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Selbstreparierende DNA basierend auf einem
reduktiven Elektronentransfer durch den
Basenstapel**

Anja Schwogler, Lars T. Burgdorf und Thomas Carell*

DNA-Photolyasen verwenden Lichtenergie zur Durchfiih-
rung der Reparatur von hochmutagenen, UV-induzierten
Cyclobutanpyrimidin-Dimerschidden in der DNA.I'2 Die
Grundlage fiir die Reparaturreaktion, welche viele Insekten,
Fische, Amphibien und Pflanzen vor UV-induziertem Zelltod
und Mutagenesel®! bewahrt, ist ein lichtinduzierter Elektro-
nentransfer von einem reduzierten und deprotonierten Fla-
vin-Coenzym auf einen DNA-Dimerschaden.[! Der Schaden
unterliegt als Radikalanion spontan einer Cycloreversion zu
den entsprechenden Monomeren.’) Auch wenn der Mecha-
nismus des lichtgetriebenen Reparaturprozesses bekannt ist,
so gibt es bisher keine Informationen iiber den essentiellen
Elektronenabgabeprozess vom Flavindonor auf den Dimer-
acceptor im DNA-Strang.’! Insbesondere die Frage, in
welchem Ausmal3 ein DNA-Doppelstrang die Weiterleitung
eines Elektrons beeinflussen kann, wird heftig diskutiert
(Schema 1).I Diese Frage ist direkt verkniipft mit Unter-
suchungen zu den Lochtransport-Eigenschaften von DNA.FI
Kiirzlich wurde gezeigt, dass ein Lochtransport in einem

oxidativer Lochtransfer  reduktiver Elektronentransfer
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Schema 1. Schematische Darstellung des Lochtransferprozesses iiber
Guanosinbasen (oxidativer Elektronentransfer) und des vorgeschlagenen
reduktiven Elektronentransfers, der zur DNA-Selbstreparatur fiihrt.

ungestorten DNA-Doppelstrang iiber relativ grof3e Distanzen
moglich ist.> 1% Jiingste Experimente lieferten iiberzeugende
Hinweise darauf, dass eine mogliche Grundlage fiir diesen
vermutlich ,,distanzunabhingigen* Lochtransfer ein Hiipf-
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prozess ist, bei dem Guanosinbasen — die zu Guanosin-
Radikalkationen reagieren — ,,Sprungbretter* innerhalb der
DNA-Doppelhelix darstellen (Schema 1).[1-13]

Ein tieferes Verstindnis der oxidativen Schidigung von
DNA und die Konstruktion von auf DNA basierenden
bioanalytischen Werkzeugen hingt entscheidend von der
Aufklarung der Elektronen- und Lochtransport-Eigenschaf-
ten doppelstringiger DNA ab.l' 7] Hier beschreiben wir die
Herstellung von DNA-Stringen, die einen Flavin-Baustein
und einen Cyclobutanthymidin-Dimerschaden enthalten.['s 1]
Bei diesen doppelt modifizierten DNA-Strangen ist licht-
induzierte Selbstreparatur moglich, was es uns erlaubte, einen
Einblick zu gewinnen, in welchem MaBe die DNA
einen reduktiven , Uberschuss“-Elektronentransfer beein-
flusst.20-22]

Zum Studium des reduktiven, zur Selbstreparatur fithren-
den Elektronentransfers wurden die Oligonucleotide 1 und 2
synthetisiert, die in Schema 2 dargestellt sind. Alle DNA-
Doppelstringe enthalten als zentrale Einheiten die Ribofla-
vin-Coenzymbase 3 und den Thymidindimer-DNA-Schaden
4. Die Synthese und die Einbaubedingungen beider Bausteine
in DNA wurden kiirzlich beschrieben.['s 1% 23]
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5'-d (GCGCA-Fla-T=TAACGC)-3"

1T
3'-d(CGCGT-T — A-ATTGCG) -5
1c 5'-d (GCGCA-Fla-T=TAACGC) -3
3'-d(CGCGT - C - A-ATTGCG) -5
1G 5'-d (GCGCA-Fla-T=TAACGC)-3"
3'-d(CGCGT - G - A-ATTGCG) -5
1A 5'-d (GCGCA-Fla-T=TAACGC) -3
3'-d(CGCGT - A - A-ATTGCG) -5
oT 5'-d{(GCGCA-Fla-AT=TACGC)-3"
3'-d{CGCGT - T - TA-ATGCG) -5
5'-d(GCGCA-Fla-AT=TACGC) -3’
2C

