris( phenanthro1in)-Komplexe von 
Co"' und Rh"' wird durch die DNA um zwei GroBenordnun- 
gen verstarkt (phen = 1,lO-Phenanthrolin) . AuBerdem kann 
die Elektronentransferreaktion enantioselektiv sein: bei A -  
[ Ru(phen),12+ ist der Elektronentransfer effizienter als beim 
A-Isomer, das weniger fest an die DNA bindet. Diese ersten 
Versuche demonstrierten bereits den Nutzen chiraler, okta- 
edrischer Metallkomplexe als Sonden fur den Elektronen- 
transfer durch den DNA-Basenstapel. Da Tris( phenanthro- 
1in)-Metallkomplexe nicht nur durch Intercalation binden, 
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konnten mehrere Faktoren zu der gesteigerten Reaktivitat in 
Gegenwart von DNA beitragen: a) die erhohte lokale 
Konzentration von Reaktanten in der Nahe der Helix, b) 
die erleichterte Diffusion der Molekule langs des Polymers 
und c) (vielleicht am interessantesten) ein weitreichender 
Elektronentransfer durch den Stapel. 

Seit diesen ersten Untersuchungen haben wir uns auf 
Metallintercalatoren konzentriert, also Komplexe, die durch 
klassische Intercalation an die DNA binden, um die Chemie 
der Ladungsubertragung durch den DNA-Basenstapel zu 
untersu~hen.[~] Die feste Bindung und starre Assoziation der 
Komplexe an die Helix schrankt die Diffusion langs des 
DNA-Polymers im Verlauf der Reaktion stark ein. Daruber 
hinaus ermoglicht die Einbettung der Donoren und Accep- 
toren durch Intercalation in die DNA-Helix einen direkten 
Einblick in den Basenstapel. Wir stellten in allen Fallen fest, 
daR die DNA-vermittelten Ladungsubertragungen vor allem 
dadurch beeinflufit werden, wie die Donoren und Acceptoren 
in den DNA-Basenstapel eingebaut sind. Hier beschreiben 
wir unsere jungsten Untersuchungen zur Chemie des DNA- 
vermittelten Elektronentransfers rnit Metallintercalatoren. 
Wir geben keinen erschopfenden Uberblick uber die Lite- 
ratur, sondern diskutieren eigene Experimente, die die von 
uns erkannten Prinzipien und die strittigen Punkte, die wir zur 
Beschreibung dieser Chemie noch besser verstehen mussen, 
verdeutlichen sollen. Die Untersuchungen des DNA-ver- 
mittelten Elektronentransfers sind methodisch herausfor- 
dernd, denn sie erfordern eine Kombination der Bioanor 
ganischen Chemie, der Photophysik schneller Prozesse und 
der Chemie zur Modifizierung von Nucleinsauren. Es lohnt 
sich aber, sich dieser Herausforderung zu stellen, denn die 
DNA-Doppelhelix ist nicht blofi eine 
passive Oberflache fur Reaktionen, 
sondern ist vielmehr ein bemerkens- 
wertes Medium, das auch chemische 
Reaktionen uber grol3ere Entfernun- 
gen vermittelt. 

2. Metallintercalatoren als 
Sonden fur DNA-vermittelten 
Elektronentransfer 

Zur Untersuchung des DNA-vermit- 
telten Elektronentransfers haben wir 
uns auf oktaedrische Metallkomplexe 
als Sonden beschrankt, die durch Inter- 
calation fest an die DNA binden. Zur 
Untersuchung der nichtkovalenten As- 
soziation dieser Metallkomplexe rnit 
der DNA-Doppelhelix haben sich 
NMR-Messungen bewahrt, wahrend 
die Positionen und die Faktoren, 
die die Assoziation der Komplexe am 
helicalen Polymer beeinflussen, mit 
photophysikalischen und photochemi- 
schen Methoden bestimmt wurden. 
Solche kombinierten Experimente ha- 
ben sich als sehr leistungsfahig erwie- 

sen, um die Chemie der Ladungsubertragungen aufzuklaren. 
In Abbildung 2 und 3 sind einige der Komplexe gezeigt, die 
als Donoren und Acceptoren fur photoinduzierten Elektro- 
nentransfer verwendet werden konnen. 

2.1. Dipyridylphenazin-Ruthenium- und -0smium- 
Komplexe 

Die Gruppe der Metallkomplexe vom Typ 
[ M( L)2(dppz)]2+ ( M  = Ru, 0 s ;  L = phen, bpy), die den 
dppz-Liganden und weitere Liganden enthalten, sind eine 
konsequente Weiterentwicklung der Tris( phenanthro1in)-Me- 
tallkomplexe; die ,,aromatische Oberflache" des dppz-ligan- 
den ist ausgezeichnet fur eine Intercalation geeignet 
(Abb. 2). Bei den dppz-Komplexen von Ruthenium und 
Osmium sowie kurzlich auch bei denen von Cobalt, Nickel 
und Rhenium konnte gezeigt werden, daR sie tatsachlich an 
die DNA bevorzugt durch Intercalation des dppz-Liganden in 
den helicalen Basenstapel binden.[1"'71 Die Bindungsaffini- 
taten der dppz-Komplexe fur die Duplex-DNA sind mit 
> 1 0 7 ~ - '  um etwa drei Zehnerpotenzen groBer als die der 
einfachen Tris( phenanthro1in)-Metallkomplexe. NMR-Un- 
tersuchungen selektiv deuterierter, an ein DNA-Hexamer 
gebundener [ Ru( phen),(dpp~)]~+-Isomere sprachen fur eine 
Intercalation von der Seite der groRen Furche der Helix aus, 
wobei eine Reihe verschiedener Orientierungen bei der 
Intercalation vorkamen."8] NMR-spektroskopischen Unter- 
suchungen zufolge werden zwar einige Sequenzen bei der 
Bindung der Komplexe an die DNA bevorzugt, doch ist die 
Sequenzspezifitat nicht groB. Dies stimmt rnit den Ergebnis- 

I 

Abb. 2. Derivate von A-[M(phen),(dpp~)].~+, die an die DNA bevorzugt durch Einbau des dppz-Liganden 
zwischen benachbarte DNA-Basenpaare binden (bpy' = 2,2'-Bipyridinderivat, dppz = Dipyrido[2,3-a :2',3'-c] 
phenazin, dmp = 4,7-Dimethyl-l,lO-phenanthrolin). Im MLCT-angeregten Zustand iibertragen diese Kom- 
plexe ein Elektron in den Basenstapel der DNA. 
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sen biophysikalischer Untersuchungen iiberein, nach denen 
die klassische Intercalation im wesentlichen willkiirlich langs 
des helicalen Polymers erfolgt. Wegen der geringen Sequenz- 
spezifitat ist jedoch eine genaue Untersuchung, wie diese 
Komplexe in die Helix eingefiigt sind, unmoglich. 

Die dppz-Komplexe sind nicht nur wegen ihrer festen 
Bindung durch Intercalation, sondern auch wegen ihrer 
einmaligen photophysikalischen Eigenschaften fur unsere 
Untersuchungen gut geeignet. Die Bestrahlung solcher Kom- 
plexe mit sichtbarem Licht fiihrt zur effizienten Population 
eines angeregten Metal1 -+Ligand-Charge-Transfer( MLCT )- 
Zustandes am dpp~-liganden.['~.'~.~~1 Wahrend die Lumines- 
zenz bei Axfregung in organischen Losungsmitteln nachge- 
wiesen werden kann, wird sie in waBriger Losung durch 
Protonenubertragung vom Losungsmittel auf die Phenazin- 
stickstoffatome geloscht.[1y.201 Der DNA-Basenstapel bietet 
einen Schutz vor dieser Lumineszenzloschung. Wenn der 
dppz-Ligand also zwischen die Basenpaare intercaliert, sind 
die Phenazinstickstoffatome vor Wasser geschiitzt, und die 
Lumineszenz des Komplexes tritt wieder ein. Dieser Effekt 
hat sich als empfindlicher Nachweis fur Nucleinsauren er- 
wiesen, und der Ausdruck ,,molekularer Lichtschalter" wurde 
eingefiihrt, um dieses interessante Lumineszenzphanomen zu 
beschreiben. Mit den dppz-Komplexen lassen sich auch 
andere hydrophobe Matrices charakterisieren, z. B. Natrium- 
dodecylsulfat( SDS )-Micellen[21] und Nafion-Filme.[U1 

Wegen def Lichtschaltereigenschaft von [ Ru( L),(dppz)]*+- 
Komplexen sind die Steady-state- und die zeitaufgelosten 
Emissionsprofile besonders empfindlich gegeniiber der Ori- 
entierung des Metallkomplexes innerhalb des DNA-Basen- 
stapels.[141 Wird rm-[  Ru( phen)2(dppz)]2+ an eine Mischse- 
quenz-B-Helix (Nuc1eotid:Ru = 1OO: l )  gebunden, so nimmt 
die Emission biexponentiell rnit t1 = 130 ns (80 Yo) und t2 = 
730 ns (20 %) ab. Bei den enantiomerenreinen Kornplexen A -  
und A-[ Ru(phen),(dppz)12+ wurde nach Bindung an die 
DNA ebenfalls ein biexponentielles Abklingen der Lumines- 
zenz beoba~h te t , [~~]  das wahrscheinlich die NMR-spektro- 
skopisch festgestellten unterschiedlichen Ligandenorientie- 
rungen widerspiegelt.[181 Bei DNA-gebundenem A -  
[ Ru( phen),(dppz)12- nimrnt die Emission rnit tl = 150 ns 
(80%) und t,=800ns (20%) ab, wahrend bei A- 
[ Ru( phen),(dppz)12-, gebunden an eine Mischsequenz- 
DNA, die Lumineszenz rnit t1 = 30 ns (80 YO) und t2 = 160 ns 
(20 YO) abfallt. Dieser Unterschied der Emissionsprofile, der 
sich in der Zunahme der Steady-State-Emissionsausbeute des 
DNA-gebundenen A -Enantiomen auljert, spiegelt die gro- 
Dere Abschirmung des intercalierten Liganden gegen das 
Losungsmittel wider. Die Neigung zu einer so engen Assozia- 
tion zwischen A-[  Ru( phen),(dppz)I2+ und der Duplex-DNA 
ist auf die passenden Symmetrien der Komponenten zuriick- 
zufuhren, die beide rechtsgangig ~ ind .1~~1 Es ist ferner bemer- 
kenswert, daB die Lebensdauer des angeregten Zustandes 
und die relative Verteilung rnit der Konzentration der 
gebundenen Spezies variieren. Dies konnte daran liegen, 
daR die Abklingparameter empfindlich von der Starrheit der 
Helix abhangen, die rnit steigender Beladung rnit Intercala- 
toren zunimmt. 

Ersetzt man im Komplex [ M( phen),(dppz)12+ Ruthenium 
durch Osmium, so andern sich die Lichtschaltereigenschaften 

und die DNA-Bindungseigenschaften des Komplexes nicht ; 
man erhalt vielmehr ein isostrukturelles Analogon des 
Komplexes mit deutlich unterschiedlichen photophysikali- 
schen und elektrochemischen Eigenschaften. Wie beim Ru- 
theniumkomplex laljt sich auch bei [ Os(phen),(dppz)12+ in 
Abwesenheit von DNA bei Bestrahlung in wal3riger Losung 
keine Photolumineszenz n a c h w e i ~ e n . [ ~ ~ ~ ~ ~ ]  In Gegenwart von 
DNA kommt es dagegen nach Anregung zu einer deutlichen 
Emission von langwelligem Licht (d,,, = 738 nm) . Bei DNA- 
gebundenem A - [  O~(phen),(dppz)]~+ tritt ein biexponentiel- 
ler Zerfall der Emission rnit Lebensdauern der angeregten 
Zustande von unter 10 ns auf. Das Osmiumion ist gegeniiber 
dem Rutheniumion in der Oxidationsstufe + 3 um FZ 500 mV 
stabilisiert, so dalj die Oxidation des angeregten Zustandes 
( E,,2(*0s11/0s111) = 0.78 V gegen die Normalwasserstoffelek- 
trode (NHE)) um % 200 mV begiinstigt ist (EI/,(*Ru1I/ 
Ru"') = 0.60 V) .  Wir konnen auch phen- und bpy-Analoga 
rnit elektronenschiebenden oder elektronenziehenden Sub- 
stituenten einsetzen, um die elektrochemischen Eigenschaf- 
ten dieser Kornplexe iiber einen weiten Potentialbereich 
einzustellen. Die Einfiihrung von Methylgruppen in den 
Positionen 7 und 8 des dppz-Liganden verlangert die Lebens- 
dauer der angeregten Zustande der DNA-gebundenen Os- 
mium- und Rutheniumderivate ( M  = Ru: z1 = 370 ns (65 YO), 
t2=1170ns (35%); M=Os: t1=2.18ns (50%), t2=10.1 ns 
(50 % )) . Die bevorzugte Ladungsiibertragung auf den dppz- 
Liganden ist eine wichtige Eigenschaft, die wir in unseren 
Untersuchungen des DNA-vermittelten Elektronentransfers 
nutzten, da beim intercalierten Komplex nach der Anregung 
die Ladung direkt in den Basenstapel iibertragen wird. Die 
dppz-Komplexe sind daher besonders gut geeignet, urn die 
Chemie der DNA-vermittelten Ladungsiibertragung zu un- 
tersuchen. 

