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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 Schäden im Genom beseitigen.
Diese Schäden entstehen durch Einwirkung von UV-Licht auf
Zellen.[1, 2] Die Grundlage für die Reparaturreaktion ist ein
lichtgetriebener Elektronentransfer vom Enzym zum Dimer
unter Bildung eines Radikalanions, das spontan in die
Monomere zerfällt.[3] Für die Reparaturreaktion benötigen
DNA-Photolyasen einen reduzierten und deprotonierten
Flavin-Cofaktor als Elektronendonor und ein Methenyltetra-
hydrofolat oder ein 8-Hydroxy-5-desazaflavin als zweiten
Cofaktor.[4] Modellstudien haben ergeben, daû auch mit
Desazaflavinen die durch Elektronentransfer getriebene
Reparatur durchgeführt werden kann, allerdings nur mit
einer sehr niedrigen Quantenausbeute.[5] Laut detaillierten
enzymatischen Untersuchungen fungiert das Desazaflavin im
Enzym ausschlieûlich als ¹Photoantenneª und überträgt
Anregungsenergie auf das reduzierte Flavin.[6] Dieser Ener-
gietransfer beschleunigt die Reparaturgeschwindigkeit und
verschiebt die für die maximale Aktivität erforderliche
Wellenlänge von 370 auf 430 nm.[7]

Auch wenn diese Ergebnisse darauf hinweisen, daû eine
effiziente Wechselwirkung zwischen dem reduzierten Flavin
und dem oxidierten Desazaflavin und somit eine dichte
Anordnung dieser beiden Cofaktoren vorteilhaft wäre, erga-

ben zeitaufgelöste Fluoreszenzmessungen[8] sowie Kristall-
strukturanalysen der Photolyasen aus E. coli[9a] und A. nidu-
lans[9b] einen überraschend groûen Abstand von 16.8 bzw.
17.5 � zwischen den Zentren der Cofaktoren. Dieser uner-
wartete Befund führte zur Mutmaûung, daû der Energie-
transfer nicht geschwindigkeitsbestimmend ist und während
der Evolution nicht optimiert wurde.[9, 10] Im Photosynthe-
seapparat wird hingegen der groûe Abstand zwischen dem
letzten Antennenpigment und dem Elektronendonor mit der
Notwendigkeit erklärt, einen konkurrierenden Elektronen-
transfer vom Elektronendonor auf die Antenne zu unterdrük-
ken.[11] Um den Energietransferprozeû zwischen Desazafla-
vinen und Flavinen, den Einfluû des Protonierungszustands
des Desazaflavins auf diesen Energietransfer sowie die
Möglichkeiten für 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
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Schema 1. Die Flavin und Desazaflavin enthaltenden Modellverbindun-
gen 1-Hÿ und 2-H2ÿ sowie ihre photoinduzierte Spaltung zu 3 ± 5.

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

Die Synthese der Desazaflavin und Desazaflavin/Flavin
enthaltenden Verbindungen 1, 2 und 6 ± 8 ist in Schema 2
dargestellt. Für die Herstellung des aminoethylsubstituierten
Desazaflavins 9 wurde 6-Chloruracil 10 mit dem einfach Boc-
geschützten Ethylendiamin 11 umgesetzt.[13] Die Reaktion des
Produktes 12 mit dem doppelt benzylgeschützten 2,4-Dihy-
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Schema 2. Synthese der Verbindungen 1, 2 und 6 ± 8. a) BnOH, 120 8C, 4 h,
70%; b) DMF, 120 8C, 12 h, 65 %; c) Pentylbromid, DMF, CsCO3, 1 d,
80%; d) konz. Trifluoressigsäure (TFA), RT, 1 h, quant.; e) AcOH, Pd/
BaSO4, H2, 1 h, 90 %. TFAÿ�Trifluoracetat.

