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Wie bewegen sich Ladungen durch DNA? — Ein Zwischenbericht**

Mark W. Grinstaff*

Die biologische Aufgabe der Desoxyribonucleinsidure
(DNA) ist es, genetische Informationen zu speichern und zu
codieren. Dieses einzigartige Biopolymer hat die Struktur
einer Doppelhelix mit einer groen und einer kleinen Furche.
Ein aromatischer Kern mit s-rt-Wechselwirkungen durch-
zieht die Struktur, in dem die Basen der Pyrimidin-Des-
oxynucleotide (Thymidin, T; Cytidin, C) und der Purin-Des-
oxynucleotide (Adenosin, A; Guanosin, G) Watson-Crick-
Paarungen eingehen (A:T; C:G). Die Frage, wie geladene
Teilchen in der DNA iiber kurze oder lange Entfernungen
transportiert werden, wird — obwohl bereits in den sechziger
Jahren erstmals gestellt! 2 — immer noch diskutiert.- Welt-
weit bemiihen sich Forschungsgruppen intensiv, die breite
Streuung zu erkldren, die bei den Geschwindigkeiten des
Elektronentransfers beobachtet wird (Mikrosekunden bis
Picosekunden), und wohldefinierte chemische Systeme fiir
weitere Untersuchungen zu entwickeln.

Strahlung, Carcinogene und Stoffwechselabfallprodukte
konnen die DNA schéddigen. Werden solche Schiden nicht
durch die normalen zelluldren Mechanismen behoben, kon-
nen sie zu Mutationen und Krebsentstehung fithren — mit
schwerwiegenden Folgen fiir die Gesundheit."'! Es zeigte
sich, daf} viele dieser Schidden das Ergebnis selektiver
Radikalreaktionen mit Guaninbasen sind; das palit zur
relativen Leichtigkeit, mit der Guanin im Vergleich zu
Adenin, Cytosin und Thymin oxidiert wird.l'*?3] Eine Unter-
suchung des Elektronentransfers und der Bewegung von
Radikalkationen in der DNA sowie die Identifizierung der
Faktoren, die die Geschwindigkeiten dieser Prozesse bestim-
men, konnten neben wertvollen Informationen fiir das Ver-
stdndnis von DNA-Schéidigungen in vivo auch Aufschluf3 iiber
den Mechanismus des Ladungstransfers durch verschiedene
Medien geben. Ein besseres Verstdndnis des DNA-vermittel-
ten Elektronentransfers konnte zur Entwicklung neuer dia-
gnostischer Werkzeuge fiir das Screening von Nucleinsduren,
Proteinen oder Carcinogenen fiihren.
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Obwohl in den letzten fiinf Jahren erhebliche Fortschritte
bei der Untersuchung des Ladungstransports in DNA ge-
macht worden sind,/” 2#2 bleiben viele Fragen noch unge-
klart. Aktuelle Untersuchungen beschéftigen sich mit den
vielfaltigen Faktoren, die diesen Prozef3 beeinflussen, bei-
spielsweise die Oligonucleotidsequenz, die Basenpaarung, die
n-Stapelung und die Doppelstrangstruktur, aber auch der
Abstand zwischen Donor und Acceptor, die Markierungs-
stelle und die Dynamik. Beim Elektronentransfer in Pro-
teinen sind die Faktoren, die die Geschwindigkeit der
Elektroneniibertragung steuern, besser bekannt;?"3% dage-
gen ist unser Verstdndnis des Ladungstransports in DNA
begrenzt, weil es weniger experimentelle und theoretische
Untersuchungen dazu gibt. Trotzdem lassen sich viele experi-
mentelle Techniken, die zur Erforschung des Protein-ver-
mittelten Elektronentransfers entwickelt wurden, und die aus
den dabei gewonnenen Erkenntnissen abgeleiteten Konzepte
fur die Untersuchung des Elektronentransfers in der DNA
nutzen. Ein Ansatz zur Untersuchung des Ladungstransfers in
der DNA umfaBt drei Schritte: 1) Markierung der DNA mit
Redoxsonden durch Intercalation und/oder kovalente Ver-
kniipfung, 2) photo- oder elektrochemisches Auslosen der
Ladungsiibertragung und 3) spektroskopischer, elektroche-
mischer oder biochemischer Nachweis der Transportprozesse.
Mit Hilfe dieser Werkzeuge werden Experimente durchge-
fiihrt, die zum besseren Verstandnis der Dynamik des DNA-
vermittelten Elektronentransfers und der Rolle von Ladungs-
tibertragungen bei der Schiddigung und Reparatur von DNA
beitragen sollen.3!