2.2. Phenanthrenchinondiimin-Rh"'-Komplexe 

Alle von uns eingesetzten Rhodiumintercalatoren enthal- 
ten als Liganden Phenanthrenchinondiimin (phi). Einige der 
RhIII-Kornplexe, die wir entwickelt haben, sind schematisch in 
Abbildung 3 dargestellt. Auch in diesen Komplexen weist ein 
Ligand eine ausgedehnte ,,aromatische Oberflache" fur die 
Intercalation auf. Tatsachlich binden alle von uns bislang 
synthetisierten phi-Rhodiumkomplexe fest an die DNA, und 
zwar bevorzugt durch Intercalation des phi-Liganden. Die 
Affinitaten reichen von 1 0 6 ~ - '  bis 108~- ' ,  und die Erkennung 
bestimmter Stellen kann selektiv durch Variation der Sub- 
stituenten an den nicht intercalierenden Liganden eingestellt 
~ e r d e n . [ ~ ~ , ~ ~ ]  Einige dieser Komplexe erreichen Affinitaten 
und Spezifitaten fur die DNA, die denen DNA-bindender 
Proteine nahek~mmen.[~'I 

NMR-Messungen haben sich als besonders geeignet 
erwiesen, urn die Strukturaspekte der Assoziation der 
Komplexe mit der DNA zu beschreiben.[28.2y1 Alle Kom- 
plexe binden an die DNA offensichtlich in der grol3en Furche. 
Wenn der Komplex durch Intercalation verankert ist, konnen 
funktionelle Gruppen an den iibrigen Liganden mit Po- 
sitionen in der groljen Furche interagieren und so die 
Selektivitat fur die Bindungsstelle b e ~ t i m m e n . [ * ~ ~ ~ ~ ]  Tatsach- 
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A zuriickkehren kann. In Gegen- 
wart eines Acceptors mit ge- 
eignetem Reduktionspotential 
kann der angeregte Donor rnit 

hv 

dH3 

\ri, 
hv'(kd ~ 1 1 1 ;  Rhll 

N~ N H ~ +  
H 

v L  

A-a-[Rh{( f?,R)-Me2trien>(phi)13+ A-1 -[Rh(mgp)z(phi)]5' 

Abb. 3. Die phi-Komplexe von Rhodium(m), die durch Intercalation an die 
DNA binden (phi = 9,10-Phenanthrenchinondiimin, trien = Triethylentetraamin, 
mgp = 4-Guanidiniummethyl-l,l0-phenanthrolin). Die Gemeinsamkeit dieser 
Gruppe von Metallintercalatoren ist der phi-Ligand, der zur Verankerung des 
Komplexes in der groBen DNA-Furche dient. Durch systematische Variation der 
iibrigen Liganden lassen sich Bindungsaffinitat und Ortsspezifitat einstellen. 

lich haben wir im Fall von A+[ Rh((R,R)-Me,trien)(phi)I3+ 
einen Komplex so entwickelt, dalj er uber eine Anordnung 
nichtkovalenter Bindungen in der groljen Furche an die 
Sequenz 5'-TGCA-3' andocken sollte. Kiirzlich wurde auf der 
Grundlage von NMR-Messungen ein hochaufgelostes Struk- 
turmodell dieses Komplexes, ortspezifisch gebunden an ein 
Dekamer, ermittelt:[29] Der Metallkomplex ist tief in den 
Basenstapel eingebettet und symmetrisch an die Doppelhelix 
gebunden, wobei die nichtkovalenten Bindungen zwischen 
den iibrigen Liganden und der Sequenz 5'-TGCA-3' der 
groljen Furche deutlich sind. Wichtig ist hierbei, dal3 die 
Doppelhelix zwar partiell entwunden wird, damit der Inter- 
calator eingebettet werden kann, aber auljer an dieser Stelle 
die Basenstapelung der DNA nur wenig gestort wird.LZ91 

Bei der Untersuchung des DNA-vermittelten Elektronen- 
transfers zwischen Metallintercalatoren haben wir oft 
[ Rh( phi),( L)I3+-Komplexe als Elektronenacceptoren im 
Grundzustand venvendet. Diese Komplexe sind bei der 
Assoziation mit DNA nicht sequenzspezifisch, sondern bin- 
den willkiirlich an die D~plex-DNA.[~~l  Cyclovoltammetrisch 
wurde ermittelt, daR bei [ Rh(phi),( L)I3+ in DMF die formale 
Reduktion Rh"' +Rh" bei = 0 V (gegen NHE) stattfindet.L31] 
Daher ist der Elektronentransfer von angeregtem 
[ M(phen),(dppz)12+ auf DNA-gebundenes [ Rh(phi),( L)I3+ 
thermodynamisch giinstig (M = Ru: AG" = 0.56 V; M = 0 s :  
AG"=0.73 V).  

Die Photochemie dieser phi-Rhodium-Komplexe hat sich 
in zweifacher Hinsicht als wertvoll herausgestellt : Erstens lielj 
sich aufklaren, an welcher Stelle des helicalen Polymers der 
Metallkomplex bei einer Elektronentransferreaktion gebun- 

den ist, und zweitens sind sie starke Photooxidantien, die 
in die DNA intercalieren. Dank der vielfaltigen Photo- 
chemie dieser Komplexe konnen wir mit Licht unter- 
schiedlicher Wellenlange selektiv verschiedene chemische 
Reaktionen a u s l o ~ e n . [ ~ ~ ~ ~ ~ ]  Eine Bestrahlung der DNA- 
gebundenen Komplexe mit UV-Licht (1 = 313 nm) verur- 
sacht einen direkten Bruch des Zucker-Phosphat-Riick- 
grats der DNA, vermutlich, indem durch aktiviertes 
phi ein C3'-Wasserstoffatom vom Desoxyriboserest an 
der Intercalationsstelle abstrahiert wird.L3OI Der Strang- 
bruch markiert die Intercalationsstelle. Mit dieser photo- 
chemischen Reaktion wurde erfolgreich die Ortsspezi- 
fitat einer Reihe von Komplexen nachgewiesen. Wenn 
die [ Rh( phi),( L)I3+-Komplexe stattdessen rnit sichtbarem 
Licht (1 2 365 nm) angeregt werden, so wird ein stark 
oxidierender angeregter Zustand des Liganden pop~ l i e r t . [~~]  
Auf der Grundlage von Untersuchungen zur Lumineszenz- 
loschung in Losung ohne DNA wurde das Reduktions- 
potential El,z(*Rhrlr/Rhrr) des angeregten Zustandes von 
[ Rh( phi),( phen)13+ auf = 2 V gegen NHE geschatzt. Man 
kann also diese Rhodiumintercalatoren nicht nur im Grund- 
zustand, sondern auch im angeregten Zustand als Elektro- 
nenacceptoren verwenden. 

3. DNA als Brucke fur Elektronentransfer 

iibertragen, so dalj die ~ ~ i ~ ~ i -  nentransferreaktionen zwischen 
DNA-gebundenen Metallinter- 

on unterdriickt wird. Die Pro- calatoren, 
dukte dieser Hinreaktion ge- 
hen dann eine thermische Rekombination mit der Geschwin- 
digkeitskonstanten k,,, zum Molekulpaar im Grundzustand 
ein. Innerhalb dieses Schemas konnen wir daher die Elektro- 
nentransferreaktionen zwischen den Metallintercalatoren 
und dem DNA-Basenstapel als dazwischenliegender Briicke 
verfolgen. 

3.1. Kopplung rnit dem Basenstapel durch Intercalation 

Zunachst untersuchten wir die Emissionsloschung von 
DNA-gebundenem, angeregtem [ Ru( phen),(dppz)12+ durch 
zwei Acceptoren, namlich [ Rh(phi),(phen)I3+, das in die 
DNA intercaliert, und [ Ru( NH3)6J3+, das an die Oberflache 
der Doppelhelix bindet (Abb. 4) .r3l1 Weil das (Rh"'/Rh")- 

Angew. Chem. 1997,109,2830-2848 2835 



K. Barton et al. AUFSATZ 

Abb. 4. Schematische Darstellung von DNA-gebundenen Ubergangsmetall- 
kornplexen. Gezeigt sind A - [  Ru(phen),(dppz)lz+ (rot), A - [  Rh(phi),(bpy)]'+ 
(gelb) und [Ru(NH3),13' (griin). d-[R~(phen),(dppz)]~+ und A -  
[Rh(phi),(bpy)13+ sind Metallintercalatoren, rnit denen sich die DNA-Basen- 
stapelung direkt untersuchen laat. [Ru( NH3)J3', das kein geeignetes Liganden- 
geriist hat, urn in die DNA zu intercalieren, assoziiert nur an der DNA- 
Oberflache und hat daher keinen Zugang zurn Basenstapel. 

Reduktionspotential von [ Rh( phi),( phen)13+ ( E,,,( Rh"'/ 
Rh") = - 0.03 V gegen NHE) fast identisch ist rnit dem von 
[ Ru( NH3)6]3C (0.01 V ) ,  unterscheidet sich die treibende 
Kraft der beiden Donor/Acceptorpaare fur die Reaktion 
nur wenig. Wenn der Intercalator [ Rh( phi),(phen)13+ oder 
[ Rh( phi),(bpy)13+ zu einer Losung von DNA-gebundenem 
[ Ru( phen),(dppz)]*+ titriert wird, findet eine effiziente und 
schnelle (unterhalb des Nanosekundenbereichs) Loschung 
der Rutheniumemission statt. In einem ahnlichen Konzentra- 
tionsbereich unterdruckt auch [ Ru( NH3)J3+ die Lumines- 
zenz von DNA-gebundenem [ Ru( phen),(dppz)12+, allerdings 
weniger effizient und im Nanosekundenbereich. Im Unter- 
schied zum intercalierenden Acceptor weist [ Ru( NH3)J3+ bei 
der Lumineszenzloschung ein Profil auf, das fur eine diffu- 
sionsabhangige Reaktion spricht. Der Elektronentransfer 
verlauft hier nicht durch die DNA, vielmehr erleichtert die 
DNA lediglich die Diffusion des Acceptors. 

Die Unterscheidung von Elektronentransferreaktionen 
zwischen intercalierten Donoren und Acceptoren und sol- 
chen, bei denen die Reaktanten in der Furche der Helix 
liegen, laBt sich auch aus den Daten anderer Arbeitsgruppen 
ableiten.['"] Einerseits lauft z. B. die Lumineszenzloschung von 
intercaliertem Ethidium durch ebenfalls intercaliertes N,N'- 
Dimethyl-2,7-diazapyreniumdichlorid (DAP) schneller ab als 
ohne DNA.""] Andererseits wird die Lumineszenz von 
Ethidium durch in der Furche gebundenes Methylviologen 
oder durch Palladiumporphyrine nicht so bemerkenswert 
effizient und schnell geloscht wie durch Metallintercalato- 
ren.""] Wenn die Lumineszenz von DNA-gebundenem, licht- 
angeregtem [ Ru( phen),(dppz)12+ rnit Methylviologen ge- 
loscht wird, ist die Loschung auch langsam im Vergleich zu 
Reaktionen zwischen Molekulen, die den Basenstapel durch 
Intercalation direkt erreichen konnen.['"l 

Tatsachlich ist das Einbetten in den Basenstapel so wichtig, 
daB sogar bei Molekulen, die in die DNA intercalieren, die 
Art der Stapelwechselwirkung anscheinend die Reaktivi- 
tat durch Elektronentransfer beeinflufit. Wenn z. B. 
[ Rh( phen),( phi)]3f zu Losungen von DNA-gebundenem 
[ Ru( phen),(dppz)]*+ titriert wird, gibt es keine Loschung 
der Rutheniumphotolumineszenz, obwohl die treibende Kraft 
fur die Reaktion ausreichend groB i ~ t . [ ~ ~ ]  Nach Versuchen rnit 
photoinduzierter Spaltung intercaliert [ Rh( phen),( phi)13+ 

hauptsachlich formselektiv an Stellen rnit einer offenen 
groBen Furche und ist damit sequenzselektiver bei der DNA- 
Bindung als [ Rh( phi)*( L)]3+-Komplexe.[331 Der Komplex 
bindet zwar durch Intercalation, doch ist seine Eindringtiefe 
in den Basenstapel der DNA durch sterische Wechselwirkun- 
gen der ubrigen Phenanthrolin-Liganden rnit dem Zucker- 
Phosphat-Ruckgrat der DNA begrenzt. [ Rh( phen),( phi)I3+ 
1aBt sich also nicht effektiv genug rnit dem DNA-Basenstapel 
koppeln, um die Rutheniumemission zu unterdrucken. 