3'-d{CGCGT - C -~ TA-ATGCG) -5

Schema 2. Durch Elektronentransfer induzierte Cycloreversion eines
Thymidindimer-DNA-Schaden-Analogons. Alle sechs Flavin- und Dimer-
modifizierten DNA-Doppelstrange sind dargestellt. R = Weiterfithrung
der DNA-Strénge.
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Um zu untersuchen, ob die Flavin und Dimerschaden
enthaltenden®! Oligonucleotide stabile DNA-Doppelstringe
bilden, was sich im Fall des Lochtransfers als essentiell
herausstellte, wurden Schmelztemperaturen und Fluoreszenz-
spektren aller Doppelstrange gemessen. Abbildung 1 A zeigt
eine typische Schmelzkurve, die bei 275 nm fiir den Flavin
und Dimer enthaltenden DNA-Doppelstrang 2T gemessen
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Abbildung 1. A) Schmelzkurve von 2T als Beispiel. Dargestellt ist die
Aufheiz- und die Abkiihlkurve, gemessen bei 275 nm (cpya =3 pM, 150 mm
NacCl, 0.01m Tris, pH 7.5). Der Einschub zeigt die Schmelzkurve von 1T mit
einem Fla-T-Basenpaar und einem Formacetal-verkniipften Thymidyl-
Thymidin (T;T), gemessen bei 460 nm (cpna =30 pM, 150 mm NaCl, 0.01m
Tris, pH 7.5). B) Temperaturabhingige Fluoreszenzspektren des Doppel-
strangs 1T.

wurde. Deutlich wird ein normales Schmelzverhalten des
doppelt modifizierten DNA-Doppelstranges; es wird keine
Hysterese zwischen der Aufheiz- und der Abkiihlkurve
beobachtet. Aufschmelzen derartiger Doppelstrange war
auch bei 460 nm detektierbar, wo nur das Flavin-Coenzym
absorbiert (Abbildung 1, Einschub). Dieser Hypochromie-
effekt der Flavinbase stiitzt unsere Annahme, dass sich das
Flavin-Coenzym innerhalb der DNA-Doppelhelix befin-
det.'8] Die Schmelzpunkte aller Flavin-Coenzym enthalten-
den DNA-Striange héngen auch von der gewéhlten Gegen-
base ab. Die hochsten Schmelzpunkte wurden fiir Thymidin
und Cytidin gemessen. Wir fanden fiir den Strang 1 die
folgenden Schmelzpunkte fiir die verschiedenen Gegenbasen:
1T:58,1C:56,1G:51,1A:53°C (cpna =3 UM, 150 mm NaCl,
0.01m Tris, pH 7.5). Thymidin und Cytidin wurden deshalb als
Flavin-Gegenbase in unserer Studie verwendet.
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Weitere Hinweise auf die Anwesenheit des Flavins im
Basenstapel wurden bei Fluoreszenzstudien erhalten. Die
Fluoreszenz des Flavins im Doppelstrang ist stark geloscht,
wenn Guanosin als Gegenbase fungiert (1G). Der Grund fiir
die herabgesetzte Fluoreszenz ist ein lichtinduzierter Elek-
tronentransfer vom Guanosin zum Flavin unter Bildung eines
transienten [G'---Fla"]-Zwitterions. Die reduzierte Fluo-
reszenz ist in Ubereinstimmung mit der Hypothese, dass beide
Heterocyclen in Kontakt sind, was nur moglich ist, wenn das
Flavin im Basenstapel positioniert ist. Dariiber hinaus erga-
ben temperaturabhéngige Fluoreszenzstudien mit dem DNA-
Doppelstrang 1G eine starke Zunahme der Flavinfluoreszenz
wihrend des Aufschmelzens des Doppelstranges, wie in
Abbildung 1B gezeigt ist. Wir nehmen an, dass die beob-
achtete Hypochromie in den UV-Schmelzpunktstudien und
die temperaturabhéngigen Fluoreszenzdaten gute Hinweise
darauf liefern, dass sich Flavin-Coenzym innerhalb der DNA
Doppelhelix befindet.