Diederichsen beschrieb 1997 in seinem Highlight-Artikel
,Ladungstransport in DNA: eine Kontroverse“ die Grenzen
und Moglichkeiten der ersten Experimente zum Elektronen-
transfer in der DNA.Fl Die Elektronentransferdaten aus
diesen Experimenten sind in Tabelle 1 zusammengestellt.
Organische und anorganische Intercalatoren kamen erstmals
bei der Untersuchung des Elektronentransfers in DNA zum
Einsatz;?3 der Informationsgewinn aus diesen Experimen-
ten ist allerdings begrenzt, weil keine genauen Messungen des
Abstandes zwischen Donor und Acceptor gemacht wurden
und die Moglichkeit der paarweisen Bindung von Donor-
Acceptor-Komplexen nicht in Erwidgung gezogen wurde.¢-
Den néchsten Fortschritt ermoglichten kovalent fixierte
Donor- und Acceptor-Intercalatoren. Zwischen zwei kovalent
mit der DNA verkniipften Ruthenium- und Rhodium-Inter-

0044-8249/99/11124-3845 $ 17.50+.50/0 3845



HIGHLIGHTS

Tabelle 1. Ergebnisse von Untersuchungen zum DNA-vermittelten Elektronentransfer.

Donor und Acceptor kovalent d [A] B kegr [s7Y] Arbeitsgruppe Jahr
gebunden

angekniipfte Ru"- und Rh'!-Intercalatoren ja >40 0.2 10° Barton!“! 1993

Ru- und Rh'!-Intercalatoren nein - 0.2 101 Barton®! 1996

angekniipfte E- und Rh'-Intercalatoren ja 17-36 - 101 Barton(*! 1997

A, A,und G, Z ja 3.4-10.2 0.1-1.0 10°-10% Bartonl* 1999

Daunomycin und Au-Elektrode ja 10-35 - 10? Barton/Hill”} 1999

E-Intercalator und Z ja 10-17 - 1012 Barton/Zewaill>! 1999

E und MV2?* nein - - 10° Fromherz 1986

E und MV?+, AO und DAP?* nein 10-17 1.0 108 HarrimanB* 51 1992, 1999

Stilbendicarboxamid und Guanin ja 4-18 0.64 10%-10" Lewist*! 1997

Naphthalin und A ja - - 10° Lewisl®! 1999

Ru'- und Ru'"-Ribose-Komplexe ja 27 1.0-1.5 10° Meade!®! 1995

intercaliertes Acridin und Guanin ja 3-10 1.4 10°-10" Tanakal®? %! 1998

[a] d = Abstand zwischen Donor und Acceptor.

calatoren, ([Ru(phen),(dppz)]>** und [Rh(phen)(phi),]** Acceptor im Vergleich zur DNA-Briicke bestimmen ob 1) ein

(phen =1,10-Phenanthrolin,  dppz = Dipyrido[2,3-a:2',3"-c]-
phenazin, phi=9,10-Phenanthrenchinondiimin), die mehr
als 40 A voneinander entfernt waren, wurde ein schneller
Elektronentransfer beobachtet; die untere Geschwindigkeits-
grenze liegt fiir diese Elektroneniibertragung bei 10° s=1. Der
EinfluB des Mediums auf diesen Elektronentransfer ist
gering; der Faktor f, der ein MaR fiir die Féhigkeit des
Mediums ist, den Elektronentransfer zu erleichtern, betrégt
0.2 A-1[I In einer anderen Studie wurde der Fluorophor
Stilben an eine DNA-Haarnadelschleife gebunden und die
Geschwindigkeit des Elektronentransfers in Abhéngigkeit
vom Abstand zu 105-102s~! (8=0.64 A-!) bestimmt.[*!] Fiir
den entfernungsabhéngigen Elektronentransfer zwischen ei-
nem intercalierten Acridin und Guanin wurden Geschwin-
digkeiten zwischen 10° und 10°s™' (8=1.4 A-') angege-
ben.[*! Eine vergleichsweise langsame Elektroneniibertra-
gung (10° s~!) wurde fiir zwei Rutheniumkomplexe gemessen,
die die Riboseeinheiten eines DNA-Doppelstrangs modifi-
zieren.[¥l Weitere Einzelheiten zu diesen Elektronentransfer-
Untersuchungen findet der interessierte Leser in den angege-
benen Originalveroffentlichungen sowie in verschiedenen
Kommentaren & 8 26 4471 ynd theoretischen Studien. s %!
Eine theoretische Analysel™! der in jiingerer Zeit verodffent-
lichten Arbeiten zur DNA-vermittelten Ladungsiibertragung
vermittelt Einsichten in die Mechanismen der Ladungsiiber-
tragung (Hopping oder Superaustausch)- > und stellt auch
die Grundlage fiir die Diskussion der nachfolgend zusam-
mengefaiten Reaktionen dar (Tabellen 1-4). Ein wichtiger
Gesichtspunkt sind dabei die unterschiedlichen Energie-
niveaus von Ladungsiibertragungs-Donoren und -Accepto-
ren, weshalb diese nach verschiedenen Mechanismen reagie-
ren.’ Die relativen Energieverhiltnisse von Donor und

Tabelle 2. Ergebnisse von Untersuchungen zur Wanderung von Radikalkatio-
nen entlang der DNA.