Der EinfluB der Stapelung auf die Effizienz der Lumines- 
zenzloschung ist auch fur den Elektronendonor von Bedeutung. 
Wegen der passenden Symmetrie der rechtsgangigen oktaedri- 
schen Metallkomplexe und der rechtsgangigen D~plex-DNA[*~l 
ist das A-Enantiomer tiefer in die DNA-Basen eingebettet. 
Daher ist es auch nicht uberraschend, daB die Emission von 
A - [  Ru( phen),(dppz)12+ starker von [ Rh(phi),(bpy)13+ unter- 
druckt wird als die von A-[  Ru( phen) , (dpp~) ]*+ . [~~ ,~~]  Wir 
haben auch signifikante Unterschiede in der Effizienz der 
Lumineszenzloschung bei photoinduzierten Reaktionen rnit 
[ Ru( phen),(dppz)]*+ gegenuber Ethidium als Donor fest- 
gestellt, wenn Donoren und Acceptoren vollstandig gebun- 
den waren. Auch hier bestehen keine Unterschiede in der 
treibenden Kraft fur die Reaktion zwischen den beiden 
Redoxpaaren ; die intercalierenden Gruppen sind anschei- 
nend nur unterschiedlich in die DNA-Doppelhelix eingebet- 
tet, und dies beeinfluBt den Elektronentransfer. Eine effek- 
tive Stapelung ist also eine Voraussetzung fur eine Kopplung 
der Reaktion rnit der Duplex-DNA. Es ist fur uns eine 
Herausforderung, ein genaues Verstandnis dafur zu entwik- 
keln, wie eine effektive Stapelung bewirkt wird, und MeB- 
groBen zu erarbeiten, anhand derer wir diese Stapelung und 
ihre Wirkung auf die Kopplung beurteilen konnen. 

In Versuchen mit [ Os( phen),(dppz)]*+ als lichtangeregtem 
Donor wurde die schnelle, statische Lumineszenzloschung 
untersucht ; anhand dieser Versuche konnten Energieiiber- 
tragung und Diffusion der Metallkomplexe als Mechanis- 
men fur die effiziente Emissionsloschung zwischen den 
Metallintercalatoren ausgeschlossen ~ e r d e n . [ ~ ~ ]  Wie beim 
Rutheniumkomplex wird auch die Osmiumemission durch 
[ Rh( phi),(bpy)I3+ effizient geloscht. Uber einen groBeren 
Konzentrationsbereich von Acceptoren sind die Emissions- 
loschungsprofile von Osmium und Ruthenium sehr ahnlich. 
Dies ist durch einen diffusionsabhangigen Mechanismus nicht 
erklarbar. Wenn die Diffusion hierfur wichtig ware, wiirde 
man eine weniger effiziente Loschung der Emission des 
Osmiumdonors erwarten, da sein angeregter Zustand erheb- 
lich kurzlebiger ist als der des Rutheniumdonors. Aurjerdem 
uberlappt das rotverschobene Emissionsspektrum des Os- 
miumkomplexes nicht rnit dem Absorptionsspektrum des 
Acceptors, so daB auch eine Energieubertragung als Mecha- 
nismus fur die Lumineszenzloschung auszuschlieBen ist. Auch 
die Ahnlichkeit der Reaktionsprofile von Ruthenium und 
Osmium spricht gegen die Beteiligung einer Energieuber- 
tragung an der Lumineszenzloschung der Osmium- oder 
Rutheniumkomplexe durch [ Rh( phi),(bpy)]"+. 

Ein Vergleich der Emissionsunterdruckung von Rutheni- 
umdonoren durch Rhodiumacceptoren, die entweder an 
DNA oder in SDS-Micellen gebunden sind, unterstreicht 
ebenfalls die Bedeutung der DNA-Basenstapel fur die Ver- 
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mittlung eines schnellen und effizienten Elektronentransfers 
( Abb. 5).[33] Sowohl die DNA-Doppelhelix als auch die 
Micelle stellen anionische Oberflachen zur Verfugung, an 
die unsere kationischen Donoren und Acceptoren binden, 
sowie einen hydrophoben Innenraum, in den die groBen, 

Abb. 5. Darstellung des Elektronendonors A-(R~(phen),(dppz)]~+ (rot) und 
des Elektronenacceptors ~l-[Rh(phi)~(bpy)]~+ (gelb), gebunden an eine DNA- 
Doppelhelix (oben) und eine SDS-Micelle (unten). 

intercalierendenLiganden eingebettet werden konnen. Der 
wesentliche Unterschied zwischen den beiden mikrohetero- 
genen Milieus ist, daB die SDS-Micelle keinen strukturierten 
Weg fur einen Elektronentransfer wie die DNA aufweist. 
Folglich unterdrucken die Rhodiumkomplexe im micellaren 
System zwar die Rutheniumlumineszenz, aber der Elektro- 
nentransfer ist weitaus weniger effektiv als die DNA-ver- 
mittelte Reaktion und lauft im Nanosekundenbereich ab. Die 
Lumineszenzloschung in der Micelle ist diffusionsabhangig 
und erfordert einen StoB zwischen Donor und Acceptor; im 
Unterschied dazu ist bei DNA-vermitteltem Elektronentrans- 
fer zwischen Metallintercalatoren die Lumineszenzloschung 
diffusionsunabhangig. 

3.2. Geschwindigkeit des DNA-vermittelten 
Elektronentransfers 

Um unser Verstandnis des Elektronentransfers zwischen 
Metallintercalatoren zu vertiefen, verfoIgten wir die Reaktion 
rnit ultraschneller Laserspektroskopie mit einer Auflosung im 
Pikosekundenbereich und hofften, so die Geschwindigkeit 
der schnellen photoinduzierten Lumineszenzloschung bestim- 
men zu konnen.[34] Fur die Hinreaktion des Elektronentrans- 
fers (k,,, siehe Schema 1) setzten wir zeitkorrelierte Einzel- 
photonenmessung (TCSPC; Auflosung = 50 ps) ein, rnit der 
der Zerfall des lichtangeregten Zustandes des Donors 
[ M( phen),(dppz)12+ detektiert werden konnte. Wenn die 

Lumineszenzunterdruckung von lichtangeregtem [ Ru- 
( phen),(dppz)I2+ durch DNA-gebundenes [ Rh( phi),(bpy) J3+ 

rnit ultraschneller TCSPC verfolgt wurde, wurde trotz einer 
signifikanten Emissionsloschung keine Anderung in der 
Zerfallskinetik des angeregten Zustandes in Abhangigkeit 
vom eingesetzten Acceptor festgestellt. Vielmehr auBerte 
sich die Reaktion in erster Linie in einem Verlust an 
Lumineszenzintensitat, der rnit steigender Konzentration an 
[ Rh( ~ h i ) ~ ( b p y ) ] ~ +  zunahm, zum Zeitpunkt Null. Das Gleiche 
wurde mit dem isostrukturellen Analogon [ Os( phen),(dppz)]*+ 
beobachtet. Daraus 1aBt sich schlieBen, daB die Emissions- 
loschung durch Elektronentransfer schneller verlauft, als mit 
dem MeBinstrument nachgewiesen kann. So haben wir als 
unteren Grenzwert fur die Geschwindigkeitskonstante k,, 
dieser sehr schnellen Reaktion 3 x 10'O s-I bestimmt. 

Den Elektronentransfer in umgekehrter Richtung haben 
wir rnit ultraschneller transienter Absorptionsspektroskopie 
gemessen. Nach der Anregung von [ M(phen),(dppz) I,+- 
Komplexen bei 390 nm verfolgten wir die Anderung der 
Absorption der Probe bei 420 nm in Abhangigkeit von der 
Zeit. Ohne Acceptor stimmt die Kinetik, nach der der 
Grundzustand wieder besetzt wird, rnit der Lumineszenz- 
lebensdauer der DNA-gebundenen Donoren uberein. Wird 
[ Rh( phi),(bpy)J3+ zu Losungen von DNA-gebundenen Do- 
noren titriert, detektiert man eine weitere Komponente, 
deren Intensitat rnit steigender Menge an Rhodium zunimmt. 
Eine Analyse der Kinetik der transienten Absorption ergibt, 
daB sich die schnelle Phase gut rnit k,,, = 9.0 x loto s-I bei M = 
Ru und 1.1 x 10" ss l  bei M = 0 s  beschreiben la&. Weil eine 
solche Geschwindigkeitskonstante bei der Kinetik des Lumi- 
neszenzzerfalls nicht ermittelt werden konnte, sind wir zuver- 
sichtlich, daB die Konstante der Rekombination zugeordnet 
werden kann. 

Die Daten fur sieben Donor-Acceptor-Paare, aufgelost im 
Pikosekundenbereich, sind in Tabelle 1 z~sammengestellt.[~~] 
Fur die entsprechenden Versuche wurden bei den Donoren 
die intercalierenden Liganden, die iibrigen Liganden, die 
relative Hydrophobie, die absolute Konfiguration und das 
Metallzentrum variiert. Obwohl somit ein weiter Bereich an 
chemischen Eigenschaften abgedeckt wurde, betragen die aus 
den Messungen der transienten Absorption ermittelten Ge- 

Tabelle l. Geschwindigkeitskonstanten fur die Rekombination im Grundzu- 
stand nach dem Elektronentransfer von angeregten, DNA-gebundenen Donoren 
auf A-[Rh(phi),(bpy) J3+ [a,b]. 

Donor DNA krec[c1 - AGe [dl 
[109~-5 [v] 

~ - [ R u ( ~ h e n ) ~ ( d p ~ z ) l * +  Kalbsthymus 9.2 1.66 
rat-[ Ru(bpyMdw) l2+  Kalbsthymus 7.1 1.69 
d-[Ru(dmP),(dPPz)12+ Kalbsthymus 11 1.59 
A - [  Ru(phen),( F2dppz)]*+ Kalbsthymus 1.7 1.68 
ruc-[ Ru(phen),( Me,dppz) ]*+ Kalbsthymus 9.2 1.61 
4 W ~ h e n ) d d ~ ~ z ) l ~ +  Kalbsthymus 11 1.21 
~-[Ru(phen)2(dppz)IZ+ Kalbsthymus 4.5 

d-[Ru(phen),(dppz)l2+ poly-d( GC) 0.21 
d-[Ru(phen)ddppz) 1" poly-d( AT) 1.4 

[a] Nach Lit. [34]. Die Daten wurden mit transienter Absorptionsspektroskopie 
ermittelt. [b] Experimentelle Bedingungen: [ Ru], [ Os] = 2 0 p ~ ,  [DNA] = 2mM 
Nucleotide (M:Nuc = 1:100), 5 m ~  Tris(hydroxymethy1)aminomethan (Tris), 
5 O m ~  NaCI, pH8.5. [c] Der Fehler von k,,, wurde auf i l O %  geschatzt. 
[d] - AGe = [ EIi2( M"'/M") - E,,*( Rhlll/Rh'l) 1.  Der Fehler von AG* wurde auf 
i 50 mV geschatzt. 
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schwindigkeitskonstanten N 1Olo  s-l. Sogar beim Osmiurn- 
komplex, dessen Oxidationsstufe + 3 im Vergleich zu der des 
Rutheniurnkomplexes um M 500 mV stabilisiert ist, ist die 
Geschwindigkeit der Rekombination nicht wesentlich be- 
einfluBt. Wird jedoch die absolute Konfiguration des 
Donors verandert, so andert sich die Reaktionsgeschwindig- 
keit erheblich. Wahrend beim rechtsgangigen Enantiomer 
A-[Ru(phen),(dppz)12+ k,,, = 9.0 x 10" s-l betragt, liegt k,,, 
des linksgangigen Enantiomers um den Faktor 2.5 niedri- 
ger. Der schnellere Elektronentransfer, der bei A -  
[ Ru( phen),(dppz)12+ festgestellt wurde, ist in Einklang rnit 
der tieferen Einbettung dieses Enantiorners in die Doppel- 
helix. Besonders interessant ist, daB die Rekombinationen 
relativ unempfindlich gegeniiber der Beladung der Helix rnit 
Acceptormolekiilen sind. Wenn die Acceptorkonzentration 
wahrend einer Titration ansteigt, envartet man (eine zufallige 
Verteilung der Helixbelegung vorausgesetzt) , daB im Mittel 
der Abstand von Donoren und Acceptoren abnimmt. Den- 
noch stellten wir bei diesen Experimenten fest, daB die Zahl 
der Rekombinationen irn Pikosekundenbereich zwar rnit 
zunehmenden Aquivalenten an Acceptor ansteigt, daB sich 
die Geschwindigkeitskonstante aber nicht als Funktion der 
Acceptorkonzentration andert. Ein solcher Befund deutet 
moglichenveise auf eine nur geringe Abhangigkeit der Reak- 
tionsgeschwindigkeit von der zu iiberbriickenden Entfernung 
hin. 

