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Charakterisierung des Energietransfers
in DNA-Photolyasen vom Typ II mit
Flavin und Desazaflavin enthaltenden
Modellverbindungen**

Robert Epple und Thomas Carell*

DNA-Photolyasen sind DNA-Reparaturenzyme, die auf
Pyrimidindimeren beruhende Schidden im Genom beseitigen.
Diese Schédden entstehen durch Einwirkung von UV-Licht auf
Zellen.> 2 Die Grundlage fiir die Reparaturreaktion ist ein
lichtgetriebener Elektronentransfer vom Enzym zum Dimer
unter Bildung eines Radikalanions, das spontan in die
Monomere zerfillt.?! Fiir die Reparaturreaktion benétigen
DNA-Photolyasen einen reduzierten und deprotonierten
Flavin-Cofaktor als Elektronendonor und ein Methenyltetra-
hydrofolat oder ein 8-Hydroxy-5-desazaflavin als zweiten
Cofaktor. Modellstudien haben ergeben, daB auch mit
Desazaflavinen die durch Elektronentransfer getriebene
Reparatur durchgefithrt werden kann, allerdings nur mit
einer sehr niedrigen Quantenausbeute.’ Laut detaillierten
enzymatischen Untersuchungen fungiert das Desazaflavin im
Enzym ausschlieSlich als ,,Photoantenne” und iibertrégt
Anregungsenergie auf das reduzierte Flavin.[! Dieser Ener-
gietransfer beschleunigt die Reparaturgeschwindigkeit und
verschiebt die fiir die maximale Aktivitdt erforderliche
Wellenlédnge von 370 auf 430 nm.["]

Auch wenn diese Ergebnisse darauf hinweisen, daf3 eine
effiziente Wechselwirkung zwischen dem reduzierten Flavin
und dem oxidierten Desazaflavin und somit eine dichte
Anordnung dieser beiden Cofaktoren vorteilhaft wire, erga-
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ben zeitaufgeloste Fluoreszenzmessungen!® sowie Kristall-
strukturanalysen der Photolyasen aus E. coli® und A. nidu-
lans™! einen iiberraschend groBen Abstand von 16.8 bzw.
175 A zwischen den Zentren der Cofaktoren. Dieser uner-
wartete Befund fiithrte zur MutmaBung, daf3 der Energie-
transfer nicht geschwindigkeitsbestimmend ist und wéhrend
der Evolution nicht optimiert wurde.”'¥ Im Photosynthe-
seapparat wird hingegen der grofe Abstand zwischen dem
letzten Antennenpigment und dem Elektronendonor mit der
Notwendigkeit erklirt, einen konkurrierenden Elektronen-
transfer vom Elektronendonor auf die Antenne zu unterdriik-
ken."l Um den EnergietransferprozeB zwischen Desazafla-
vinen und Flavinen, den EinfluB des Protonierungszustands
des Desazaflavins auf diesen Energietransfer sowie die
Moglichkeiten fiir einen Elektronentransfer zwischen den
beiden Cofaktoren zu untersuchen, haben wir eine Serie von
Flavin und Desazaflavin enthaltenden Modellverbindungen
wie 1 und 2 (Schema 1) synthetisiert. Die Untersuchung

H’N

R
1-H-, R = OBn
2-H>-, R=0O

1. Bestrahlung
2. Flavin-Oxidation

3 4,R=O0Bn
5 R=0"

Schema 1. Die Flavin und Desazaflavin enthaltenden Modellverbindun-
gen 1-H~ und 2-H? sowie ihre photoinduzierte Spaltung zu 3-5.

dieser Verbindungen lieferte Einblicke beziiglich der Wech-
selwirkung beider Cofaktoren in Abhéngigkeit vom Redox-
und Protonierungszustand.

Die Synthese der Desazaflavin und Desazaflavin/Flavin
enthaltenden Verbindungen 1, 2 und 6-8 ist in Schema 2
dargestellt. Fiir die Herstellung des aminoethylsubstituierten
Desazaflavins 9 wurde 6-Chloruracil 10 mit dem einfach Boc-
geschiitzten Ethylendiamin 11 umgesetzt.'l Die Reaktion des
Produktes 12 mit dem doppelt benzylgeschiitzten 2,4-Dihy-
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Schema 2. Synthese der Verbindungen 1,2 und 6-8. a) BnOH, 120°C, 4 h,
70%; b) DMF, 120°C, 12 h, 65%; c) Pentylbromid, DMF, CsCO;, 1d,
80%; d) konz. Trifluoressigsdure (TFA), RT, 1h, quant.; ¢) AcOH, Pd/
BaSO,, H,, 1 h, 90 %. TFA~ = Trifluoracetat.

