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DNA—vermittelte Ladungstransferprozesse lassen sich prinzipiell in
oxidative Lochtransferprozesse und reduktive Elektronentransfer-
prozesse einteilen. Im Hinblick auf die Entstehung von DNA-Schdiden
lag das Hauptaugenmerk bisheriger Forschung auf der Untersuchung
des oxidativen Lochtransfers oder -transportes. Daraus wurden
wichtige Informationen beispielsweise iiber den Mechanismus
erhalten. Dagegen hat der Transport oder Transfer von Uber-
schusselektronen ein grofies Potenzial fiir biomedizinische Anwen-
dungen, hauptsichlich in der DNA-Chiptechnologie. Zur Unter-
suchung der mechanistischen Details wurden in y-Puls-Radiolyse-
Studien Elektronenacceptoren eingesetzt , die nicht kovalent an DNA
gebunden sind. Der entscheidende Nachteil dieses experimentellen
Aufbaus liegt darin, dass sowohl die Injektion als auch das Abfangen
der Elektronen nicht regiospezifisch erfolgen kann. Kiirzlich wurden
neue photochemische DNA-Systeme publiziert, die eine chemische
und spektroskopische Untersuchung des reduktiven Elektronentrans-
fers sowie der Wanderung von Uberschusselektronen in der DNA
erlauben. Basierend auf diesen Resultaten wurde ein Elektronen-
Hopping-Mechanismus vorgeschlagen, bei dem die Pyrimidin-Radi-

ist, sehr kontrovers diskutiert.[! Das
grof3e Interesse am DNA-vermittelten
Ladungstransfer wurde angetrieben
durch dessen Relevanz bei der Entste-
hung oxidativer DNA-Schidden, die
Apoptose, Mutationen oder Krebs
auslosen konnen.s)! Im Zentrum des

kalanionen als intermediire Elektronentriger auftreten.

1. Mechanismen des DNA-vermittelten
Lochtransfers und des Loch-Hoppings

Vor {iiber 40 Jahren wurde erstmals vorgeschlagen, dass
die Bewegung von Ladung entlang der m-Stapel der Basen-
paare von DNA, die in der B-Form vorliegt, erfolgen
konnte.['l Barton et al. leisteten die Pionierarbeit auf diesem
Gebiet und verdffentlichten zahlreiche Arbeiten iiber den
photoaktivierten Ladungstransfer in der DNA.3 Seither
wurde die fundamentale Frage, ob DNA ein geeignetes
Medium fiir den Ladungstransfer iiber grof3e Entfernungen
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Interesses der meisten Forschungs-
gruppenl® stand deshalb die photoche-
misch oder photophysikalisch indu-
zierte Oxidation der DNA, bei der
der DNA oder dem endgiiltigen Acceptor (Ac) ein Elektron
entzogen und auf den photoangeregten Ladungsdonor (D)
ibertragen wird. Diese Prozesse konnen als oxidativer
Lochtransfer oder Lochtransport beschrieben werden.

Die meisten Experimente wurden nach der folgenden
Strategie durchgefiihrt:[’]

1. Markierung der DNA mit redoxaktiven Sonden durch

Interkalation und/oder kovalente Verkniipfung
2. Auslosen des Ladungstransfers mit photochemischen

oder elektrochemischen Methoden
3. Nachweis der Ladungstransferprozesse.

Die DNA-vermittelten Lochtransfer- oder Lochtransport-
prozesse wurden mit verschiedenen Techniken untersucht,
z.B. spektroskopisch oder durch biochemische Analyse der
oxidativen DNA-Schiden.l®”) Der Superaustausch- und der
Hopping-Mechanismus sind die beiden Hauptmechanismen,
die zur Beschreibung oxidativer Lochtransfer- und Loch-
transportprozesse in der DNA geeignet sind.®! Die Grund-
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lagen des Ladungstransfers durch die DNA sind weitgehend
verstanden, und die Diskussion dreht sich jetzt um deren
biologische Relevanz.l’)

Anfinglich wurden die Ladungstransferprozesse entspre-
chend der Marcus-Theorie als Superaustausch-Mechanismus
(Abbildung 1a) beschrieben. Die Geschwindigkeitskonstante
kcr eines solchen einstufigen Tunnelprozesses hidngt expo-
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Abbildung 1. Superaustausch-Mechanismus des photoinduzierten
DNA-vermittelten Lochtransfers (a) und Hopping-Mechanismus des
photoinduzierten Lochtransportes in der DNA (b). D= Donor, Ac=Ac-
ceptor, B=Base, inj=Injektion, trap=Abfangen, CT =Ladungstrans-
fer.

nentiell von der Distanz R zwischen dem Donor (D) und dem

Acceptor (Ac) ab, keroc e PRI Vier wichtige Beobachtungen

wurden bei dieser Interpretation gemacht:

1. Der Lochtransfer iiber den Superaustausch-Mechanismus
ist auf kleine Entfernungen beschrinkt (<10 A).

2. Ladungstransferreaktionen iiber kurze Distanzen verlau-
fen sehr schnell (kcp=10°-10'2s71).
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3. Typische f-Werte DNA-vermittelter Ladungstransferpro-
zesse liegen im Bereich zwischen 0.6 und 0.8 A1,