Die hohen Reaktionsgeschwindigkeiten und die Unemp- 
findlichkeit der schnellen Rekombination gegeniiber der 
Beladung der Helix konnten auch durch ein Modell erklart 
werden, nach dem Donor und Acceptor kooperativ an die 
DNA-Helix Bei einem solchen Clustermodell 
waren die Abstande zwischen den Metallkomplexen klein; 
die Reaktionsgeschwindigkeiten waren daher hoch und 
scheinbar unabhangig von der Beladung. Auf die Titration 
von DNA-gebundenem [ Ru( phen),(dppz)12+ rnit dem Rho- 
diumkomplex als Acceptor konnte ein solches Clustermodell 
zwar zutreffen, doch ware eine Bindungskooperativitat von 
mehr als 1 kcal n0twendig.1~~1 Eine Storung der Circulardi- 
chroismus( CD)-Spektren von A-[  Ru(phen),(dppz)12+ und 
A - [  Rh( phi),(bpy)I3+, die rnit hoher Beladung an poly-d( AT) 
gebunden wurden, wurde als Hinweis dafiir gewertet, daB der 
Rhodiumkomplex bevorzugt in der Nahe von A -  
[ Ru( phen),(dppz)12+ bindet.[361 Es ist allerdings schwierig, 
eine solche Clusterbildung rnit einigen anderen Fakten in 
Einklang zu bringen: a) Die schnelle Emissionsloschung 
findet in Micellen nicht statt, obwohl dort eine Clusterbildung 
gefordert werden sollte; b) bei allen untersuchten Donoren 
wurde eine beladungsunabhangige Kinetik nachgewiesen; c) 
Donoren und Acceptoren binden willkiirlich und unabhangig 
voneinander an die DNA, ohne deren Konformation zu 
verzerren. AuBerdem gibt es beziiglich der Struktur keine 
offensichtlich erkennbare Grundlage fur die kooperative 
Bindung zwischen dem Ruthenium- und dem Rhodiumzen- 
trum, die dem Modell geniigen wiirde. 

Bemerkenswert ist auch, daB wir die groBte Anderung des 
Elektronentransfers in Abhangigkeit von der Sequenz der 
DNA-Briicke f e ~ t s t e l l t e n . [ ~ ~ , ~ ~ ]  Auffallig ist in Tabelle 1 die 
Geschwindigkeitskonstante k,,, der Rekombination vom re- 
duzierten Acceptor zum oxidierten Donor mit poly-d( AT) 

und poly-d( GC): Sie ist rnit poly-d( AT) 30mal hoher als rnit 
poly-d( GC). Dariiber hinaus hangt auch die Elektronen- 
transferausbeute von angeregtem [ M( phen),(dppz)12+ auf 
DNA-gebundenes [ Rh( phi),(bpy)13+ stark von der Nuclein- 
sauresequenz ab. Der Anteil der poly-d( AT)-gebundenen 
angeregten Donor-Metallkornplexe ( M  = 0 s  oder Ru), die 
ein Elektron iibertragen, entspricht etwa der Elektronen- 
transferausbeute bei der Bindung an eine gemischte Sequenz 
von Kalbsthymus( CT)-DNA. Binden die gleichen Donoren 
dagegen an poly-d( GC) ,  sinkt der entsprechende Anteil 
signifikant. Wahrend allerdings die Ausbeute des photoindu- 
zierten Elektronentransfers bei poly-d( GC)-gebundenem 
[ M( phen),(dppz)]*+ gegeniiber Kalbsthymus-DNA- und 
poly-d( AT)-gebundenem abnimmt, bleibt die Geschwindig- 
keitskonstante der Hinreaktion k,, groBer als 3 x 1O1O s-1.[341 
Dies ist ebenfalls kaum rnit dem Clustermodell vereinbar, 
weil offenbar sowohl die Rekombinationsgeschwindigkeit als 
auch die Ausbeute beim Elektronentransfer von der DNA- 
Sequenz zwischen Donor und Acceptor abhangen. 

Wegen dieser Diskrepanzen haben wir den Circulardi- 
chroismus von A - [  Ru(phen),(dppz)12+ und A - [  Rh- 
(phi),(bpy)I3+, gebunden an verschiedene DNA-Polymere, 
noch einmal in Abhangigkeit von der Konzentration gepriift, 
um so die Parameter, die eine mogliche Clusterbildung 
beeinflussen, moglichst vollstandig zu e r f a ~ s e n . ' ~ ~ ]  Wir stellten 
allerdings keine systematische Veranderung der CD-Spektren 
fest, weder in Abhangigkeit von der Beladung der Helix noch 
in Abhangigkeit von der Polymersequenz. Der induzierte 
Circulardichroismus, der bei jedem Intercalator nach Zugabe 
von DNA auftritt, entsteht unabhangig davon, ob die 
Verbindungen zusammen oder getrennt an die DNA gebun- 
den sind; er hangt ab von der Bindung an die chirale Position 
zwischen den Basenpaaren und wird auch bei achiralen 
Intercalatoren beobachtet. 

Wir iiberpriiften das Clustermodell auch durch NMR- 
Messungen. Dabei untersuchten wir die Ortsspezifitat der 
Intercalation in die DNA, indem wir die Storungen im 
Spektrum der austauschbaren Irninoprotonen eines jeden 
Basenpaares in einem DNA-Dekamer verfolgten, wie sie 
durch die Intercalation der Rhodium- undloder der Ruthe- 
niumverbindung entstehen. Die NMR-Daten widerlegen 
nicht nur das Clustermodell, sondern deuten auf eine antiko- 
operative Bindung der Komplexe an das Dekamer hin, wobei 
die Intercalatoren in erster Linie an Stellen in der Helix 
binden, die vier Basenpaare voneinander entfernt sind. 

Aus der gesamten Diskussion iiber kooperative versus 
antikooperative Bindung lassen sich jedoch einige Lehren 
ziehen: Fur alle derartigen Untersuchungen des Elektronen- 
transfers ist ein grundlegendes Verstandnis der Struktur und 
der Art, wie Donoren und Acceptoren an die Helix assoziiert 
sind, Voraussetzung. Um die Entfernungsabhangigkeit des 
Elektronentransfers im einzelnen zu untersuchen, ist es ferner 
wichtig, Versuche durchzufiihren, bei denen Donoren und 
Acceptoren einen definierten Abstand voneinander haben 
und durch eine festgelegte DNA-Sequenz voneinander ge- 
trennt sind. Bei Molekiilen, die nichtkovalent an die DNA 
gebunden sind, kommt es zu einer statistischen Verteilung von 
Abstanden und Bindungsstellen, und es wird schwierig, die 
verschiedenen Parameter voneinander zu trennen. 
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3.3. Charakterisierung der Produkte des 
Elektronentransfers 

Gibt es weitere Hinweise, dalj die schnelle Lumineszenz- 
loschung tatsachlich die Folge eines Elektronentransfers ist ? 
Der Anteil der Rekombinationen, die im Pikosekundenbereich 
ablaufen, reprasentiert den GroBteil der angeregten Zu- 
stande, die durch Elektronentransfer abreagieren. Anschei- 
nend rekombiniert ein kleiner Anteil reduzierter Acceptoren 
und oxidierter Donoren aber erst nach langerer Zeit. Um alle 
langlebigen Zwischenprodukte des Elektronentransfers bei 
der Reaktion zwischen Metallintercalatoren zu identifizieren 
und zu charakterisieren, verfolgten wir die photoinduzierten 
Elektronentransferreaktionen rnit transienter Absorptions- 
spektroskopie im Mikrosekundenbereich. Bei den Donoren 
[ Ru(dmp),(dppz)12+ und [ Os( phen),(dppz)12+ wiesen wir 
tatsachlich rhodiuminduzierte Intermediate nach, die meh- 
rere Mikrosekunden stabil Dank der Stabilitat des 
Osmiumkomplexes in der Oxidationsstufe + 3 konnten wir 
die Wellenlangenabhangigkeit der Absorption des langlebi- 
gen Intermediats messen: Das resultierende Differenzspek- 
trum (0s"' - 0s") ist nahezu identisch mit dem, das man 
entweder bei chemischer Oxidation von [ Os( phen),(dppz)12+ 
in Losung oder bei photochemischer Oxidation von DNA- 
gebundenem, angeregtem [ Os( phen),(dppz)12+ erhalt. So 
wurde das langlebige Zwischenprodukt unzweifelhaft als 
oxidierter Donor identifiziert und damit der Mechanismus 
des Elektronentransfers eindeutig bestatigt. 

3.4. Elektronentransfer iiber einen festgelegten Donor- 
Acceptor-Abstand 

Experimente rnit nichtkovalent an die Duplex-DNA ge- 
bundenen Donoren und Acceptoren wurden stets bei nied- 
riger Beladung der DNA rnit Reaktanten durchgefiihrt, um 
einen groljtmoglichen Donor-Acceptor-Abstand zu erhalten. 
In einem typischen Experiment entspricht ein 1:l-Verhaltnis 
zwischen Donor und Acceptor einem durchschnittli- 
chen Abstand von 25 Basenpaaren. Bemerkenswerterweise 
reagieren 50% der angeregten Zustande von A -  
[ M( phen),(dppz)12+ via Elektronentransfer, was darauf hin- 
deutet, daB die Reaktion auch bei niedriger Beladung sehr 
effizient ablauft. Unter diesen Bedingungen liegt allerdings 
immer eine statistische Verteilung von Donor-Acceptor- 
Abstanden vor. AuBerdem konnen wir die bereits diskutierte 
Moglichkeit der Clusterbildung rnit nichtkovalent an die 
Helix gebundenen Metallkomplexen nicht ausschlieljen. Um 
definitiv nachzuweisen, dalj der photoinduzierte Elektronen- 
transfer iiber einen gewissen Abstand moglich ist, muljten wir 
die intercalierenden Donoren und Acceptoren an gegeniiber- 
liegenden Enden der Doppelhelix anbringen und erhielten so 
ein Konjugat, in dem der Abstand zwischen Donor und 
Acceptor fixiert werden kann. 

Wir konstruierten eine Duplex-DNA, in der 
[ Ru( phen),(dppz)I2+- und [ Rh( phi),( phen)13+-Derivate 
iiber flexible Linker kovalent an gegenuberliegende Enden 
eines 15 Basenpaare langen Oligonucleotids gebunden waren 
( Abb. 6) .L4O] Die Komplexe konnten intercalieren, waren 

Abb. 6. Schematische Darstellung einer 15 Basenpaare langen DNA-Doppel- 
helix mit A-[Ru(phen),(dppz)I2+ (rot) als Elektronendonor und A -  
[Rh(phi),(phen)]'+ (gelb) als Elektronenacceptor, fixiert an gegeniiberliegen- 
den Enden des Konjugats, so daB die Komplexe zwar intercalieren, aber einen 
festen Abstand zueinander haben. Gezeigt ist der wahrscheinlichste Abstand von 
11 Basenpaaren (41 A). 

dann jedoch = 40 A voneinander entfernt. Zusatzliche Ex- 
perimente rnit Doppelhelices, die entweder einen kovalent 
gebundenen Ruthenium- oder Rhodiumkomplex (aber nicht 
beide gleichzeitig) trugen, ermoglichten es, die Integritat der 
metallkomplexmodifizierten Duplex-DNA und der Intercala- 
tionsstellen zu untersuchen. Wegen der Empfindlichkeit, mit 
der die Rutheniumlumineszenz auf die unmittelbare Umge- 
bung reagiert, konnten wir die Intercalation des angebunde- 
nen Rutheniumkomplexes in der Helix charakterisieren. In 
dem Konjugat, das nur den Rhodiumkomplex enthielt, wurde 
die Intercalationsstelle bestimmt durch photoinduzierte Spal- 
tung. In dem gezeigten, 15 Basenpaare langen Molekiilver- 
band konnen die Metallkomplexe eine oder zwei Basenpaare 
vom Ende der Duplex-DNA entfernt intercalieren, so dalj ein 
Abstand von 41 A zwischen Donor und Acceptor am wahr- 
scheinlichsten Bemerkenswertenveise wurde bei Anre- 
gung des Rh/Ru-Nucleinsaure-Konjugats mit zwei unter- 
schiedlichen Metallen keine Rutheniumlumineszenz festge- 
stellt. Wie bereits nach Experimenten rnit nichtkovalent 
gebundenen Donoren und Acceptoren vermutet, kann der 
photoinduzierte Elektronentransfer zwischen intercalieren- 
den Metallkomplexen durch die Doppelhelix effizient iiber 
eine groljere molekulare Entfernung ablaufen. Als Mindest- 
wert fur die Geschwindigkeitskonstante der photoinduzierten 
Reaktion wurde 3 x lo9 s-' bestimmt. Die DNA-Doppelhelix 
ist also tatsachlich eine Briicke fur weitreichenden Elektro- 
nentransfer. 

Vor dem Hintergrund klassischer Untersuchungen iiber 
Elektronentransfer durch o-Bindungsnet~e[~~I war eine solche 
Reichweite fur die Ubertragung von Elektronen durch die 
DNA erstaunlich. Daher beginnen Chemiker nun, die theo- 
retischen Grundlagen der Ladungsubertragung zu erarbeiten, 
die durch den DNA-Basenstapel vermittelt ~ i r d . 1 ~ ~ 1  Unsere 
Untersuchungen deuten auf die Basenstapelung als kritisches 
Element bei der Bestimmung der Effizienz der Reaktion hin. 
Fur eine effiziente, durch den DNA-Basenstapel vermittelte 
Reaktion miissen Donoren und Acceptoren vollstandig 
intercaliert sein. Tatsachlich bestehen groljere Unterschiede 
im Elektronentransfer nicht nur zwischen Redoxpaaren, die 
in der Furche der DNA gebunden sind, und solchen, die 
intercaliert sind, sondern auch zwischen Intercalatoren, die 
unterschiedlich tief in die Helix eingebettet sind. Unsere 
Ergebnisse verdeutlichen, wie wichtig es ist, diesen ,$tapel- 
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parameter" explizit zu betrachten, wenn man theoretische 
Modelle der DNA-vermittelten Ladungsiibertragung entwik- 
keln will. 