droxybenzaldehyd 13" lieferte das Desazaflavin 14, das
durch Alkylierung mit Pentylbromid zu 15 umgesetzt wurde,
um die Loslichkeit der Modellverbindungen zu erhohen. Die
Abspaltung der Boc-Gruppe (—9) und die Umsetzung mit
dem doppelt carboxymethylsubstituierten Uracildimer 16
ergab das Bis(desazaflavin) 7. Die Reaktion von 16 mit je
einem Aquivalent 9 und 17" lieferte das gemischte Flavin/
Desazaflavin 1. In den Modellverbindungen 1 und 7 ist die 8-
Hydroxygruppe der Desazaflavineinheit benzyliert. Dies ver-
hindert die Deprotonierung und hilt den Desazaflavin-
Chromophor in der ,,8-OH-Form*“. Die hydrogenolytische
Abspaltung der Benzylgruppe in 1 und 7 mit Pd/BaSO, und
die Einstellung eines pH-Wertes > 7 (pK,(8-OH) = 6) lieferte
2 und 8, die das Desazaflavin in der deprotonierten ,,8-O~-
Form* enthalten.!

Es war nun zu untersuchen, ob die Desazaflavine in der
Lage sind, die auf einem Elektronentransfer beruhende
Reparatur ohne Flavin-Chromophore durchzufiihren. Hierfiir
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wurden die Bis(desazaflavine) 7 und 8 in Ethylenglycol,
Acetonitril oder DMF gelost und Triethylamin zugegeben,
um alkalische Bedingungen sicherzustellen. Die Geschwin-
digkeiten der Spaltung von 7 und 8 zu 4 bzw. 5 (Schema 1)
wurden mit einem kiirzlich beschriebenen Assayl'” unter-
sucht: Die Losungen wurden mit N,-Gas gespiilt und mit
Licht einer konstanten Wellenlénge bestrahlt. Nach bestimm-
ten Zeitintervallen wurden Proben entnommen und durch
Umkehrphasen-HPLC analysiert. Fiir die Bestimmung der
Quantenausbeute ¢ (¢ =Zahl der umgesetzten Molekiile/
Zahl der absorbierten Photonen) wurde der Photonenfluf3 des
monochromatischen Lichtstrahls durch Ferrioxalat-Aktino-
metrie bestimmt.[™ Bei 7 und 8 konnte jedoch auch nach
Bestrahlung iiber mehr als 60 min keine Photoreaktion
nachgewiesen werden, 4 und 5 wurden nicht gebildet (¢ <
10~%). Die Reduktion der Desazaflavine in 7 (—7-H,) und
nachfolgende Bestrahlung (4 >350 nm)['% fiihrte ebenfalls
nicht zum Photoprodukt 4. Im Unterschied dazu wird die
Verbindung 6-H-, die ein reduziertes Flavin enthilt, inner-
halb von Minuten (7;,~ 15 min) zum erwarteten Photopro-
dukt 3 gespalten. Diese Experimente zeigen, da3 oxidierte
und reduzierte Desazaflavine nicht in der Lage sind, die
Spaltung (mit einer unter diesen Bedingungen detektierbaren
Quantenausbeute) zu bewirken.

Um den EinfluB des Protonierungszustands des aktiven
Desazaflavins auf den Energietransfer in Typ-II-DNA-Pho-
tolyasen zu untersuchen, wurden verschiedene Methoden zur
selektiven Reduktion der Flavineinheit zur Bildung von 2-H?~
oder 1-H™ bei Anwesenheit des ,,protonierten (benzylierten)
und des deprotonierten Desazaflavins verwendet. Bei 1
verlief die Photoreduktion erfolgreich. Sauerstofffreie Lo-
sungen von 1 wurden bei A =480 nm bestrahlt. Eine kleine
Menge Triethylamin wurde als H*-Donor und zur Einstellung
alkalischer Bedingungen zugesetzt. Die Reduktion des Fla-
vins in 2 zur Bildung von 2-H?*~ gelang durch Zugabe von
Natriumdithionit/Triethylamin.'! Die UV-Spektren der zur
Hilfte reduzierten Verbindungen 1-H- und 2-H?~ (Abb. 1)

2.5+

ex 1075 /M em™

LA DU S |
280 330 380 430 480 530
Al nm———»

Abb. 1. UV-Spektren von 1 und 2 im oxidierten und im zur Hilfte
reduzierten Zustand (10-°m in Ethylenglycol). — 1 (oxidiert), - —— - 1-H
(zur Hilfte reduziert), ---- 2 (oxidiert), ---- 2-H?~ (zur Hilfte reduziert).

belegen die ausschlieBliche Reduktion der Flavine: Die
Absorptionsbanden der oxidierten Flavine bei 340—-360 nm
und 450-520 nm fehlen, wihrend die der oxidierten Des-
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azaflavine bei 390-410 nm (1-H~) und 430 nm (2-H?*") noch
vorhanden sind.