droxybenzaldehyd 13[14] lieferte das Desazaflavin 14, das
durch Alkylierung mit Pentylbromid zu 15 umgesetzt wurde,
um die Löslichkeit der Modellverbindungen zu erhöhen. 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 ¾quivalent 9 und 17[12b,c] 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 hält den Desazaflavin-
Chromophor in der ¹8-OH-Formª. Die hydrogenolytische
Abspaltung der Benzylgruppe in 1 und 7 mit Pd/BaSO4 und
die Einstellung eines pH-Wertes � 7 (pKa(8-OH)� 6) lieferte
2 und 8, die das Desazaflavin in der deprotonierten ¹8-Oÿ-
Formª enthalten.[4]

Es war nun zu untersuchen, ob die Desazaflavine in der
Lage sind, die auf einem Elektronentransfer beruhende
Reparatur ohne Flavin-Chromophore durchzuführen. Hierfür

wurden die Bis(desazaflavine) 7 und 8 in Ethylenglycol,
Acetonitril oder DMF gelöst 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 kürzlich beschriebenen Assay[12] unter-
sucht: Die Lösungen wurden mit N2-Gas gespült und mit
Licht einer konstanten Wellenlänge bestrahlt. Nach bestimm-
ten Zeitintervallen wurden Proben entnommen und durch
Umkehrphasen-HPLC analysiert. Für die Bestimmung der
Quantenausbeute f (f�Zahl der umgesetzten Moleküle/
Zahl der absorbierten Photonen) wurde der Photonenfluû des
monochromatischen Lichtstrahls durch Ferrioxalat-Aktino-
metrie bestimmt.[15] Bei 7 und 8 konnte jedoch auch nach
Bestrahlung über mehr als 60 min keine Photoreaktion
nachgewiesen werden, 4 und 5 wurden nicht gebildet (f<
10ÿ4). Die Reduktion der Desazaflavine in 7 (!7-H4) und
nachfolgende Bestrahlung (l> 350 nm)[16] führte ebenfalls
nicht zum Photoprodukt 4. Im Unterschied dazu wird die
Verbindung 6-Hÿ, die ein reduziertes Flavin enthält, inner-
halb von Minuten (t1/2� 15 min) zum erwarteten Photopro-
dukt 3 gespalten. Diese Experimente zeigen, daû oxidierte
und reduzierte Desazaflavine nicht in der Lage sind, die
Spaltung (mit einer unter diesen Bedingungen detektierbaren
Quantenausbeute) zu bewirken.

Um den Einfluû 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-H2ÿ

oder 1-Hÿ bei Anwesenheit des ¹protoniertenª (benzylierten)
und des deprotonierten Desazaflavins verwendet. Bei 1
verlief die Photoreduktion erfolgreich. Sauerstofffreie Lö-
sungen von 1 wurden bei l� 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-H2ÿ gelang durch Zugabe von
Natriumdithionit/Triethylamin.[17] Die UV-Spektren der zur
Hälfte reduzierten Verbindungen 1-Hÿ und 2-H2ÿ (Abb. 1)

Abb. 1. UV-Spektren von 1 und 2 im oxidierten und im zur Hälfte
reduzierten Zustand (10ÿ5m in Ethylenglycol). Ð 1 (oxidiert), ± ± ± ± 1-Hÿ

(zur Hälfte reduziert), ´ ´ ´ ´ 2 (oxidiert), ´ - ´ - 2-H2ÿ (zur Hälfte reduziert).

belegen die ausschlieûliche Reduktion der Flavine: Die
Absorptionsbanden der oxidierten Flavine bei 340 ± 360 nm
und 450 ± 520 nm fehlen, während die der oxidierten Des-
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azaflavine bei 390 ± 410 nm (1-Hÿ) und 430 nm (2-H2ÿ) noch
vorhanden sind.