Um den reduktiven Elektronentransfer vom Flavin zum
Dimer im DNA-Basenstapel zu studieren, wurden die DNA-
Striange 1T, 1C, 2T sowie 2C jeweils in Tris-Puffer (pH 7.5,
150 mm NaCl) gelost und die Losung in eine Fluoreszenzkii-
vette iibertragen, die mit einem Septum verschlossen wurde.
Nach dem Spiilen der Losung mit Stickstoff fiir 10 Minuten
wurde Natriumdithionit-Losung zugegeben, um das Flavin-
Coenzym zu reduzieren und zu deprotonieren (pK,=6.8).
Nach der Reduktion verschwindet die Fluoreszenz des
Flavins. Die Fluoreszenz wurde wéhrend der Messung beob-
achtet, um zu gewihrleisten, dass sich das Flavin wéhrend der
gesamten Messung im reduzierten Zustand befand.! Die
Fluoreszenzkiivetten wurden dann monochromatischem
Licht (360 nm) in einem Fluorimeter oder dem Tageslicht
ausgesetzt. Wahrend der Belichtung wurde langsam Stickstoff
durch die DNA-Losung geleitet, um homogene Belichtung zu
gewihrleisten. Von dieser Assaylosung wurden kleine Proben
mit einer Mikrospritze entnommen und sofort durch Schiit-
teln an der Luft aufoxidiert. Die Analyse der Proben mittels
Umkehrphasen-HPLC (Abbildung 2) ergab, dass die Dimer-
schidden im DNA-Doppelstrang sauber repariert werden. Die
HPL-Chromatogramme zeigen die Bildung nur eines neuen
Oligonucleotids, von dem wir durch Coinjektion wissen, dass
es sich um das reparierte handelt. Abbildung 2 ldsst deutlich
erkennen, dass die Photoreaktion einen Selbstreparaturpro-
zess des geschidigten DNA-Stranges antreibt. Da kein an-
deres Oligonucleotid gebildet wird, schlieBen wir Neben-

_ repariert
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Abbildung 2. HPLC-Spuren der Proben, die wéihrend eines Belichtungs-
experimentes mit dem Strang 2C erhalten wurden. Ersichtlich ist die
saubere Umwandlung der den Schaden enthaltenden DNA in den
reparierten Strang.
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reaktionen, die zu DNA-Zersetzung fithren wiirden, aus.
Tatsdchlich wird komplette Selbstreparatur des Schaden
enthaltenden Oligonucleotids unter unseren Bedingungen
bereits nach 30 Minuten Bestrahlungszeit erreicht. In Ab-
wesenheit von Licht wird keine Reparatur beobachtet.[?6-28]

Weitere Experimente, bei denen ein Flavin enthaltender
DNA-Strang reduziert und in Gegenwart eines Schaden
enthaltenden, aber nicht komplementéren Stranges belichtet
wurde, ergaben ebenfalls keine Reparatur. Beide Kontroll-
experimente beweisen, dass es sich bei der Selbstreparatur um
einen lichtinduzierten Prozess handelt, der intramolekular
innerhalb des DNA-Doppelstranges ablauft.

Um zu verstehen, wie die DNA reduktive Elektronen-
transferprozesse beeinflusst, wurden alle vier DNA-Doppel-
stringe — 1T, 1C, 2T und 2C -, die entweder ein Fla-T- oder
ein Fla-C-Basenpaar enthalten und in denen ein unterschied-
licher Flavin-Dimer-Abstand realisiert ist, beziiglich ihrer
Selbstreparatureigenschaften untersucht. Die Reparaturda-
ten sind in Tabelle 1 zusammengestellt. Den Daten nach
erfolgt die Selbstreparatur der Doppelstriange 1T und 2T mit
dem Fla-T-Basenpaar (hochste Schmelzpunkte) schneller als
bei 1C und 2C, vermutlich, weil sie die am wenigsten
gestorten Doppelstréange bilden.

Tabelle 1. Reparaturausbeuten (+10% ) und Quantenausbeuten (+50 %)
des Photoprozesses in den DNA-Stréingen 1T, 1C, 2T und 2C.[

DNA-Doppelstrang Reparatur- Quanten-
ausb. (5 min) ausb. @

1T 5-d(GCGCA-Fla-T=TAACGCG)-3’ 35% 0.004
3-d(CGCGT- T -A ATTGCGC)-5'

1C 5'-d(GCGCA-Fla-T=TAACGCG)-3 35% 0.004
3'-d(CGCGT- C -A ATTGCGC)-5'

2T 5'-d(GCGCA-Fla-AT=TACGCG)-3' 20% 0.003
3'-d(CGCGT- T -TA ATGCGC)-5'

2C 5'-d(GCGCA-Fla-AT=TACGCG)-3’ 15% 0.002

3'-d(CGCGT- C -TA ATGCGC)-5'

[a] cpna =40 uM, 360 nm, 150 mm NaCl, 0.01m Tris, pH 7.5. Der Photonen-
fluss wurde mit einem Zweikanal-Optometer von United Technology
gemessen; Eqayin- = 4900 LM~ em~.