Donor und Acceptor

d[A]™  Arbeitsgruppe

angekniipfte Rh- und Ru-Intercalatoren und GG 10-200 Barton!®>-l

E und GG 17,44  Barton!®!
acyliertes A oder G und GGG 7-54  Giesel* .7
Riboflavin und GG, GGG - Saito!®4

angekniipftes Anthrachinon und GG 10-200 Schusterl®. 6173, 74]

[a] d = Abstand zwischen Donor und Acceptor.
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einstufiger Superaustausch-Mechanismus durchlaufen wird
(fiir den eine exponentielle Abnahme der Ubertragungsge-
schwindigkeit mit dem Abstand charakteristisch ist) oder
2) ein Hopping-Mechanismus (charakterisiert durch eine
schwache Abhingigkeit der Ubertragungsgeschwindigkeit
von der Entfernung). Zu einem Superaustausch kommt es
im Falle eines positiven Energieabstandes zwischen dem
niedrigsten elektronischen Zustand des angeregten Donors
(D*) und der Vielzahl der Schwingungszustinde der DNA-
Briicke. Der Loch-Hopping-Mechanismus dagegen wird
durchlaufen, wenn sich der niedrigste Schwingungszustand
elektronischen Ursprungs von D* in Resonanz mit den vielen
Schwingungszustinden der DNA befindet, diese Schwin-
gungszustinde sind dann stark entartet. Die Geschwindigkeit
des Hopping wird iiber die Energie der vielen Ionenpaar-
Zustiande in der DNA gesteuert.

Im diesem Highlight- Artikel werden zuerst Messungen von
Elektroneniibertragungen in DNA zwischen diskreten Dono-
ren und Acceptoren vorgestellt; es folgt eine Diskussion von
photochemisch induzierter Guanin-Oxidation und Radikal-
kationeniibertragung. Gegenstand der ersten Studie ist die
DNA-vermittelte Elektroneniibertragung zwischen interca-
liertem Ethidium (E) und Methylviologen (MV?*; Tabelle 3,
Nr. 1), das elektrostatisch an DNA gebunden ist.P] Dabei
16scht MV?* die Fluoreszenz von photochemisch angeregtem
Ethidium. Detaillierte stationidre und zeitaufgeloste Fluores-
zenzmessungen vom Loschen der Ethidium-Fluoreszenz als
Funktion der MV**-Konzentration und der Reaktionstempe-
ratur lieferten eine Reorganisationsenergie 4 von 0.66 eV und
einen B-Wert von 1.0 A~' (kgr=10°-10°s!). Bei beiden
untersuchten Loschern, MV?* und N,N'-Dimethyl-2,9-diaza-
pyrenium (DAP?*), nimmt die Geschwindigkeit des Elektro-
nentransfers mit dem Abstand drastisch ab. Die Werte fiir A
und S dhneln denen, die zuvor fiir den Protein-vermittelten
Elektronentransfer und das Tunneln von Elektronen be-
stimmt wurden. Zum ersten Mal wurde A fiir eine DNA-
vermittelte Elektroneniibertragung bestimmt. Das macht
deutlich, wie wichtig weitere Untersuchungen mit angekniipf-
ten Intercalatoren und kovalent gebundenen Donor-Accep-
tor-Systemen sind.

Bei einem angekniipften und intercalierten Donor und
Acceptor an jeweils einem Ende eines DNA-Doppelstrangs
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Tabelle 3. In neueren Untersuchungen verwendete organische Donoren und Acceptoren.
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wird eine deutlich andere Geschwindigkeit
und Abstandsabhéngigkeit des Elektronen-
transfers gefunden. Bei dieser Studie des
DNA-vermittelten Elektronentransfers
tibertrdgt der Ethidium-Donor nach photo-
chemischer Anregung ein Elektron auf den
[Rh(phi),(bpy) ]**-Acceptor (bpy=2,2"-Bi-
pyridyl; Tabelle 4, Nr.1; kpp=10"s"1).[2
Die systematische Verdnderung des Ab-
stands zwischen Ethidium und Rh' von 17
auf 36 A veriindert die Loschung der Ethi-
dium-Fluoreszenz kaum, wohl aber Ande-
rungen der Basensequenz. So fiihrt der Ein-
bau einer Cytosin-Adenin-Fehlpaarung in
den modifizierten Doppelstrang beispiels-
weise zu einer drastisch verringerten Fahig-
keit des Rh'-Zentrums, die Ethidium-Fluo-
reszenz zu loschen. Diese Ergebnisse unter-
streichen, wie wichtig eine wohldefinierte
Doppelstrangstruktur fiir einen leichten
Elektronentransfer ist.