4. Die Interkalation von D und Ac ist kritisch fiir einen
schnellen und effizienten Ladungstransferprozess.
Andere Experimente und Daten dagegen zeigten deut-

lich,[®7 dass der DNA-vermittelte Lochtransport auch Reak-

tionen iiber groBe Entfernungen bewirken kann (bis zu

200 A),l was auf eine sehr geringe Abstandsabhingigkeit

hinweist. Dies fithrte zur Formulierung eines alternativen

Mechanismus, dem Hopping-Modell (Abbildung 1b).[512]

Unter den vier verschiedenen DNA-Basen ist Guanin (G)

am leichtesten oxidierbar.'*!41 Beim Hopping ist deswegen

das G-Radikalkation (G'*) der intermedidre Ladungstriger.

Die positive Ladung hiipft, nachdem sie in den DNA-

Basenstapel injiziert wurde, von G zu G und kann durch

einen geeigneten Acceptor abgefangen werden. Jeder Hop-

ping-Schritt ist jeweils ein Tunnelprozess durch die dazwi-
schen liegenden Adenin(A)-Thymin(T)-Basenpaare.l®! Die

Gesamtgeschwindigkeit des Lochtransportes entsprechend

dem Hopping-Modell hingt von der Zahl der Hopping-

Schritte (N) ab, kcpoc N7 (1) ist eine Konstante).[¥! Lewis et al.

bestimmten die Geschwindigkeit eines einzelnen Hopping-

Schrittes von G nach GG auf kyop =107 s1.1' Giese et al.

schlugen auBlerdem vor, dass auch A als intermediirer

Ladungstriger fungieren kann, wenn G in der Basensequenz

nicht vorkommt.['"]

2. Reduktiver Elektronentransfer und Transport von
Uberschusselektronen

Ein reduktiver Elektronentransfer oder -transport tritt
auf, wenn ein Elektron aus dem photoangeregten Donor in
die DNA injiziert oder auf den Acceptor iibertragen wird.
Anders als beim oxidativen Lochtransfer und dem Loch-
Hopping in der DNA (siehe vorheriger Abschnitt) sind die
mechanistischen Details des Transfers oder des Transportes
von Uberschusselektronen noch unklar. Diese Wissensliicke
wurde in den letzten zwei bis drei Jahren gefiillt, auch wenn
ein wohldefiniertes und geeignetes Donor-Acceptor-System
fiir zeitaufgeloste Messungen bisher nicht entwickelt wurde.
Die Mechanismen des Lochtransfers und Lochtransportes
wurden auf das Problem des reduktiven Elektronentransfers
und der Wanderung von Uberschusselektronen iibertragen.

Trotz der Ungenauigkeit der experimentell bestimmten
Potentiale wurde folgender Trend fiir die Reduzierbarkeit
von DNA-Basen abgeleitet: TU~C>A>G (C=Cyto-
sin).l%18] Dieser Trend wurde kiirzlich durch theoretische
Untersuchungen bestitigt.'”) Detailliertere Berechnungen
der Elektronenaffinitdten der DNA-Basen in Oligonucleoti-
den verschiedener Basensequenz von Résch et al.?%l deuten
darauf hin, dass 5-XCY-3' und 5-XTY-3' die stirksten
Elektronenacceptoren sind, wenn X und Y die Pyrimidine
C oder T sind. Sowohl aus theoretischer als auch aus
experimenteller Sicht sind demnach T und C die am
leichtesten zu reduzierenden Basen, deren Reduktionspoten-
tiale sehr dhnlich sind.

Fiir den DNA-vermittelten Transport von Uberschuss-
elektronen iiber groBe Entfernungen wurde ein Hopping-
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Mechanismus vorgeschlagen, der alle Basenpaare (T-A und
C-G) mit einbezieht und bei dem die beiden Pyrimidin-
Radikalanionen C~ und T als intermedidre Elektronen-
triager auftreten.” Nach Steenken et al. haben C— und T~
jedoch eine stark unterschiedliche Basizitit.?!! Deswegen
kann die Protonierung von C~ und T~ durch die komple-
mentdren DNA-Basen oder die Wassermolekiile aus der
Umgebung moglicherweise den Elektrontransfer oder das
Elektronen-Hopping behindern.?!!

2.1. y-Puls-Radiolyse-Studien

Das meiste Wissen iiber den reduktiven Elektronentrans-
fer und iiber das Verhalten von Uberschusselektronen in der
DNA stammt aus y-Puls-Radiolyse-Studien.?2! Viele dieser
Studien wurden in Eis oder glasartigen, wissrigen LiBr-
Losungen mit Duplex-DNA durchgefiihrt. Zur Herstellung
solvatisierter Elektronen, die in der Lage sind, die DNA zu
reduzieren und so den DNA-vermittelten Elektronentransfer
oder -transport auszulosen, wurden die Proben mit y-Strah-
lung bestrahlt und die DNA mit Elektronacceptoren dotiert,
z.B. Mitoxantron (MX, Abbildung 2). Diese interkalieren in

in zufalligen Abstanden gebunden

B XXX XA XX XX XXX
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Abbildung 2. Mitoxantron (MX), Acridin(NC)- und Chinolinderivative
(NQ) als Elektronenacceptoren in den y-Puls-Radiolyse-Experimenten
zur Untersuchung des Elektronentransfers und -transportes in der
DNA.