Wir stellten ferner fest, dass die Doppelstrange 1Tund 1C
nach 5 Minuten zu 35% repariert sind. Das ist nur um
ungefihr den Faktor 2 schneller als bei 2T und 2C (20 % und
15%), in denen ein zusitzliches A-T-Basenpaar die Elektro-
nentransfer-Partner separiert. Fiir uns ist dieser kleine Unter-
schied iiberraschend, weil die Distanz zwischen dem Flavin
und dem Dimer von 11 (in 1Tund 1C) auf 17 (in 2T und 2C)
Einfachbindungen zunimmt. Im Fall des oxidativen Loch-
transfers in DNA fiihrt ein zusétzliches A-T-Basenpaar
zwischen dem Elektronenloch und der néchsten Elektronen-
donierenden Guanosinbase zu einer Reduktion des Elektro-
nentransfergeschehens um ca. eine Zehnerpotenz.['!]

Den Daten zufolge ist ein reduktiver Elektronentransfer
durch den Basenstapel von einem Flavin-Elektronendonor zu
einem UV-Dimerschaden moglich, wie er von der DNA-
Photolyase angewendet wird.?>?1 Der lichtinduzierte Elek-
tronentransfer leitet ausschlieBlich eine Cycloreversion des
Dimers ein. Dieser Prozess findet auch dann statt, wenn der
DNA-Schaden und der Flavindonor durch ein dazwischen
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liegendes Basenpaar getrennt sind. Die hier beschriebenen
Ergebnisse eroffnen neue Wege zur Konstruktion von The-
rapeutika fiir die Dimerschaden-Reparatur und zeigen, dass
es die ,Bestiickung“ von DNA mit Flavin-Coenzymen
erlaubt, funktionale Oligonucleotide herzustellen, die, wie in
unserem Fall, selbstreparierende Eigenschaften haben.
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Zwei dhnliche Einheiten — verkniipft zu einem Ag,%*-
Cluster — enthélt die molekulare Verbindung 1, welche durch
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die Aufschluss iiber die elektronische Situation im Metall-
cluster geben.

[{Ag(/BuNH,),}|*[{Ag(tBuNH,)(tBuN=CHCH;)},|**[Ag12(CF;CO,).s]"” 1

1 besteht aus einem zwolfkernigen Silbercluster mit u,-
verbriickenden Trifluoracetatliganden, der von sechs Silber-
diamineinheiten umgeben ist (Abbildung 1). Bei letzteren
handelt es sich einerseits um vier Kationen, in denen die
Silberatome Ag(13) bis Ag(16) jeweils etwa linear von zwei
tBuNH,-Liganden koordiniert werden, die durch Protonie-
rung der Amidoliganden entstanden sind. Andererseits liegen
zwei [Ag(BuNH,)(rBuN=CHCHs;) | *-Ionen vor (Ag(17) bzw.
Ag(18)), deren Aufbau in Abbildung 2 fiir Ag(17) wieder-
gegeben ist. An das Silberatom koordiniert hier neben einem
tert-Butylaminliganden etwa linear ein tert-Butylacetatiminli-
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Abbildung 1. Struktur von 1 im Kristall (ohne Wasserstoffatome).

gand. In diesem ist N(10) trigonal-planar umgeben, wobei ein
N-C-Abstand mit 128(3) pm gegeniiber dem einer N-C-Ein-
fachbindung deutlich verkiirzt ist.

Die Existenz der [Ag(rBuNH,)(rBuN=CHCH,)]|"-Ionen
konnte zweifelsfrei anhand eines Elektrospray-Ionisations-
Massenspektrums nachgewiesen werden. Dagegen lie3 sich
der Reaktionsverlauf, welcher zu der unerwarteten Bildung
dieser Gruppierung fiihrt, bisher nicht aufkldren. Der C,H,-
Rest an N(10) ist wahrscheinlich das Folgeprodukt einer
Etherspaltung. In diesem Fall hitte das entstehende Ethanal
mit den in Losung befindlichen Amido- oder Aminliganden in
einer Kondensationsreaktion zum Imin reagiert, welches sich
anschlieBend an ein Ag*-Ion oder eine [Ag(tBuNH,)]*-
Einheit anlagerte.
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