In einer kiirzlich erschienenen Veroffent-
lichung wird eine Elektroneniibertragung
zwischen einem intercalierten und ange-
kniipften Acceptor und einer Nucleobase
als Donor beschrieben, die nur Femtosekun-
den dauert.’®l Der Acceptor, Ethidium, ist
am 5'-Ende eines DNA-Doppelstranges an-
gekniipft; der Elektronendonor, Deazagua-
nin (Z), befindet sich in unterschiedlichen
Positionen des Oligonucleotids und ist 10—
17A vom Ethidium entfernt (Tabelle 3,
Nr.2). Die direkte Messung dieses ultra-
schnellen Elektronentransfers in DNA ge-
lang bei dieser Untersuchung mit Hilfe von
Ubergangsabsorptions- und Fluorescence-
upconversion-Experimenten. Die Fluores-
zenz von photochemisch angeregtem inter-
caliertem Ethidium wird innerhalb von etwa
5 ps durch Z geloscht. Diese schnelle Elek-
troneniibertragung ist der erste Schritt zur
Bildung der DNA-Briicke bei einem Hop-
ping-Mechanismus. Es gibt auch eine zweite,
langsamere Komponente; sie wird der Be-
wegung des intercalierten Ethidiums in der
DNA zugeschrieben. Diese Molekiilbewe-
gung spiegelt die Notwendigkeit der Préor-
ganisation wider — das Ethidium muf} sich
ausrichten, damit die FElektroneniibertra-
gung stattfinden kann. Die Geschwindigkeit
der Elektroneniibertragung wird durch den
Abstand kaum beeinfluB3t; nur das Ausmaf
der Loschung der Ethidium-Fluoreszenz va-
riiert. Diese Ergebnisse lassen wichtige
SchluBfolgerungen zu: Die Dynamik der
DNA-Basen konnte die Elektroneniibertra-
gung steuern; demnach wire § nicht der
beste Parameter, um den DNA-vermittelten
Elektronentransfer zu beschreiben.
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Tabelle 4. In neueren Untersuchungen verwendete anorganische Donoren und

Acceptoren.

Donoren (Tabelle 3, Nr. 3).54 In diesem System enthélt
ein Oligonucleotidstrang der Doppelhelix sowohl den

Nr. Donor Acceptor

Lit.

Donor (G oder Z) als auch den Acceptor (A, oder A,);

Ethidium, E

e} 0]
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(31]

der Abstand zwischen beiden betrigt 3.4, 6.8 bzw.
10.2 A. Steady-state-Emissions- und zeitabhingige Ein-
zelphotonen-Experimente zeigen, da3 das Loschen der
Fluoreszenz von G durch A, in der Gro3enordnung von
10°s! (=1.0 A!) erfolgt. Das Loschen von G durch
A, ist sogar noch schneller (>10'"s7!), und f liegt nahe
bei 0.1 A-l. Obwohl die energetischen Verhiltnisse
dieser beiden Elektronentransferreaktionen &hnlich
sind, sind die Ubertragungsgeschwindigkeiten und die
p-Werte verschieden. Strukturuntersuchungen von Oli-
gonucleotiden, die A, und A, enthalten, zeigen, dal3 A,
an einer normalen Watson-Crick-Basenpaarung betei-
ligt ist; das sterisch anspruchsvolle A, hingegen nimmt
eine Konformation ein, bei der die Stapelung schlecht
ist. Diese Befunde belegen, daf strukturelle Anderun-
gen im Basenstapel die Geschwindigkeit der Elektro-
neniibertragung beeinflussen.

In einer kiirzlich veroffentlichten Arbeit wird der
abstandsabhéngige Elektronentransfer zwischen einem
photochemisch angeregten Acridin und Guanin be-
schrieben (Tabelle 3, Nr. 4).% Ein 2-Methoxyacridin-
Derivat ersetzt eine Nucleobase in einem Oligonucleo-
tid. Das angeregte Acridin wird durch ein benachbartes
Guanin geloscht. Die Geschwindigkeitskonstanten fiir
die Elektroneniibertragung in dieser Richtung liegen
zwischen 10° und 10'°s~! bei einer VergroBerung des
Abstandes von 3 auf 10 A. Der 8-Wert von 1.47 A-!
palit zu einem frither veroffentlichten Wert, der aus
statischen Fluoreszenzmessungen stammt.*?l Es gibt
beim DNA-vermittelten Elektronentransfer keine