Die Fluoreszenzspektren von 7 und 8 (Abb. 2) weisen eine
starke Fluoreszenz bei 430 nm (7) und 470 nm (8) fiir die
protonierte bzw. deprotonierte Desazaflavineinheit auf.'*! In

a) 8—:

cps x 1078

LI S A A s s B Sy B s s e e e ey i

410 460 510 560 610 660

Al nm——»

14

12

0-""I""l""l""l
410 460 510 560 610 660

PR

A/ nm—»

Abb. 2. Fluoreszenzspektren von 1 und 2 im oxidierten und im zur Hilfte
reduzierten Zustand sowie von den Bis(desazaflavinen) 7 und 8 (cps=
counts per second). a) Protoniertes (benzyliertes) Desazaflavin (10~°m in
Ethylenglycol, Anregungswellenlidnge 410 nm): —7 (5 x 1077m), - - —-1-H~
(zur Hilfte reduziert), ---- 1 (oxidiert). b) Deprotoniertes Desazaflavin
(10~°wm in Ethylenglycol, Anregungswellenlinge 430 nm): — 8 (5 x 10~"m),
— ——2-H? (zur Hiilfte reduziert), ---- 2 (oxidiert). Die Flavin-Fluoreszenz
wird bei 520 nm beobachtet.

den gemischten Verbindungen 1 und 2 ist die Fluoreszenz der
Desazaflavine jeweils stark verringert, auch wenn die Flavin-
einheiten zu 1-H- oder 2-H?~ reduziert sind. Diese Befunde
deuten einen effizienten Energietransfer von beiden Des-
azaflavintypen sowohl auf das oxidierte als auch auf das
reduzierte Flavin in unseren Modellverbindungen an. In
Ubereinstimmung mit Ergebnissen aus enzymatischen Stu-
dien® nimmt die Fluoreszenz des Desazaflavins bei der
Reduktion des Flavins leicht zu. Dies kann mit dem verrin-
gerten Extinktionskoeffizienten der reduzierten Flavine er-
klart werden. Dieser fiihrt zu einer kleineren spektralen
Uberlappung zwischen der Desazaflavin-Fluoreszenz und der
Flavin-Absorption, was zu einem weniger effizienten Ener-
gietransfer fiihrt.[""]
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Die Aktionsspektren der beiden zur Hilfte reduzierten
Verbindungen 1-H~ und 2-H?~ wurden im Vergleich zur ,,Nur-
Flavin“-Modellverbindung 6-H~ gemessen, um den Effekt der
Flavin-Desazaflavin-Wechselwirkung in 1-H~ und 2-H?~ auf
die photoinduzierte Vierringspaltung zu untersuchen
(AbD. 3). Fiir die Referenzverbindung 6-H~ tritt die maximale

x/ min~*!

T T T T T
360 380 400 420 440 460
Adnm —»

ADb. 3. Aktionsspektrum von 1,2, und 6 (5 x 10~ in Ethylenglycol, 400-
W-Xenonlampe, Doppelgitter-Monochromator, 3.4 nm Bandbreite, Pho-
tonenfluB 5 x 107 Einsteinmin~!' £20%. x =relativer Umsatz, m = 2-H>",
e=1-H,a=6-H".

Spaltung erwartungsgemif3 bei 370 nm ein. In Anwesenheit
des oxidierten und protonierten (benzylierten) Desazaflavins
(1-H™) ist die Wellenldnge fiir die maximale Spaltung von
370 nm zu 390-410 nm verschoben. Das sind die Wellenlidn-
gen, bei denen das benzylierte Desazaflavin eine maximale
Absorption aufweist. Fiir 2-H?~ ergibt sich fiir die maximale
Spaltung eine Wellenlidnge von 430 nm (entsprechend einer
Verschiebung um 60 nm!), bei der die deprotonierten Des-
azaflavine eine maximale Absorption aufweisen. Dies ist in
Ubereinstimmung mit Untersuchungen an der Photolyase aus
A. nidulans'® und bestiitigt, daB das Desazaflavin im Enzym in
der oxidierten und deprotonierten Form vorliegt. Diese
Ergebnisse sowie der Befund, daf3 oxidierte Desazaflavine
alleine zur Spaltung nicht befihigt sind, belegen, dal das
Desazaflavin im Enzym lediglich als Photoantenne fungieren
kann. Die Experimente ergeben, dafl beide Desazaflavin-
typen diese Funktion ausfithren konnen, und weitere Mes-
sungen sind noétig, um zu kldren, warum im Enzym vorzugs-
weise das deprotonierte Desazaflavin vorliegt.