Die Fluoreszenzspektren von 7 und 8 (Abb. 2) weisen eine
starke Fluoreszenz bei 430 nm (7) und 470 nm (8) für die
protonierte bzw. deprotonierte Desazaflavineinheit auf.[18] In

Abb. 2. Fluoreszenzspektren von 1 und 2 im oxidierten und im zur Hälfte
reduzierten Zustand sowie von den Bis(desazaflavinen) 7 und 8 (cps�
counts per second). a) Protoniertes (benzyliertes) Desazaflavin (10ÿ6m in
Ethylenglycol, Anregungswellenlänge 410 nm): Ð 7 (5� 10ÿ7m), ± ± ± 1-Hÿ

(zur Hälfte reduziert), ´ ´ ´ ´ 1 (oxidiert). b) Deprotoniertes Desazaflavin
(10ÿ6m in Ethylenglycol, Anregungswellenlänge 430 nm): Ð 8 (5� 10ÿ7m),
± ± ± 2-H2ÿ (zur Hälfte 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-Hÿ oder 2-H2ÿ 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
Übereinstimmung mit Ergebnissen aus enzymatischen Stu-
dien[6] nimmt die Fluoreszenz des Desazaflavins bei der
Reduktion des Flavins leicht zu. Dies kann mit dem verrin-
gerten Extinktionskoeffizienten der reduzierten Flavine er-
klärt werden. Dieser führt zu einer kleineren spektralen
Überlappung zwischen der Desazaflavin-Fluoreszenz und der
Flavin-Absorption, was zu einem weniger effizienten Ener-
gietransfer führt.[19]

Die Aktionsspektren der beiden zur Hälfte reduzierten
Verbindungen 1-Hÿ und 2-H2ÿwurden im Vergleich zur ¹Nur-
Flavinª-Modellverbindung 6-Hÿ gemessen, um den Effekt der
Flavin-Desazaflavin-Wechselwirkung in 1-Hÿ und 2-H2ÿ auf
die photoinduzierte Vierringspaltung zu untersuchen
(Abb. 3). Für die Referenzverbindung 6-Hÿ tritt die maximale

Abb. 3. Aktionsspektrum von 1, 2, und 6 (5� 10ÿ5m in Ethylenglycol, 400-
W-Xenonlampe, Doppelgitter-Monochromator, 3.4 nm Bandbreite, Pho-
tonenfluû 5� 10ÿ7 Einstein minÿ1 �20 %. x� relativer Umsatz, &� 2-H2ÿ,
*� 1-Hÿ, ~� 6-Hÿ.

Spaltung erwartungsgemäû bei 370 nm ein. In Anwesenheit
des oxidierten und protonierten (benzylierten) Desazaflavins
(1-Hÿ) ist die Wellenlänge für die maximale Spaltung von
370 nm zu 390 ± 410 nm verschoben. Das sind die Wellenlän-
gen, bei denen das benzylierte Desazaflavin eine maximale
Absorption aufweist. Für 2-H2ÿ ergibt sich für die maximale
Spaltung eine Wellenlänge von 430 nm (entsprechend einer
Verschiebung um 60 nm!), bei der die deprotonierten Des-
azaflavine eine maximale Absorption aufweisen. Dies ist in
Übereinstimmung mit Untersuchungen an der Photolyase aus
A. nidulans[6] und bestätigt, daû das Desazaflavin im Enzym in
der oxidierten und deprotonierten Form vorliegt. Diese
Ergebnisse sowie der Befund, daû oxidierte Desazaflavine
alleine zur Spaltung nicht befähigt sind, belegen, daû das
Desazaflavin im Enzym lediglich als Photoantenne fungieren
kann. Die Experimente ergeben, daû beide Desazaflavin-
typen diese Funktion ausführen können, und weitere Mes-
sungen sind nötig, um zu klären, warum im Enzym vorzugs-
weise das deprotonierte Desazaflavin vorliegt.