In anderen Arbeitsgruppen wurden inzwischen mehrere 
DNA-Konjugate rnit kovalent gebundenen Donoren und 
Acceptoren synthetisiert. Auf den ersten Blick scheinen die 
mit diesen Konjugaten erhaltenen Ergebnisse ziemlich un- 
einheitlich zu sein. Meade und Kayyem haben ein System 
entwickelt, bei dem ein nichtintercalierender Ruthenium- 
komplex kovalent an Aminozucker an der terminalen Posi- 
tion von Oligonucleotiden gebunden Sie stellten fest, 
daB der Elektronentransfer in diesem System ahnlich wie in 
Proteinen ablauft. Erst kiirzlich bestimmten Lewis et al.[44] die 
Geschwindigkeit der Photooxidation eines Guanins in einer 
DNA-Haarnadelschleife durch Stilben, das an der Spitze 
dieser Schleife gebunden war. Durch systematische Veran- 
derung der Guaninposition innerhalb der Haarnadelschleife 
konnten sie die Geschwindigkeit des Elektronentransfers 
messen und daraus den elektronischen Kopplungsparameter 
p = 0.64 A-l bestimmen. Dieser Wert liegt zwischen dem, der 
sich bei einem a-Bindungssystem in Proteinen ergibt und 
dem, den man fur ein hochgekoppeltes n-Elektronensystem 
erwarten wurde. 

Vor kurzem haben wir damit begonnen, den Rahmen 
unserer Versuche zu enveitern und organische Intercalatoren 
wie Ethidium einz~beziehen.[~~l Auch mit kovalent gebunde- 
nem Ethidium, das an einem Ende eines DNA-Oligonucleo- 
tids intercaliert ist, und einem [ Rh( phi),(bpy)13+-Derivat, das 
am entgegengesetzten Ende kovalent gebunden und interca- 
liert ist, stellten wir einen schnellen ( 2 10lo s-') photoindu- 
zierten Elektronentransfer fest. Interessanterweise ist trotz 
ahnlicher treibender Kraft die Effizienz von angeregtem 
Ethidium als Donor sowohl bei kovalenter als auch bei 
nichtkovalenter Bindung geringer als die von Ruthenium. 
Dies konnte von Unterschieden bei der Einbettung der 
Donoren in die DNA herruhren. Die Distanz zwischen Donor 
und Acceptor wurde zwischen 17 und 36A variiert. In 
jedem Fall trat Fluoreszenzloschung auf, deren Ausbeute 
nur geringfiigig vom Abstand abhangt. Experimente mit 
variierender Temperatur und rnit Fehlpaarungen in der 
Doppelhelix unterstreichen aber die auljergewohnliche 
Empfindlichkeit der Reaktionen gegeniiber der Art der 
Einbettung der Donoren und Acceptoren in die Helix unter- 
schatzt. Photoinduzierte Lumineszenzloschung IaRt  sich nam- 
lich in einer 11 Basenpaare langen Duplex-DNA mit fixier- 
tem Ethidium und Rhodium nachweisen (Tabelle 2 ) ,  doch 
wird die weitreichende Ladungsiibertragung durch eine ein- 
zige dazwischenliegende C-A-Fehlpaarung unterbunden. Ei- 
ne G-A-Fehlpaarung jedoch, die sich gut in eine B-Helix- 
DNA einfugt, kann die Emissionsloschung noch verstarken. 
Nach diesen Ergebnissen sind wir zuversichtlich, daR die 
Chemie des weitreichenden Elektronentransfers bei der 
Entwicklung neuer Biosensoren, die empfindlich auf den 
Zustand der DNA-Briicke reagieren, eine Anwendung finden 
kann. 

Wir konnen nun damit beginnen, unsere eigenen Unter- 
suchungen iiber DNA-vermittelten Elektronentransfer in 
kovalent gebundenen Konjugaten rnit denen anderer Arbeits- 
gruppen in Einklang zu bringen, indem wir uns auf den 

Tabelle 2. Fluoreszenzloschung in Et-DNA-Rh-Doppelhelices mit Fehlpaa- 
rungen [a]. 

Konjugat m1 

[a] Nach Lit. [45]. [b] F =  Relative Fluoreszenzloschung: Fluoreszenz der mit 
Ethidium (Et) und Rh doppelt modifizierten Helices im Vergleich zu solchen, 
die nur Ethidium enthalten. 

Aspekt der Basenstapelung konzentrieren. Nach unseren 
Ergebnissen reagiert der Elektronentransfer sehr empfindlich 
auf die Stapelung der zwischen Donor und Acceptor liegen- 
den Basen. Wie Donor und Acceptor in diesen Stapel 
eingebettet sind, ist in jedem System anders. In Proteinen 
findet die elektronische Kopplung iiber a-Bindungen statt. 
Kleine energetische Unterschiede zwischen verschiedenen 
Systemen haben daher keine groBen Unterschiede in der 
elektronischen Kopplung zur Folge. In der DNA-Doppelhelix 
hingegen, in der die elektronische Kopplung durch die 
Basenstapelung vermittelt wird, konnen kleine Energiediffe- 
renzen zu grol3en Unterschieden in der Kopplungseffizienz 
fiihren. Daher konnte rnit Donoren und Acceptoren, die an 
Zuckerreste gebunden sind, der Beginn der Ladungsiiber- 
tragung, der uber ein Netz von a-Bindungen verlauft, 
geschwindigkeitsbestimmend sein. Im Fall der stilbenmodifi- 
zierten DNA-Haarnadelschleife ist der Stilbenrest zwar eng 
an die DNA-Basenpaare assoziiert, aber nicht in die Basen- 
stapelung einbezogen, so daB man eine mittlere Kopplungs- 
effizienz erwarten sollte. Mit gut intercalierten Donoren und 
Acceptoren sollte die Kopplung iiber die Basenpaare optimal 
sein. 

4. DNA-vermittelter Elektronentransfer unter 
Einbeziehung der DNA-Basen 

In unseren Versuchen rnit DNA als einer Briicke fur den 
Elektronentransfer haben wir uns anfangs auf die Chemie der 
DNA konzentriert und ihre Bedeutung als biologisch wichtige 
Komponente nicht in Betracht gezogen. Mit Metallintercala- 
toren als Donoren und Acceptoren haben wir nachgewiesen, 
daR der DNA-Basenstapel photoinduzierten Elektronen- 
transfer uber weite Entfernungen begiinstigen kann. Aber 
kann die DNA-Helix aul3er als Leiter fur den Elektronen- 
transfer auch als Reaktant dienen? Gibt es Reaktionen in der 
Zelle, bei denen Radikalstellen durch den DNA-Basenstapel 
wandern und so die DNA schadigen? Die Chemie des 
Basenstapels konnte bei der Carcinogenese und Mutagenese 
von Bedeutung sein. Konnte diese ,,weitreichende" Chemie in 
der Natur sogar dazu dienen, um Schaden in der DNA 
aufzuspiiren und zu reparieren oder noch allgemeiner, um 
Informationen, die durch den Basenstapel moduliert werden, 
iiber groRere molekulare Entfernungen zu iibertragen? Diese 
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spannenden Fragen wurden durch unsere Untersuchungen an 
der DNA als Briicke fur Elektronentransfer aufgeworfen, und 
einige davon sollten sich rnit den chemischen Methoden, die 
wir entwickelt haben, beantworten lassen. Am wichtigsten 
erschien es uns, daB die Empfindlichkeit des Elektronen- 
transfers gegeniiber Anderungen der Basenstapel eine Mog- 
lichkeit eroffnet, die DNA-Chemie iiber groBere Abstande zu 
erforschen und zu nutzen. 

4.1. Oxidative DNA-Schadigung durch weitreichende 
Ladungsiibertragung 

Der Hauptangriffspunkt oxidativer Nucleinsaureschadi- 
gungen in der Zelle ist Guanin (G):[4h1 Experimente und 
Berechnungen zeigen, daB Guanin die am leichtesten oxidier- 
bare Nucleobase ist.[47,4x] Von vielen an DNA bindenden 
Chemikalien, darunter Riboflavin, Anthrachinonderivate und 
Naphthylimide, ist bekannt, daB sie nach Lichtaktivierung 
spezifisch am 5'-G von 5'-GG-3'-Dubletts Oxidationsschaden 
ind~zieren.[~~]  Wir erkannten, daB die intercalierenden Me- 
tallkomplexe [ Rh( phi),( L)I3+, die bei Bestrahlung mit nie- 
derenergetischem Licht (1 2 365 nm) starke Photooxidantien 
sind ( El,2(*Rh11'/Rh11) > 2.0 eV gegen NHE), niitzlich fur die 
Untersuchung von Oxidationsschaden der DNA sein konn- 
ten, die uber groBere Abstande durch die DNA vermittelt 
~ e r d e n . [ ~ ~ J  

Bei unseren Experimenten verfolgten wir die in Schema 2 
skizzierte Strategie.[49] Wir synthetisierten DNA-Doppelhelices 
mit 5'-GG-3'-Dubletts und einem an einem Ende der DNA 
fixierten Rhodiumintercalator als Photooxidans. In diesem 

Schema 2. Bestrahlung einer Duplex-DNA, an die ein Rhodiumkomplex fixiert 
ist, mit UV-Licht unterschiedlicher Wellenlange (Naheres siehe Text). 

Konjugat ist der Rhodiumkomplex raumlich wohldefiniert 
von der potentiellen Oxidationsstelle entfernt. Die direkte 
Spaltung des DNA-Strangs, die durch die Bestrahlung der 
rhodiummodifizierten Duplex-DNA bei 313 nm ausgelost 
wird, dient dazu, die Stelle der Intercalation festzulegen, 
und ermoglicht die Bestimmung des Abstandes zwischen dem 
Rhodiumkomplex und den potentiellen geschadigten Stellen. 
Die Bestrahlung des Konjugats rnit Licht niedrigerer Energie 
(365 nm) ruft dagegen ortsspezifisch eine Elektronenliicke im 

DNA-Basenstapel hervor und bewirkt so eine Oxidation, 
durch die eine modifizierte Basenstelle erhalten wird. Posi- 
tion und Ausbeute der Schadigungsreaktion werden anschlie- 
Bend durch Spaltung der modifizierten DNA an der gescha- 
digten Stelle rnit Piperidin bestimmt. Ein solches rhodium- 
modifiziertes Konjugat mit mehreren 5'-GG-3'-Dubletts ist in 
Abbildung 7 ge~eigt.1~~1 Bei dieser modifizierten Duplex- 

& --I3+ 

S'AC-G-G-C-~-C-~-A-C-GG-C-~C-GT . . . . , , . . . . . . . . 3 
: : : . ,  , , . .  . . .  : : : :  

. . , , . . . . . . . . .  , . . .  . . . .  
~T.G.C.C.G.T.G.A.T.G.C.C.G.A.GC.A~' 

I U  

Abb. 7. Rhodiummodifiziertes DNA-Duplex-Konjugat, das fur die Untersu- 
chung von oxidativer DNA-Schadigung uber groRere Entfernungen synthetisiert 
wurde. Die gezeigte Sequenz enthalt zwei S-GG-3'-Dubletts (fettgedruckt), die 
potentiell oxidierbar sind und die von dem intercalierten Rhodiumkomplex 17 
und 34 8, entfernt sind[49]. Zur besseren Ubersicht ist der Rhodiumkomplex 
nicht intercaliert dargestellt. 

DNA stellten wir nach Bestrahlung bei 365 nm signifikante 
DNA-Oxidationsschaden spezifisch am 5'-G der 5'-GG-3'- 
Dubletts fest. Bemerkenswertenveise miissen diese Schadi- 
gungen aus einer groBeren molekularen Entfernung ausgelost 
worden sein. Wenn der Rhodiumkomplex am 5'-Ende fixiert 
ist, 1aBt sich aus der photoinduzierten Spaltung der DNA bei 
313 nm auf eine drei Basenpaare vom modifizierten Terminus 
entfernte Intercalation schliefien. Bei der in Abbildung 7 
gezeigten Duplex-DNA treten Schaden an den beiden 17 und 
34 vom intercalierten Rhodiumkomplex entfernten 5'-GG- 
3'-Dubletts auf. Das AusmaB der Schadigung an dem vom 
Rhodiumkomplex weiter entfernten Dublett ist ahnlich wie 
(oder sogar grorjer als) an dem naherliegenden, hangt also 
kaum von der Entfernung ab. Wenn wir eine modifizierte 
DNA untersuchen, die nur das weiter entfernte 5'-GG-3'- 
Dublett enthalt, stellen wir eine ahnlich groBe Schadigung 
fest ; die ,,Fernoxidation" hangt also nicht von der dazwi- 
schenliegenden oxidierbaren Position ab. 