Die Ergebnisse der oben beschriebenen Experimente sind
sehr unterschiedlich, je nachdem, ob die Ethidiumeinheit in
den FElektronentransfersystemen angekniipft ist oder nicht.
Beim ersten beschriebenen System (intercaliertes Ethidium
und oberflichengebundenes MV?*; Tabelle 3, Nr. 1) weist die
Geschwindigkeit der Elektroneniibertragung fiir kurze Ent-
fernungen (3—17 A) eine deutliche Abstandsabhingigkeit
auf. Dennoch erfolgt auch die Elektroneniibertragung zwi-
schen kovalent angekniipftem Ethidium und einem Rhodi-
um(i1)-Komplex iiber groBere Entfernungen schnell (Tabel-
le 4, Nr. 1). Die Geschwindigkeiten des Elektronentransfers
werden dabei kaum vom Abstand beeinfluft (17-36 A), wohl
aber von der Oligonucleotidsequenz. Ist diese Diskrepanz auf
Unterschiede in der Dynamik des Elektronentransfers, in der
Plazierung von Donor und Acceptor oder in der Oligonu-
cleotidsequenz/-struktur zuriickzufiihren ? Nur weitere Expe-
rimente konnen helfen, diese offensichtliche Diskrepanz zu
erklidren und die Faktoren zu bestimmen, die die Geschwin-
digkeit der Elektroneniibertragung steuern.

Weiteren Aufschluf iiber den EinfluB der Oligonucleotid-
struktur auf die Geschwindigkeit der Elektroneniibertragung
liefern Messungen mit fluoreszierenden Analoga von Adenin
(2-Aminopurin (A,) und 1,N6-Ethenoadenin (A,)) als Ac-
ceptoren und Guanin (G) sowie Deazaguanin (Z) als
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Richtungsanisotropie; die Geschwindigkeiten der Elek-

troneniibertragung sind in 5'- und in 3'-Richtung gleich.

Diese Befunde passen auch zum Mechanismus eines
Superaustausches zwischen Acridin und Guanin.

Ahnlich wie bei einer fritheren Arbeit iiber Stilbendicarb-
oxamid-Haarnadeln,*!! bei denen die Elektroneniibertragung
wahrscheinlich iiber einen Superaustausch-Mechanismus er-
folgt, kann ein eingebautes Naphthalin dazu benutzt werden,
den DNA-vermittelten Elektronentransfer in einigen neuen
DNA-Haarnadelstrukturen zu untersuchen.”® Das Naphtha-
lin dient als Briickenkopf in diesen Haarnadeln, die mit einem
automatischen DNA-Synthesizer hergestellt werden. Das
angeregte Naphthalin in der Haarnadel wird rasch durch ein
benachbartes Adenosin (A) geloscht, die Geschwindigkeits-
konstante betrigt 10° s~ (Tabelle 3, Nr. 5).

Jingst wurde der Elektronentransfer in wohldefinierten, an
Goldelektroden gebundenen DNA-Doppelstridngen beschrie-
ben.’l Im Unterschied zum photoinduzierten Elektronen-
transfer kann mit dieser Anordnung die Elektroneniibertra-
gung im Grundzustand charakterisiert werden. In den DNA-
Doppelstrangen wird ein bestimmtes Guanin gegen Dauno-
mycin ausgetauscht und dann der Grundzustands-Elektro-
nentransfer zwischen der redoxaktiven Chinoneinheit von
Daunomycin und der Goldelektrode untersucht. Die aus den
elektrochemischen Daten berechnete Geschwindigkeit der
Elektroneniibertragung ist relativ gering (10? s™') und unab-
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hidngig vom Abstand zwischen den Redoxpartnern. Drastisch
sind die Auswirkungen auf die Geschwindigkeit des Elektro-
nentransfers durch eine einzige, dazwischenliegende Basen-
fehlpaarung: Diese ,,unterbricht® die Elektroneniibertragung
zur Goldelektrode. Die Tatsache, daB die Reaktion zwar
durch die Basenstapelung, nicht aber durch den Abstand
beeinfluBt wird, 148t vermuten, dafl nicht der Elektronen-
transfer durch den n-Stapel, sondern das Tunneln der Elek-
tronen durch den o-Linker zur Goldelektrode geschwindig-
keitsbestimmend ist.