In Tabelle 1 sind die Quantenausbeuten zusammengefalt.
Die beste Quantenausbeute (¢ =0.031) wurde fiir 6-H-
ermittelt, was bedeutet, daB in dieser Flavin enthaltenden
Verbindung die absorbierten Quanten am effizientesten zur

Tabelle 1. Wellenléngen fiir maximale Aktivitdt (4,,, ) bei der Spaltungs-
reaktion sowie gemittelte Quantenausbeuten ¢ (£25%, 5x107°M in
Ethylenglycol).?’]

Verb. R! R? Amax, [nm] ¢
1-H- FIH- dF1-OBn 400 0.014
1-H; FIH- dFIH,-OBn 370 0.030
2-H?*- FIH- dF1-O- 430 0.012
6-H- FIH- Pentyl 370 0.031
7 dF1-OBn dF1-OBn - <10

8 dF1-O- dF1-O~ - <107
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Spaltung verwendet werden. Trotz der Beobachtung, da3 in
den Desazaflavin-abhéngigen Photolyasen die Quantenaus-
beuten bei Anwesenheit des Desazaflavins hoch bleiben,
ermittelten wir stark verringerte Quantenausbeuten fiir 1-H~
(¢ =0.012) und 2-H?~ (¢ =0.014). Besonders interessant ist
die Beobachtung, daf} die maximalen Spaltungsgeschwindig-
keiten fiir alle drei Verbindungen (1-H-, 2-H?>~ und 6-H~) sehr
dhnlich sind, was bedeutet, dal die Desazaflavine in den
Modellverbindungen nicht in der Lage sind, die Reaktions-
geschwindigkeit zu erhohen. Um zu untersuchen, wie die
Oxidationsstufe des Desazaflavins die Spaltungsgeschwindig-
keit beeinfluBt, haben wir die Desazaflavineinheit in 1-H~
wihrend eines Spaltungsexperimentes bei 370 nm durch
Zugabe von Dithionit reduziert (—1-H3). Diese Reduktion
fiithrte sofort zu einer Erhohung der Spaltungsgeschwindig-
keit (¢ springt von 0.014 auf 0.03). Dies zeigt, daBl das
nichtabsorbierende, reduzierte Desazaflavin die Flavin-ver-
mittelte Spaltung nicht beeinflu3t. Wir haben noch keine
Erkliarung dafiir, da3 die oxidierten Desazaflavine die Spal-
tungsgeschwindigkeit nicht erhohen. Ein Grund hierfiir ist
sicherlich, dal das reduzierte Flavin bei Anwesenheit des
lichtabsorbierenden Desazaflavins weniger Photonen direkt
aufnimmt. Basierend auf den Spaltungsexperimenten bei
400 nm und 430 nm glauben wir allerdings, da auch ein
alternativer Elektronentransfer vom reduzierten Flavin auf
das Desazaflavin moglich ist, der die Spaltungsgeschwindig-
keit verringern sollte. Ein solcher Elektronentransfer ist nicht
ganz unerwartet. Die Redoxpotentiale zeigen, daf3 ein Elek-
tronentransfer vom reduzierten, lichtangeregten Flavin
(Eox. = —2.8 V)P) zumindest auf die benzylierte Desazafla-
vineinheit (E,.q ~— 0.9 V)2 2l giinstiger ist als auf die Dimer-
einheit (E,.q ~—2.2 V).

Mit den ersten Flavin und Desazaflavin enthaltenden Modell-
verbindungen und der selektiven Reduktion der Flavineinheit
in diesen Verbindungen konnte gezeigt werden, dafl Des-
azaflavine alleine zur Spaltung von Pyrimidindimeren bei
Wellenldangen von A > 370 nm nicht befihigt sind. Sowohl das
protonierte (benzylierte) als auch das deprotonierte Des-
azaflavin sind jedoch in der Lage, Anregungsenergie auf ein
oxidiertes oder ein reduziertes Flavin zu iibertragen. Dieser
Energietransfer fiihrt zu einer Verschiebung der Wellenldnge
fiir die maximale Reparaturgeschwindigkeit von 370 nm auf
400 und 430 nm. Der Befund, da8 Desazaflavine die Spal-
tungsgeschwindigkeit nicht erhohen, konnte andeuten, daf3
ein Elektronentransfer zwischen dem reduzierten Flavin und
dem oxidierten Desazaflavin in unseren Modellverbindungen
die Spaltung behindert. Innerhalb des Enzyms wiirde ein
solcher Elektronentransfer die Reparaturfunktion geféhrden,
und vielleicht ist deswegen ein groler Abstand zwischen den
Cofaktoren notig, um diesen Proze zu unterdriicken.
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