Wahrend das AusmaB des Oxidationsschadens nicht spiir- 
bar rnit der Entfernung variiert, hangt es sehr stark von der 
DNA-Sequenz ab, von der wir wissen, daB sie das Oxida- 
tionspotential der Basen b e e i n f l ~ R t . [ ~ ~ ~ ~ ~ ]  Auch eine rhodium- 
modifizierte Duplex-DNA rnit einem 5'-GGG-3'-Triplett 
wurde syntheti~iert.[~~I MO-Berechnungen des Ionisations- 
potentials der DNA-Basen ergaben, daB das 5'-G eines 5'- 
GGG-3'-Tripletts noch leichter oxdierbar ist als das 5'-G eines 
5'-GG-3'-D~bletts.[~~l Bei dieser Anordnung wurde die selek- 
tive Oxidation des 5'- und des mittleren Guanins festgestellt, 
wobei die Ausbeute in Ubereinstimmung rnit den berechne- 
ten Ionisationspotentialen am 5'-G am groaten war. 

Nach enzymatischem Abbau der geschadigten Duplex- 
DNA isolierten wir als Oxidationsprodukt 8-Oxoguanin, das 
als Primarprodukt der zellularen oxidativen DNA-Schadi- 
gung bekannt ist. Wir haben festgestellt, daR die Bildung 
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dieses Produkts O2 erfordert. Wahrend wir uns fur die 
Oxidation in unserem kunstlichen System der Rhodiumpho- 
tochemie bedienten, sollte man daneben auch andere, even- 
tuell physiologisch relevantere Mittel in Betracht ziehen, um 
eine Elektronenlucke in den Basenstapel einzufuhren. Nach 
unseren Ergebnissen kann man annehmen, daB unabhangig 
vom Oxidationsmittel eine solche Elektronenlucke, wenn sie 
einmal in das gestapelte n-Elektronensystem der DNA 
eingefiihrt wurde, wandern und so auch uber groBere 
Entfernungen effektiv zu oxidativer Schadigung der DNA 
fuhren kann. Dieses Charakteristikum der DNA-Doppel- 
helix, die ausgedehnte Stapelung der Basenpaare, die einen 
weitreichenden Ladungstransport erleichtert, ist nicht bloB 
eine chemisch neue Eigenschaft. Sie ist vielmehr eine Eigen- 
schaft mit wichtigen Folgen fur die DNA-Mutagenese und die 
Carcinogenese in der Zelle. Viele Arbeitsgruppen haben 
tatsachlich gezeigt, daB eine ganze Reihe von Reagentien 
geeignet sind, um Guanin in der DNA zu oxidieren; ob sie 
auch eine ,,Fernschadigung" begiinstigen konnen, muB noch 
untersucht ~ e r d e n . [ ~ ~ ]  Wir haben kurzlich nachgewiesen, daB 
auch intercalierende Rutheniumkomplexe solche Fernoxida- 
tionsschaden in der DNAverursachen konnen.1501 In Schema 3 
ist das Flash-Quench-Experiment erlautert, rnit dem Guanine 
in der DNA rnit in situ erzeugtem Ru"' im Grundzustand 
oxidiert werden. Eine analoge Methode wurde in klassischen 
Untersuchungen des proteinvermittelten Elektronentransfers 
angewendet . LS11 

'Ru? G 

Q = [Ru(NH3)6I3' 
Meihylviologen 

Ru'll; G [CoCI(NH3)5]2t 

Ru"; G 

Schema 3. Flash-Quench-Experiment, bei dem Guanine in der DNA rnit in situ 
erzeugtem Ru"l im Grundzustand oxidiert werden. 

Die Flash-Quench-Experimente waren fur uns sehr aufre- 
gend, weil sie uns eine weitere Moglichkeit boten, Fern- 
oxidationen in der DNA zu untersuchen. AuBerdem ist die 
Verwendung von Rhodium als Oxidationsmittel im angereg- 
ten Zustand ungewohnlich ineffizient. Mit in situ erzeugtem 
Ruthenium(II1) , einem Oxidationsmittel im Grundzustand, 
steigt die Quantenausbeute um mehr als das Tausendfache an. 
Daruber hinaus ist die Methode besonders gut fur spektro- 
skopische Untersuchungen geeignet. So konnte das Transien- 
tenabsorptionsspektrum des Guaninradikals in der DNA 
erhalten werdenc5Oal. Auch rnit Ruthenium, das an eine 
Duplex-DNA fixiert ist, findet eine oxidative Fernscha- 
digung der DNA statt.[sObl Eine besonders interessante 
Beobachtung ist in Abbildung 8 verdeutlicht : Wie bei der 
Photooxidation rnit Rhodiumkomplexen wird bevorzugt das 
5'-GG-3'-Dublett angegriffen. Was abergeschieht, wenn die- 
ses Dublett durch Mutation entfernt wird? In diesem Fall 

Abb. 8. Oxidative Fernschadigung von Guaninen durch fixiertes Ru"' in 
modifizierten DNA-Doppelhelices mit (oben) und ohne 5'-GG-3-Dublett 
(unten), Bei Vorliegen der 5'-GG-Y-DubIetts wird bevorzugt deren 5'-G 
angegriffen. Im anderen Fall entstehen die Oxidationsschaden in etwa gleichem 
AusmaR an allen Guaninen entlang der Duplex-DNA ( Ausbeute angedeutet 
durch die Lange der Pfeile). 

stellten wir bei allen Guaninen ungefahr das gleiche Aus 
maB oxidativer Schadigungen fest. Diese Ergebnisse ver 
anschaulichen, daB die Wanderung und die Gleichgewichts- 
einstellung der oxidierenden Elektronenlucke uber die 
Duplex-DNA schnell verlauft im Vergleich zur Abfangre- 
aktion. DaB wir in diesem System Fernschadigungen der 
DNA feststellen konnten, betont auBerdem die vermutete 
Allgemeingultigkeit des Reaktionsmechanismus. Wir halten 
dieses System fur besonders spannend, weil wir durch diese 
Art der Chemie die Kinetik der Reaktionen durch Spektro- 
skopie und die Produktausbeuten durch biochemische Me- 
thoden in detaillierten mechanistischen Untersuchungen 
zusammenfiihren konnen. 

4.2. Die Abhangigkeit der oxidativen DNA-Schadigung 
vom Basenstapel 

Ebenso wie der Elektronentransfer zwischen Metallinter- 
calatoren hangt nach unseren Resultaten auch die oxidative 
Fernschadigung der DNA sehr von der Basenstapelung ab. 
Bei rhodiummodifizierten Oligonucleotiden rnit angeknupf- 
tem A-[  R h ( ~ h i ) ~ ( b p y ) ] ~ +  ist die Ausbeute an oxidiertem 
Produkt z. B. durchgehend hoher als bei Konjugaten rnit 
einem A-konfigurierten Rhodi~mzentrurn.[~~1 Die tiefere 
Einbettung des rechtsgangigen Metallkomplexes in die 
DNA steigert offensichtlich die Effizienz der Schadigung. 
Wir wollten die Empfindlichkeit der DNA-vermittelten 
Reaktion gegenuber der Stapelung allgemeiner dahingehend 
untersuchen, ob Storungen in dem zwischen Donor und 
Acceptor liegenden Basenstapel auch die Oxidation beein- 
flussen.[s21 Die Konjugate in Abbildung 9 stehen stellvertre- 
tend fur eine ganze Familie solcher Konjugate, die alle einen 
Rhodiumkomplex als Oxidationsmittel und zwei durch eine 
ausgewolbte Basenregion getrennte 5'-GG-3'-Dubletts ent- 
halten. Indem wir das AusmaB der Schadigung am distalen 
und proximalen 5'-GG-3'-Dublett rnit und ohne dazwischen- 
liegender Ausbuchtung bestimmten, konnten wir den Effekt 
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dieser Unterbrechung der Basenstapelung auf den weitrei- 
chenden Elektronentransfer bestimmen. 

Abbildung 9 zeigt das Konjugat rnit der ATA-Ausbuchtung, 
die eine der wenigen durch Hochauflosungs-NMR-Spektro- 

1 1 

1 

Abb. 9. Oxidative Fernschadigung in rhodiummodifizierten Doppelhelices mit 
zwei 5'-GG-3'-Dubletts als potentiellen Oxidationsstellen, die entweder durch 
vollstandig gepaarte und gestapelte Basen (oben) oder durch eine Region mit 
einer ungepaarten 5'-ATA-3'-Ausbuchtung (unten) getrennt sind. Bei der 
vollstandig gestapelten Duplex-DNA ist das AusmaB der Schadigung (ange- 
deutet durch die Lange der Pfeile) an beiden Oxidationsstellen nahezu identisch. 
Wird die Basenstapelung zwischen dem distalen 5'-GG-3'-Dublett und dem 
intercalierten Rhodiumkomplex durch das ungepaarte 5'-ATA-3 unterbrochen, 
so wird die distale Oxidationsstelle erheblich weniger geschadigt als die 
proximale (521. 

skopie charakterisierten Ausbuchtungen i ~ t . [ ~ ~ ]  Diese Struk- 
turuntersuchungen ergaben, darj die Ausbuchtung zu einer 
wesentlichen, aber unvollstandigen Unterbrechung der Ba- 
senstapelung fiihrt. In Ubereinstimmung damit ergab unser 
Experiment, dal3 das distale 5'-GG-3'-Dublett um ca. 75 % 
weniger oxidiert wird als das proximale. Storungen im 
dazwischenliegenden Basenstapel beeintrachtigen somit tat- 
sachlich den DNA-vermittelten Elektronentransfer. Die Er- 
gebnisse weisen direkt auf eine Ubertragung der Elektro- 
nenliicken iiber grorje Entfernungen durch den Basenstapel 
hin; sie unterstreichen auch eine neuartige Anwendung fur 
diese Art von Chemie : Durch Fernoxidationen kann man die 
Integritat der Basenstapelung in Losung untersuchen, was mit 
anderen Techniken nur schwer moglich ist. 

Welche Auswirkungen auf die Oxidation wiirde man er- 
warten bei DNA-Schadigung an kovalenten Bindungen, wenn 
eine der Basen aus dem Stapel herausgeglitten ist oder wenn 
ein DNA-bindendes Protein assoziiert ist wie das TATA-Box- 
bindende Protein, das die Duplex-DNA erheblich verzerrt ? 
Entsprechende Versuche werden gegenwartig durchgefiihrt. 
Letztlich verdeutlichen unsere Resultate nicht nur die Aus- 
losung von Fernoxidationen in der DNA, sondern bieten auch 
mogliche Strategien fur den Schutz von DNA-Sequenzen in 
der Zelle vor Fernschadigungen durch Radikalstellen. Die 
oxidative Fernschadingung der DNA kann durch den dazwi- 
schenliegenden Basenstapel verandert werden. Zum Beispiel 
konnten Unterbrechungen im Basenstapel - entweder durch 
voriibergehende Offnung der Duplex-DNA, die durch be- 
stimmte Sequenzen kodiert wurde, oder durch Verzerrung 
aufgrund von Proteinbindung - eine Moglichkeit zum Schutz 
der DNA bieten. 

4.3. Fernreparatur von Thymindimeren 

Die Chemie des Elektronentransfers kann nicht nur zur 
Schadigung der DNA eingesetzt werden, sondern sie kann 
auch die Reparatur einer haufig vorkommenden photoindu- 
zierten DNA-Schadigung, der Bildung von Thymindimeren, 
i~~i t i ieren.[~~]  Bakterien wie E. coli venvenden Photolyasen, 
um das Thymindimer photochemisch zu r e~a r i e ren . [~~]  Im 
Schliisselschritt dieser Reaktion induziert sichtbares Licht 
(350-450 nm) die Ubertragung eines Elektrons von einem 
enzymgebundenen Flavin auf das Dimer und leitet damit die 
Reparatur ein. In Modellstudien rnit lichtangeregten Reduk- 
tionsmitteln wurde in Duplex-DNA die Reparatur von 
Thymindimeren nach UV-Bestrahlung (1 < 300 nm) festge- 
~ t e l l t . [ ~ ~ ]  Oxidationsmittel in angeregtem Zustand, die ein 
Elektron vom Dimer abspalten, konnten Pyrimidindimere als 
Modellverbindungen reparieren, wenn der ProzeB mit ultra- 
violettem Licht ( < 300 nm) eingeleitet wurde.15'] Daher er- 
warteten wir, darj angeregte Rhodiumintercalatoren als 
starke Oxidationsmittel die Reparatur von Thymindimeren 
in Duplex-DNA auslosen konnen, indem sie eine photo- 
induzierte Elektronenlucke direkt in den DNA-Basenstapel 
einbringen. Daruber hinaus bieten Thymindimere und ihre 
Reparatur, die durch Elektronentransfer eingeleitet wird, 
eine attraktive Abfangreaktion, um Parameter der DNA- 
vermittelten Chemie zu charakterisieren. 