Bei einem neuen experimentellen Ansatz zur Bestimmung
der elektrischen Leitfahigkeit von DNA verwendet man ein
LEEPS-Mikroskop (LEEPS =low-energy electron point
source).’® Im Ultrahochvakuum wird der elektrische Strom
der DNA-Fasern direkt als Funktion des angelegten Poten-
tials gemessen. Widerstandswerte, die aus diesen Messungen
bestimmt wurden, sind mit denen von leitfidhigen Polymeren
vergleichbar. Interessanterweise werden diese Messungen
iiber sehr groBe Entfernungen hinweg gemacht (600 nm oder
mehr); bei photochemisch induzierten Versuchen werden die
Geschwindigkeiten des Elektronentransfers typischerweise
iiber Entfernungen von weniger als 5 nm hinweg gemessen.
Auch diese Ergebnisse stiitzen die Hypothese, dafl sich
Ladungen in der DNA iiber weite Strecken bewegen konnen.

Die bei der Elektroneniibertragung in DNA gemessenen
Geschwindigkeiten sind bemerkenswert unterschiedlich, wie
oben zusammengefalt und in fritheren Berichten beschrieben
wurde (vgl. Tabelle 1). Haben nichtintercalierte Donoren und
Acceptoren Kontakt zum n-Stapel der DNA? Steuert der
Linker zwischen Donor oder Acceptor und DNA die
Geschwindigkeit? Sind die Geschwindigkeitsunterschiede
eine Folge von unterschiedlichen Reaktionsmechanismen ?
In welchem Ausmaf beeinflussen lokale Mikrostrukturen des
Doppelstrangs (Sequenz) die Geschwindigkeit der Elektro-
neniibertragung? Ist die vorher in einigen Systemen beob-
achtete starke Abhéngigkeit vom Abstand auf die Doppel-
strangstruktur oder auf die energetischen Verhiltnisse zu-
riickzufithren? Es sind weitere Untersuchungen notwendig,
um zwischen dem Einflul von Donor- und Acceptor-Position
und dem der DNA-Mikrostruktur auf die Geschwindigkeit
des Elektronentransfers zu unterscheiden. Die Fahigkeit der
DNA, weitreichenden Elektronentransfer zu erleichtern oder
zu unterbinden, ist im Hinblick auf den Mechanismus der
oxidativen Schédigung der DNA von Interesse.

Oxidative Schidden in der DNA sind von groBter Bedeu-
tung. Eine Moglichkeit zur Untersuchung dieses biologisch
relevanten Prozesses konnte zu einem besseren Verstdndnis
von DNA-Schidden in vivo beitragen. Die Oxidation von
Guanin in DNA kann charakterisiert werden, weil photoche-
misch erzeugte Ausloser diese Ladungsiibertragung initiieren
konnen. Bei diesen Experimenten wird ein Loch-Hopping-
(oder Phononen-unterstiitzter Polaron-) Mechanismus vorge-
schlagen, bei dem sich das photochemisch erzeugte Radikal-
kation (d.h. das Loch) schrittweise von einer Stelle niedriger
Energie in der DNA zu einer anderen bewegt.[* > 3-63 Dieser
Mechanismus ist in Einklang mit den Energien von Donor
und Acceptor, die mit den Energieniveaus der dazwischen-
liegenden DNA-Briicke vergleichbar sind. Weil die Energie
des Radikalkations fiir G (im Vergleich zu A, C und T) am
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niedrigsten ist, wird das Radikalkation an einem G lokalisiert
sein, wihrend es von einem G zum nichsten die DNA
durchquert. Die Energie dieses Radikalkations ist nicht grof3
genug, um die Bildung eines Radikalkations einer der an-
deren Basen zu induzieren; deshalb muB} es in einem Schritt
zum nichsten G springen (ein kohirenter Superaustausch-
Transfer). Die dazwischenliegende Sequenz und der Abstand
zwischen den Guaninbasen beeinfluit die Geschwindigkeit
der Elektroneniibertragung. Bei diesem Szenario wandert ein
Rakikalkation iiber groBle Entfernungen in der DNA. Ak-
tuelle Ab-initio-Berechnungen der Ionisierungspotentiale
von Guanin in B-DNA-Doppelstringen beweisen, daf3 sich
die Sequenzen in Nachbarschaft zum Guanin auf dessen
Tonisierungspotential auswirken.[* Deshalb eignen sich eini-
ge lokale DNA-Bereiche besser als andere dazu, die Wande-
rung des Radikalkations zu erleichtern.