In Tabelle 1 sind die Quantenausbeuten zusammengefaût.
Die beste Quantenausbeute (f� 0.031) wurde für 6-Hÿ

ermittelt, was bedeutet, daû in dieser Flavin enthaltenden
Verbindung die absorbierten Quanten am effizientesten zur

Tabelle 1. Wellenlängen für maximale Aktivität (lmax.) bei der Spaltungs-
reaktion sowie gemittelte Quantenausbeuten f (� 25%, 5� 10ÿ5m in
Ethylenglycol).[23]

Verb. R1 R2 lmax. [nm] f

1-Hÿ FlHÿ dFl-OBn 400 0.014
1-Hÿ

3 FlHÿ dFlH2-OBn 370 0.030
2-H2ÿ FlHÿ dFl-Oÿ 430 0.012
6-Hÿ FlHÿ Pentyl 370 0.031
7 dFl-OBn dFl-OBn ± < 10ÿ4

8 dFl-Oÿ dFl-Oÿ ± < 10ÿ4
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Spaltung verwendet werden. Trotz der Beobachtung, daû in
den Desazaflavin-abhängigen Photolyasen die Quantenaus-
beuten bei Anwesenheit des Desazaflavins hoch bleiben,
ermittelten wir stark verringerte Quantenausbeuten für 1-Hÿ

(f� 0.012) und 2-H2ÿ (f� 0.014). Besonders interessant ist
die Beobachtung, daû die maximalen Spaltungsgeschwindig-
keiten für alle drei Verbindungen (1-Hÿ, 2-H2ÿ und 6-Hÿ) sehr
ähnlich sind, was bedeutet, daû die Desazaflavine in den
Modellverbindungen nicht in der Lage sind, die Reaktions-
geschwindigkeit zu erhöhen. Um zu untersuchen, wie die
Oxidationsstufe des Desazaflavins die Spaltungsgeschwindig-
keit beeinfluût, haben wir die Desazaflavineinheit in 1-Hÿ

während eines Spaltungsexperimentes bei 370 nm durch
Zugabe von Dithionit reduziert (!1-Hÿ

3 ). Diese Reduktion
führte sofort zu einer Erhöhung der Spaltungsgeschwindig-
keit (f springt von 0.014 auf 0.03). Dies zeigt, daû das
nichtabsorbierende, reduzierte Desazaflavin die Flavin-ver-
mittelte Spaltung nicht beeinfluût. Wir haben noch keine
Erklärung dafür, daû die oxidierten Desazaflavine die Spal-
tungsgeschwindigkeit nicht erhöhen. Ein Grund hierfür ist
sicherlich, daû 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, daû auch ein
alternativer Elektronentransfer vom reduzierten Flavin auf
das Desazaflavin möglich ist, der die Spaltungsgeschwindig-
keit verringern sollte. Ein solcher Elektronentransfer ist nicht
ganz unerwartet. Die Redoxpotentiale zeigen, daû ein Elek-
tronentransfer vom reduzierten, lichtangeregten Flavin
(Eox.�ÿ2.8 V)[20] zumindest auf die benzylierte Desazafla-
vineinheit (Ered.�ÿ 0.9 V)[21, 22] günstiger ist als auf die Dimer-
einheit (Ered.�ÿ 2.2 V).[20]

Mit den ersten Flavin und Desazaflavin enthaltenden Modell-
verbindungen und der selektiven Reduktion der Flavineinheit
in diesen Verbindungen konnte gezeigt werden, daû Des-
azaflavine alleine zur Spaltung von Pyrimidindimeren bei
Wellenlängen von l> 370 nm nicht befähigt 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 übertragen. Dieser
Energietransfer führt zu einer Verschiebung der Wellenlänge
für die maximale Reparaturgeschwindigkeit von 370 nm auf
400 und 430 nm. Der Befund, daû Desazaflavine die Spal-
tungsgeschwindigkeit nicht erhöhen, könnte andeuten, daû
ein Elektronentransfer zwischen dem reduzierten Flavin und
dem oxidierten Desazaflavin in unseren Modellverbindungen
die Spaltung behindert. Innerhalb des Enzyms würde ein
solcher Elektronentransfer die Reparaturfunktion gefährden,
und vielleicht ist deswegen ein groûer Abstand zwischen den
Cofaktoren nötig, um diesen Prozeû zu unterdrücken.
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