Wir fanden zunachst heraus, dal3 [ Rh(phi)*(dmb)13+ 
(dmb = 4,4-Dimethyl-2,2'-bipyridin) nach Anregung bei 
400 nm die Reparatur eines Thymindimers initiierte, das orts- 
spezifisch in der Mitte eines synthetischen, 16 Basen- 
paare langen Duplex-Oligonucleotids eingefiihrt worden 
war (Dup1ex:Rh = l:l).[54] Wahrscheinlich verlauft der Re- 
paraturmechanismus uber die Oxidation des Dimers ( 
(f?) = 2.0 V gegen NHE)[55] durch den angeregten Zustand 
des gebundenen Rhodiumkomplexes, bei dem eine Elektro- 
nenliicke am intercalierten Liganden phi lokalisiert i~ t . 1~~1  
Eine vollstandige Reparatur wurde auch mit sehr niedrigen 
Konzentrationen des Rhodiumkomplexes ( 5 0 0 n ~ )  und ei- 
nem 16fachen Uberschurj an Duplex-DNA (6.25 Mol-% 
[ Rh(phi),(dmb)13+) festgestellt; fur den ProzeB sind also 
nur katalytische Rhodiummengen notwendig. Eine Reaktion 
der geschadigten DNA mit dem Rhodiumkatalysator im 
Sonnenlicht machte den Schaden ebenfalls vollstandig riick- 
gangig. In diesen Versuchen kann sich der nichtkovalent 
gebundene Rhodiumintercalator an allen Intercalationsstel- 
len iiber die gesamte Lange der Duplex-DNA einlagern, 
wobei der Abstand zwischen dem Komplex und dem Thy- 
mindimer unbekannt ist. 

Als nachstes untersuchten wir, ob die DNA-Helix eine 
oxidative Fernreparatur erleichtern kann. Wir synthetisierten 
eine Thymindimere enthaltende Duplex-DNA mit einem 
fixierten Rh"'-Komplex an einem Ende, um die Fernreparatur 
von Thymindimeren zu untersuchen (Abb. 10). Durch photo- 
induzierte Spaltung dieser rhodiummodifizierten Duplex-DNA 
rnit Licht von 313 nm belegten wir eine Intercalation bis zu 
vier Basenpaare vom Ende der Duplex-DNA entfernt; Me- 
tallzentrum und Thymindimer sind also durch einen 19 - 26 A 
langen Basenstapel getrennt. Die Bestrahlung mit sichtbarem 
Licht (1 = 400 nm) leitete auch in Konjugaten mit fixiertem 
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Abb. 10. Rhodiummodifiiierte Duplex-DNA mit einem Thymindimer (fi) [54]. 
Im abgebildeten Konjugat ist der Rhodiumkomplex an das 3‘-Ende des 
modifizierten Oligonucleotids gebunden; dadurch wird das Oxidationsmittel 
auf die 5’-Seite des Dimers plaziert. Mit Oligonucleotiden, die das Rhodium- 
Photooxidationsmittel entweder am 3’- oder am 5’-Ende enthalten, kann man 
herausfinden, wie wichtig die Richtung des Elektronentransfers ist. 

Oxidationsmittel die Reparatur ein (Tabelle 3). AuBerdem 
konnte mit Verdiinnungs- und Mischungsexperimenten be- 
statigt werden, daB die Fernreparaturen intramolekular 
ablaufen und daB sie nicht durch einen Rhodiumkomplex 
katalysiert werden, der an ein anderes Konjugat fixiert ist. 

Wie andert sich nun die Reparatureffizienz in Abhangigkeit 
von der Entfernung und der Basenstapelung? Bei einer Zu- 
nahme des Abstandes des Katalysators zum Thymindimer von 
19 auf 26 A andert sich die Reparatureffizienz nur wenig (Ta- 
belle 3). Wie bei der Guaninoxidation hangt die Effizienz der 
Reparaturreaktion (im hier untersuchten Entfernungsbereich) 
kaum vom Abstand ab, ist aber empfindlich gegenuber 
Anderungen bei der Stapelung. Dabei ist nicht nur die Ein- 
bettung des Katalysators in den Basenstapel von Bedeutung, 
sondern auch die des Dimers und der zwischen Katalysator 
und Dimer liegenden Basenpaare. Wir stellten zuerst in 

Tabelle 3. Fernreparatur von Thymindimeren in A-rhodiummodifizierten DNA- 
Doppelhelices[a]. 

[a] Nach Lit. [54]. [b] Die Abstande zwischen Katalysator und Thymindimeren 
wurden aufgrund der markierten Intercalationsstellen ermittelt. Dabei wurde ein 
Abstand von 3.4 A sowohl zwischen benachbarten Basenpaaren als auch 
zwischen dem intercalierten phi-Liganden und dem ersten Basenpaar zugrunde- 
gelegt. [c] Die Reparaturausbeute ist als Prozentsatz der Thymindimere ausge- 
druckt, die nach sechs Stunden Bestrahlung bei 1 = 400 nm repariert waren. 

Ubereinstimmung mit den ubrigen Ergebnissen eine groBere 
Effizienz bei den A-Isomeren als bei den A-Isomeren fest, 
weil der rechtsgangige Metallkomplex tiefer in der ebenfalls 
rechtsgangigen DNA-Helix eingebettet ist. Ahnliche Repa- 
raturausbeuten erhalt man unabhangig davon, ob der Rho- 
diumkomplex am 3’- oder am 5’-Ende des Dimers fixiert ist. 
Wir nehmen deshalb an, daB die Einbettung der 3’- und der 5‘- 
Seite des Thymindimers sich nicht wesentlich unterscheiden. 
Wichtig ist, daR die Reparatureffizienz sehr von der Stapelung 
der Basenpaare zwischen Katalysator und Dimer abhangt, 
wie von einer durch einen Basenstapel vermittelten Reaktion 
zu envarten ist. Die Abnahme der Effizienz bei dazwischen- 
liegenden Ausbuchtungen in der DNA verdeutlicht diese 
Empfindlichkeit drastisch und bestatigt gleichzeitig, daB der 
Basenstapel die Reaktion vermittelt (Tabelle 3). 

Nach diesen Messungen ist es interessant, die Reparatur- 
effizienz von kovalent und nichtkovalent gebundenen Rho- 
diumkomplexen zu vergleichen. Es stellte sich heraus, daB die 
Reparatureffizienz des kovalent gebundenen Komplexes im 
Vergleich zu der des nichtkovalent gebundenen auf etwa ein 
DreiBigstel verringert ist. Vorausgesetzt, daB die Effizienz nur 
unwesentlich von der Distanz zwischen Dimer und Katalysa- 
tor abhangt, spiegelt dieser Unterschied wider, wie das 
Thymindimer in die Duplex-DNA eingebettet ist und viel- 
leicht auch, wie der fixierte Rhodiumkomplex in die Helix 
intercaliert. Die niedrigere Reparatureffizienz der rhodium- 
modifizierten Doppelhelices zeigt moglichenveise an, daB das 
Thymindimer entweder auf der 3’- oder der 5’-Seite nicht 
vollstandig in die Helix eingefugt ist. Unsere Untersuchungen 
zeigen zwar, daB eine oxidative Fernreparatur durch die DNA 
moglich ist, doch laBt die geringere Effizienz von helixver- 
mittelten Reparaturen mit fixierten Rhodiumkomplexen 
vermuten, daB es fur die enzymatische Reparatur vorteilhaft 
ist, wenn das Thymindimer vollstandig aus der Helix heraus- 
ragt, wie es bereits auf der Grundlage der Kristallstruktur der 
DNA-Photolyase vorgeschlagen w ~ r d e . [ ~ ~ ]  Die Ergebnisse 
zeigen, wie eine physiologisch wichtige Reaktion der DNA 
mit Hilfe des Elektronentransfers ablaufen kann und, sofern 
sie durch den DNA-Basenstapel vermittelt wird, wie ihre 
Initiierung aus grol3erer Entfernung moglich ist. Solche 
Reaktionen an der DNA, die von entfernten Stellen her 
ausgelost und durch die Basenstapelung moduliert werden, 
mussen in Betracht gezogen werden, um die Bedeutung der 
Ladungsubertragungen fur die DNA in der Zelle zu bewerten 
und sinnvoll zu nutzen. 

5. Diskussion der DNA-vermittelten 
Ladungsubertragung 

Obwohl das Konzept einer weitreichenden Ladungsuber- 
tragung durch die DNA schon von vielen Wissenschaftlern 
akzeptiert worden ist, wird die DNA nicht von allen als 
wichtiges Medium fur Elektronentransfer angesehen. Fur 
manche ist es uberraschend, daB sich die Ergebnisse der 
Versuche zu photoinduzierter Ubertragung von Elektronen 
auf die DNA so sehr von entsprechenden Ergebnissen bei 
Proteinen unterscheiden. Im Grunde sind solche Unterschie- 
de bei den chemischen Verschiedenheiten der aus Basen- 
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stapeln aufgebauten DNA-Helix einerseits und den haupt- 
sachlich uber ein Netz von a-Bindungen aufgebauten Pro- 
teinen andererseits zu envarten. Momentan ist unser Ver- 
standnis des DNA-vermittelten Elektronentransfers sicher- 
lich noch nicht so gut entwickelt wie das des Elektronen- 
transfers in Proteinen. 

Wie bei Experimenten an Proteinen wurden auch bei 
solchen an DNA zunachst nichtkovalent gebundene Donoren 
und Acceptoren verwendet,[s8] und je nach Verbindung gab es 
sehr unterschiedliche Ergebnisse. Wahrend wir mit den 
fixierten Metallintercalatoren oft schnelle, effiziente Lumi- 
neszenzloschung nachweisen konnten,[9.2s~31~33,34,3R,40] wurde 
dies rnit einigen organischen, an DNA bindenden Agentien, 
zumal rnit Ethidium als photoinduziertem Donor und DAP 
als Acceptor, nicht beobachtet.[I0l Wir haben die Unter- 
schiede in der Geschwindigkeit und der Effizienz darauf 
zuruckgefiihrt, wie wirksam Donoren und Acceptoren rnit 
dem Basenstapel gekoppelt wurden. Ein deutliches Beispiel 
dafur ist der Vergleich der photoinduzierten Lumineszenz- 
loschung von [ Ru( phen),(dppz)12+ durch [ Rh( phi),(bpy)13+, 
einen starken Intercalator, mit der Lumineszenzloschung 
durch [ Ru( NHJ6I3+, einen in der DNA-Furche bindenden 
Komplex.13'] Die photoinduzierte Lumineszenzloschung 
durch [ R h ( ~ h i ) ~ ( b p y ) ] ~ +  verlauft schneller, als nach einem 
StoBmechanismus zu envarten ware, wahrend die dynamische 
Lumineszenzloschung durch [ Ru( NH3)6I3+ mit diesem Me- 
chanismus konsistent ist. 

Es gibt auch Unterschiede in der Geschwindigkeit des 
Elektronentransfers zwischen enantiomeren DNA-gebunde- 
nen Meta l lk~mplexen , [~-~~]  die die Empfindlichkeit der Reak- 
tion gegeniiber geringen Anderungen der Stapelung zeigen. 
Es lassen sich allerdings nicht alle Beobachtungen so gut 
einordnen. Zum Beispiel stellen wir keine wesentliche 
Lumineszenzausloschung rnit [ Rh( phen),( phi)I3+ fest und 
schreiben das Ausbleiben einer schnellen Ausloschung der 
geringen Uberlappung des formselektiven, an DNA binden- 
den Komplexes rnit dem Basenstapel Z U . [ ~ ~ ]  Auch Brun und 
Harriman zeigten mit einem Metalloporphyrin als Donor, dalj 
die Kinetik des DNA-vermittelten Elektronentransfers nicht 
schnell sein mu13.[10hl Hier kann man ebenfalls das Ausbleiben 
einer schnellen Reaktion auf die geringe Uberlappung 
zwischen Metallkomplex und DNA-Basenstapel zuruckfuh- 
ren, zumal die kristallographische Analyse eines DNA- 
gebundenen Metalloporphyrins zeigt, daB eine Base aus der 
Helix herausgedrangt wird und der Komplex nicht in die 
Basenstapelung einbezogen ~ i r d . [ ~ ~ ]  Aus den bisher erzielten, 
weitgestreuten Ergebnissen hat sich noch kein deutlicher 
Parameter ergeben, anhand dessen sich quantitativ beurteilen 
laBt, ob ein schneller DNA-vermittelter Elektronentransfer 
stattfindet. 