Die experimentelle Bestitigung der oxidativen Fernschédi-
gung von DNA erfordert den Einsatz von positionsspezifisch
markierten Sonden mit wohldefinierter photochemischer
Reaktivitiit. So oxidieren photoangeregte Rh™(*Rh!")- und
Ru'"-Metallintercalatoren Guanin iiber Entfernungen von 60
Basenpaaren (200 A).[%-8] Nach Bestrahlung des intercalier-
ten Metallkomplexes wird das oxidierte Guanin durch Gel-
Elektrophorese in einem 5'-GG-3'-Abschnitt lokalisiert (Ta-
belle 4, Nr. 2 + 3). Bei beiden angekniipften Metallintercala-
toren dndert sich die Ausbeute an oxidiertem Guanin mit der
Entfernung leicht. AuBerdem beeinflult die Sequenz die
Wirksamkeit dieser Guanin-Oxidation. Beispielsweise sind 5'-
TA-3- im Vergleich zu 5-AA-3-Sequenzen besonders
schlechte Leiter. Auch die Féhigkeit eines DNA-Protein-
Komplexes, die lokale Mikrostruktur der DNA zu verédndern,
beeinfluBt die Guanin-Oxidation durch den *Rh!-Kom-
plex.[®] Ein angekniipfter Ethidium-Intercalator liefert dhn-
liche Ergebnisse, was beweist, da3 die Oxidation von Guanin
nicht auf Metallintercalatoren beschrinkt ist."l Zwei Befun-
de entsprechen den Ergebnissen fritherer Untersuchungen zu
Elektroneniibertragungsreaktionen zwischen Metallinterca-
lator-Komplexen: Eine offensichtliche starke Abhingigkeit
vom Abstand fehlt bei diesen Oxidationsreaktionen; die
Ladungstransferreaktionen sind von der Sequenz und der
Unversehrtheit des i-Basenstapels abhéngig.

Eine photochemisch ausgeloste Radikalkationen-Wande-
rung in DNA mit anschlieBender Guanin-Oxidation kann
auch eintreten, wenn ein 4'-tert-Butyl-acyliertes Thymidin
(Tabelle 3, Nr.8) oder Guanin in die DNA eingebaut
wird.[* 71721 Bei der Photolyse erfolgt eine Norrish-I-Spal-
tung, durch die ein Radikalkation an einer Ribose eines
DNA-Doppelstrangs gebildet wird. Dieses Radikalkation
wandert dann zu einem Guanin des komplementéren Stran-
ges; durch die Bildung von G wird die Trennung der DNA-
Strénge ausgelost. Das Radikalkation wird sowohl iiber kurze
(7-17 A) als auch iiber lange Distanzen (54 A) transportiert;
dabei ist die Wirksamkeit der Ladungsiibertragung iiber 54 A
dhnlich der iiber 10 A. Aus den relativen Intensititsverhalt-
nissen der gespaltenen Sequenzen (GGG/G') werden die
relativen Geschwindigkeitskonstanten berechnet. Fiir diese
biologisch relevante Ladungsiibertragungsreaktion wurde ein
B-Wert von 0.7 A~ berechnet. Die Sequenz, die zwischen dem
Radikalkation und den GGG-Einheiten liegt, beeinfluf3t
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diesen Prozef} erheblich. Der Austausch von 5-AT-3' gegen
5-GC-3" erhoht die Spaltungsausbeute um zwei Grofien-
ordnungen. Diese Ergebnisse zeigen, dafl ein Radikalkation
in einem mehrstufigen Hopping-Prozef3 iiber gro3e Entfer-
nungen transportiert werden kann.[”"

In einer neueren Veroffentlichung wird beschrieben, wie
iiber Nucleotide in Nachbarstellung zu Guanin dessen Reak-
tivitdit gegeniiber Oxidationsschdden moduliert werden
kann.*! Bei dieser Studie zur photochemisch induzierten
Ein-Elektronen-Oxidation von Guanin nimmt ein nicht
angekniipftes Riboflavin ein Elektron vom Doppelstrang
auf, der die Sequenz 5-XGY-3' (X, Y=A, C, G und T; vgl.
z.B. Tabelle 3, Nr. 6) enthilt. Fiir die Wirksamkeit der GG-
Spaltung gilt folgende Rangfolge: GGG > CGG > AGG =
TGG > TGT, dabei ist Pyrimidin-G-Pyrimidin am wenigsten
reaktiv. Rechnungen fiir die gleichen Sequenzen stiitzen das
experimentelle Ergebnis; die Ionisierungspotentiale sind fiir
Purin-G-Purin-Sequenzen niedriger (hochste oxidative Re-
aktivitét) als fiir Pyrimidin-G-Pyrimidin-Sequenzen.

Auch in einem DNA-Doppelstrang mit angekniipftem
Anthrachinon (AQ; Tabelle 3, Nr. 9) und mit vier separaten
GG-Blocken ist ein Radikalkationentransport iiber grofie
Entfernung (200 A) zu beobachten.[” Die Bestrahlung des
angekniipften Anthrachinons 16st den Elektronentransfer aus
und fithrt zur Bildung des Anthrachinon-Radikalanions und
des Guanin-Radikalkations.?* 774 Die photochemisch aus-
geloste Spaltung von DNA durch Radikalkationen erfolgt an
GG-Stellen in Nachbarstellung zum angekniipften AQ und
auch davon entfernt. Bei der Oxidation von Guaninbasen, die
zwischen AQ und den GG-Stellen liegen, ist die Abhéngigkeit
vom Abstand minimal. Zwischen dem Logarithmus der GG-
Spaltungseffizienz und dem Abstand zwischen AQ und dem
Radikalkation besteht ein linearer Zusammenhang; das zeigt,
dall die dazwischenliegende Sequenz die Wanderung des
Radikalkations nicht signifikant beeinfluf3t.

Die Radikalkationenwanderung zu Guanin erfolgt iiber
grofle Entfernungen mit einem Intercalator, einer Phosphat-
gruppe am 5'-Ende und 4'-modifizierten Ribosen als Sonden.
Dennoch ist die Ausbeute an oxidiertem Guanin nicht in allen
Fillen die gleiche. Weitere Experimente miissen diesen
Unterschieden Rechnung tragen und die Faktoren identifi-
zieren, die diese Reaktion bestimmen. Dariiber hinaus sind
die Daten beziiglich des Einflusses der Sequenz auf die
Geschwindigkeit des Ladungstransfers allem Anschein nach
widerspriichlich. Zukiinftige Untersuchungen miissen sich
dieses Problems annehmen und die Effekte von verschiede-
nen Sequenzen und Basenfehlpaarungen auf den Radikalka-
tionentransport quantitativ erfassen. Die biologische Bedeu-
tung dieser weitreichenden Ladungsiibertragung ist erheblich
in bezug auf das AusmaB, in dem ein Radikalkation entlang
der DNA wandern und Oxidationsschdden auslésen kann.

Die aktuellen Systeme zur Untersuchung des Elektronen-
transfers und der Radikalkationenwanderung unterscheiden
sich in: den jeweiligen Donoren und Acceptoren; der Trieb-
kraft (AG") fiir den Elektronentransfer; den Energien von
Donor und Acceptor im Vergleich zu der der DNA-Briicke;
den Abstinden zwischen Donor und Acceptor; der Art, wie
Donor und Acceptor kovalent an den Oligonucleotid-Dop-
pelstrang gekniipft (oder in ihn intercaliert) sind; den
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Sequenzen und lokalen Mikrostrukturen des Doppelstrangs.
Viele von diesen entscheidenden Fragen sind in diesem
Beitrag angesprochen worden; andere Schliisselpunkte je-
doch sind zum Teil oder ganz unbeantwortet geblieben.
Erstens ist die Zahl der neuen spektroskopischen oder
elektrochemischen Sonden, die in der Literatur beschrieben
worden sind, klein. Das géngige Repertoire an Sonden muf3
erweitert werden, um die Dynamik und Energetik des
Ladungstransfers in DNA weiter zu erforschen.”>”"l Zweitens
fehlen ganz offensichtlich NMR-spektroskopische Untersu-
chungen in Losung oder Kristallstrukturen von Oligonucleo-
tid-Doppelstrdangen, die Donor und Acceptor tragen. Die
ersten Strukturinformationen stammen aus einer aktuellen
NMR-spektroskopischen Untersuchung eines intercalierten
Rh-Oligonucleotid-Modellsystems in Loésung.’®! Drittens ist
die Abhéngigkeit der DNA-vermittelten Ladungsiibertra-
gung von AG° unbekannt. Viertens bleiben die elektronische
Kopplungs- und Reorganisationsenergie fiir angekniipfte
Intercalatoren und kovalent gebundene Donoren und Ac-
ceptoren schwer erfalbar. Wie schon beim Protein-vermittel-
ten Elektronentransfer®! konnen diese Daten experimentell
bestimmt werden, wenn die thermodynamischen Daten (AG?,
AS” und AH") fiir die Ladungstransferreaktion bekannt sind.
Die Geschwindigkeit der Ladungsiibertragung zwischen Do-
noren und Acceptoren wird dabei als Funktion der Triebkraft
und der Temperatur gemessen. Fiinftens ist das Verstdandnis
der Dynamik des Ladungstransfers entscheidend, und weitere
Femtosekunden-Experimente an positionsspezifisch markier-
ter DNA sind erforderlich, um das(die) erste(n) Ereignis(se)
bei der DNA-vermittelten Ladungsiibertragung zu erfor-
schen. Sechstens ist die Zahl der theoretischen Untersuchun-
gen begrenzt. Neue DNA-vermittelte Systeme miissen vor-
geschlagen und experimentell untersucht werden.

Dieser Beitrag soll neue Ergebnisse kurz zusammenfassen,
kritische Diskussionen anregen und wissenschaftliches Inter-
esse wecken. AuBBerdem l4dt er alle Wissenschaftler dazu ein,
das aufregende Gebiet der DNA-vermittelten Ladungsiiber-
tragung zu erforschen.
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