Einige Arbeitsgruppen haben darauf hingewiesen, daB die 
schnelle Lumineszenzloschung, die wir beobachtet haben, 
problemlos durch die Bildung von Clustern erklart werden 
kann.[3s,36] Eine einfache Erklarung fur die statische, im 
Vergleich zur Diffusion schnelle Emissionsloschung ist, daB 
keine Diffusion erforderlich ist ; wurden die Metallkomplexe 
kooperativ an die Helix binden, waren sie so positioniert, daB 
ein rascher Elektronentransfer erleichtert wurde. Barbara 
et al.[351 haben in einer umfangreichen Analyse von Daten der 

ultraschnellen Emissionsloschung von Kalbsthymus-DNA-ge- 
bundenem A - [  Ru( phen),(dppz)12+ und A-[  Rh(phi),(bpy)13+ 
gezeigt, daR eine Erklarung durch kooperative Clusterbildung 
moglich ist. Nicht in die Analyse einbezogen wurde allerdings 
A-[  Ru( phen),(dppz)I2+, das ein anderes, wenngleich schnel- 
les Reaktionsprofil aufweist ; auBerdem wurden keine ande- 
ren Metallkomplexe betrachtet, die sich in der Hydrophobie 
der nicht intercalierenden Liganden unterscheiden und daher 
vermutlich auch in ihrer Kooperativitat. 

Es gibt, wie envahnt, viele andere Fragen, die dieses Model1 
aufwirft : Woher kommen die Unterschiede in den Rekombi- 
nationsgeschwindigkeiten bei gleichem Donor und Acceptor, 
aber bei verschiedenen DNA-Sequenzen? Warum sollte die 
kooperative Clusterbildung zwischen Ruthenium- und Rho- 
diumkomplexen stattfinden, nicht aber bei jedem Metall- 
komplex fur sich? Wieso findet eine Clusterbildung zwischen 
Ethidium, dem nicht intercalierende groljflachige Liganden 
fehlen, und dem Rhodiumkomplex statt (denn eine solche 
mu6 man auch hier annehmen, um die schnelle Emissionslo- 
schung zu erklaren)? Was ist die strukturelle Basis fur die 
vermutete kooperative Assoziation? Tatsachlich ist die ein- 
zige experimentelle Beobachtung, die das Clustermodell 
stiitzt, eine schlecht definierte Storung in den CD-Spektren 
von A - [  Ru(phen),(dppz)lZ+ und A-[Rh(phi),(bpy)13+, die 
auftritt, wenn die Komplexe mit groljer Beladungsdichte an 
poly-d( AT) gebunden ~ind.1~~1 In unseren jiingsten Unter- 
suchungen des Circulardichroismus konnten wir zeigen, dalj 
die fruheren Experimente unvollstandig waren. Eine um- 
fassendere Untersuchung des Circulardichroismus und NMR- 
spektroskopische Messungen zur DNA-Bindung ergaben, daB 
die Metallintercalatoren nichtkooperativ, vielleicht sogar 
antikooperativ an die Duplex-DNA binden. All diese Unter- 
suchungen unterstreichen aber die Bedeutung der vollstandi- 
gen Untersuchung der Bindung von Donoren und Acceptoren 
an die DNA. Unsere Ergebnisse betonen, wie auljergewohn- 
lich empfindlich der DNA-vermittelte Elektronentransfer 
darauf reagiert, wie Donoren und Acceptoren an die Helix 
gebunden sind. 

Gewilj kann die Clusterbildung bei unterschiedlichen 
Verbindungen, die nichtkovalent an die DNA gebunden sind, 
nie definitiv ausgeschlossen werden, doch Clustermodelle 
sind nicht geeignet, um Daten von Systemen zu erklaren, in 
denen Elektronendonoren und -acceptoren in bekannten 
Positionen an der Duplex-DNA fixiert sind. Mit fixierten 
Intercalatoren haben wir bisher den Elektronentransfer 
zwischen Metallintercalatoren, die an eine 15 Basenpaare 
lange Duplex-DNA gebunden waren,L401 sowie zwischen 
Ethidium und [ R h ( ~ h i ) ~ ( b p y ) ] ~ + ,  die an eine ganze Reihe 
von Doppelhelices gebunden waren, un ter~ucht . [~~]  Die damit 
erhaltenen Daten stutzen deutlich die Lumineszenzloschung 
durch weitreichenden Elektronentransfer und sind auch rnit 
den Beobachtungen an nichtkovalent gebundenen Komple- 
xen konsistent. In diesen Untersuchungen konnten wir 
allerdings nur die Loschung (das Fehlen) von Lumineszenz 
messen, so dalj man einwenden konnte, die Interpretation des 
uberraschenden weitreichenden Elektronentransfers beruhe 
im wesentlichen auf Negativergebnissen. Es ist also wichtig, 
ultraschnelle transiente Absorptionsmessungen an diesen 
fixierten DNA-Konjugaten durchzufiihren, um Geschwindig- 
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keiten des Elektronentransfers zu bestimmen. Diese Unter- 
suchungen sind jedoch sehr schwierig, da grol3e zeitliche 
Auflosungen und niedrige Konzentrationen (um eine intra- 
molekulare Reaktion sicherzustellen) notwendig sind. Daher 
sind die Experimente rnit nichtkovalent gebundenen inter- 
calierenden Verbindungen eine wertvolle Grundlage. 

Gerade wegen der moglichen Mehrdeutigkeit bei der 
Interpretation der Lumineszenzloschung wandten wir uns 
der DNA als Reaktant zu.[48-50~52354] Wenn wir das Produkt 
eines Elektronentransfers in einer gewissen Entfernung von 
der Quelle des Ladungstransports nachweisen konnen, so 
konnen wir damit unabhangig von der Reaktionsgeschwin- 
digkeit definitiv einen Distanzeffekt bestatigen. Daher waren 
unsere Untersuchungen zur oxidativen Fernschadigung der 
DNA, die rnit fixierten Oxidationsmitteln ausgelost wurde, 
sowohl aus dem geschilderten Grund als auch in biologischem 
Zusammenhang wichtig. Kritiker weisen hier auf die geringe 
Effizienz der Reaktion hin. Die Quantenausbeute @ fur die 
oxidative Schadigung der DNA betragt bei den Rhodium- 
komplexen lo-! Bei diesen Komplexen ist allerdings jede 
Art von Photochemie ineffizient (@( Photoaquation) = 
was zum Teil durch andere iiberlappende Ubergange bedingt 
ist. Mit Ruthenium(II1) als Oxidationsmittel haben wir mit der 
Flash-Quench-Meth~de[~~] bei einer Schadigung iiber eine 
Entfernung von > 30 A rnit Methylviologen als emissionslo- 
schender Substanz eine Quantenausbeute von 0.002 gemes- 
sen. Dies scheint eine verniinftige GroBenordnung zu sein, 
wenn man alle anderen moglichen Reaktionswege von 
Ruthenium beriicksichtigt. Bei dieser erhohten Quantenaus- 
beute und den im iibrigen analogen Beobachtungen bei der 
Ruthenium- und der Rhodium-Photochemie fallt es schwer, 
unsere Resultate lediglich als das Ergebnis von statistischen 
Schwankungen oder ,,Leckagen" zu bewerten. Wie bei den 
spektroskopischen Studien hangen die Reaktionen iiber 
grofiere Entfernungen offenbar sehr von der Einbettung 
von Donor und Acceptor und von strukturellen Storungen in 
der dazwischenliegenden Helix ab. AuBerdem ist im Fall der 
oxidativen Fernreparatur von Thymindimeren in der 
die Umwandlung zum reparierten Produkt quantitativ und 
wird lediglich durch den Elektronentransfer ausgelost, ohne 
dal3 eine weitere, diffundierende Spezies benotigt wird. Auch 
wenn rnit Nachdruck darauf hingewiesen wird, daB mit diesen 
Experimenten die Geschwindigkeit des weitreichenden Elek- 
tronentransfers nicht gemessen werden konnte, so sichern sie 
doch unzweifelhaft eine Chemie iiber grokiere Entfernung ab. 

Es gibt nur wenige theoretische Arbeiten, die sich mit DNA 
als Medium fur Elektronentransfer befassen, und auch bei 
diesen gibt es vieles zu diskutieren. Beratan et al.[42c.d] geben 
an, daB sich die DNA Berechnungen zufolge proteinahnlich 
verhalt und als Isolator dient. Dieses Ergebnis stimmt mit 
einigen Kinetikdaten von Meade[39] und Harriman[Io] iiberein 
und unterscheidet sich um mehrere Grokienordnungen von 
unseren Messungen der Emissionsloschung durch Elektro- 
nentransfer rnit kovalent gebundenden Metallintercalatoren. 
Die Berechnungen beriicksichtigen jedoch keine Kopplung, 
die durch die Stapelung zustandekommt, weder durch die 
Basen noch durch Intercalatoren; auch wurde die Sequenz 
oder die Basenstruktur nicht variiert, um die Empfindlichkeit 
der Parameter gegeniiber solchen Anderungen zu bestatigen, 

die experimentell festgestellt wurde. Nach Berechnungen, die 
sich auf die Redfield-Theorie stiitzen, haben Friesner et al.[42a] 
vorgeschlagen, wie durch die Basenstapelung ein delokali- 
siertes ,,Leitungsband" entstehen kann, das eine weitreichen- 
de Ladungsiibertragung ohne signifikante Abhangigkeit von 
der Entfernung erleichtert. Aus dieser Arbeit 1aBt sich die 
Voraussage ableiten (der experimentell nachgegangen wer- 
den sollte), daB vor allem bei niedrigen Temperaturen der 
Zugang zu diesem Band thermisch nicht moglich ist und damit 
der Elektronentransfer unterbrochen wird. Auch Berechnun- 
gen, die vor mehr als zwanzig Jahren durchgefiihrt wurden,r6I 
losten eine ausfiihrliche Diskussion iiber die Energetik und 
die Mechanismen des weitreichenden Elektronentransfers 
aus. Nach unserer Auffassung sind noch weitere experimen- 
telle Daten notwendig, um eine sichere Grundlage fur die 
Entwicklung von Theorien zu bieten. Gegenwartig bieten 
Sprungmodelle, Ladungsdelokalisierung und die Leitungs- 
bandhypothese interessante Gesichtspunkte, unter denen 
unsere Experimente gesehen werden konnen, doch es gibt 
noch keine Versuche, rnit denen zwischen den Modellen 
unterschieden werden kann. 

6. Zusammenfassung und Ausblick 

Wir haben in diesem Aufsatz eine Reihe von Reaktionen 
beschrieben, in denen eine Ladungsiibertragung durch die 
gestapelten Basen der DNA vermittelt wird. Diese Reaktio- 
nen laufen schnell und effizient zwischen Donoren und 
Acceptoren ab, die gut in den Basenstapel eingepaBt sind. 
Sie hangen nur unwesentlich von den Abstanden zwischen 
den Reaktanten ab, sind aber sehr empfindlich gegeniiber 
Anderungen in der Stapelung, sowohl von Donor und 
Acceptor als auch von den dazwischenliegenden Basen. Diese 
Ergebnisse werfen viele Fragen auf und machen weitere 
Versuche notwendig. Uber welche molekulare Entfernung 
hinweg kann eine Ladung effektiv durch die DNA trans- 
portiert werden? Wir miissen Tests entwickeln, um Reaktio- 
nen iiber 50-100 statt wie bisher 10-20 Basenpaare hinweg 
zu untersuchen. Wie schnell laufen diese Reaktionen ab? 
Bislang erlaubten uns die zur Verfiigung stehenden Instru- 
mente nur, die GroBenordnung der Geschwindigkeiten der 
photoinduzierten Emissionsloschung zu ermitteln, es konnte 
jedoch noch nicht systematisch bestimmt werden, wie sich 
diese Geschwindigkeiten mit dem Abstand und der Basense- 
quenz andern. Solche Daten sind unabdingbar fur ein theo- 
retisches Fundament dieser Chemie. Ferner miissen wir 
besser verstehen, wie diese Reaktionen von der Temperatur 
und von Anderungen der Nucleinsaurekonformation abhan- 
gen. Wir miissen des weiteren quantitative MeBgroBen ent- 
wickeln, um die Stapelung in der Duplex-DNA und ihren 
EinfluR auf die elektronische Kopplung zu beschreiben. 

Vielleicht am spannendsten ist es aber, einige der bio- 
logischen Konsequenzen dieser Chemie zu betrachten. Wird 
die Fernschadigung der DNA durch Radikalstellen innerhalb 
der Zelle ausgelost? Gibt es in der Zelle Mechanismen, durch 
die Sequenzen vor solchen Schaden geschiitzt werden oder 
durch die die Position des Schadens kontrolliert wird? LaBt 
sich diese Chemie iiber groBere Entfernungen fur den Ent- 
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wurf neuer Chernotherapeutica oder neuer Sensoren auf 
Nucleinsaurebasis ausnutzen ? Wird der weitreichende Ladungs- 
transport durch die DNA in der Zelle genutzt, urn Infor- 
rnationen uber die DNA-Bibliothek uber groBere Entfernun- 
gen weiterzugeben? Diese Fragen sind sicherlich provokativ. 
Sie sind aber auch wichtige Herausforderungen fur die 
zukiinftigen Arbeiten, und deren Ergebnisse sollten Bestand- 
teil unseres Verstandnisses der DNA-Chernie werden. 

Wir danken den National Institutes of Health ( N I H )  fur die 
finanzielle Unterstutzung dieser Arbeit. AuJ3erdem sind wir 
unseren Mitarbeitern und Kollegen fur ihre Bemuhungen, diese 
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