die DNA in zufilligen Abstédnden. Die intermediir auftre-
tenden Radikale der DNA-Basen sowie des Acceptors
wurden durch ESR-Spektroskopie nachgewiesen. Der Haupt-
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nachteil dieses experimentellen Aufbaus ist, dass sowohl die
Injektion als auch das Abfangen der Elektronen nicht
regiospezifisch erfolgt. Trotzdem konnen einige bemerkens-
werte und prinzipielle Aussagen und Hinweise aus diesen
Untersuchungen, die hauptsédchlich von Sevilla et al. durch-
gefiihrt wurden,? erhalten werden.

Unterhalb von 77 K erfolgt der Elektronentransfer in der
DNA als Superaustausch. Die Abstandsabhingigkeit des
Elektronentransfers wurde zu einem Durchschnittswert von
B=0.9 A-! bestimmt und ist nicht temperaturabhingig. DNA
bei 77 K ist demnach kein besonders gutes Medium fiir den
Transfer von Uberschusselektronen. Dieses Resultat ist in
Einklang sowohl mit dem oxidativen Lochtransfer iiber den
Superaustausch-Mechanismus (sieche Abschnitt 1) als auch
mit einstufigen Elektronen-Tunnelprozessen in Proteinen.’]

Die Abstandsabhéngigkeit der Geschwindigkeit des Elek-
tronentransfers variiert in den synthetischen Duplexen be-
trichtlich.?®) Der S-Wert fiir das Tunneln von Elektronen
betrigt 0.75 A~! in poly(dA-dT)-poly(dA-dT) und 1.4 A-! in
poly(dI-dC)-poly(dI-dC), jeweils gemessen in D,O. Der (-
Wert fiir DNA mit einer gemischten Sequenz (DNA aus
Kalbsthymus) liegt mit 0.92 A~ in D,O zwischen diesen
Werten. Vergleichbare Messungen in H,O ergaben einen fj-
Wert von 0.83 A*l, was auf einen moderaten Isotopeneffekt
hinweist. Der Deuteronen- oder Protonentransfer von Inosin
(I) oder G nach C~ verlangsamt demnach den Elektronen-
transfer deutlich, unterbricht ihn aber nicht.

Oberhalb von 130K tritt als Konkurrenzprozess zum
Tunneln der Elektronen die irreversible Deuterierung von T+~
in D,O auf, die das irreversible Abfangen des Elektrons
bewirken kann. Der Elektronentransfer von dem mit einem
Elektron reduzierten Cytosin (C) ist unterhalb von 170 K
offensichtlich zu langsam, um beobachtet zu werden. Ober-
halb von 170 K verlduft der Elektronentransfer nach einem
anderen Mechanismus als thermisch aktivierter Prozess, bei
dem auch C~ als intermedidrer Elektronentriger auftritt. Wie
bereits erwéhnt, wird C~ vermutlich durch die komplemen-
tdre Base G protoniert, weil dabei eine hohe Stabilisierungs-
energie frei wird.?'?Yl Dieser Protonentransfer verlduft re-
versibel und thermisch aktiviert, was darauf hindeutet, dass
der Protonentransfer in einem C-G-Radikalanion-Basenpaar
die Reichweite des Elektronen-Hoppings in der DNA nicht
limitiert.

Anderson et al. verwendeten in ihren y-Puls-Radiolyse-
Studien Nitroacridine und Nitrochinoline als in zufilligen
Absténden nicht kovalent an die DNA gebundene Elektro-
nenacceptoren (NC und NQ, Abbildung 2).! Diese Unter-
suchungen zeigten in Ubereinstimmung mit den zuvor dis-
kutierten Resultaten, dass die Wanderung von Elektronen in
der DNA ein Prozess ist, der deutlich durch die Aktivierungs-
energie kontrolliert wird. Bernhard et al. bestimmten die
Ausbeute der abgefangenen Radikale in kristalliner DNA bei
4K zu 60% (bezogen auf die Menge anfinglich gebildeter
Radikale).”] Interessanterweise stimmten die qualitativen
Aspekte der aufgenommen Spektren gut mit einer Radikal-
population iiberein, die von dem mit einem Elektron
reduzierten C (C~) dominiert wird.
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2.2. Photochemische Studien

Die photochemischen Untersuchungen zur Injektion und
zum Transport von Elektronen in der DNA wurden mit dem
gleichen experimentellen Aufbau durchgefiihrt, der bereits in
Abschnitt 1 vorgestellt und zur Untersuchung des oxidativen
Lochtransfers verwendet wurde.’! Als photoaktivierbare
Elektronendonoren wurden Flavin-, Stilbendiether- und Py-
renderivate eingesetzt, die kovalent mit den jeweiligen
Oligonucleotiden verkniipft wurden und sich deutlich in ihrer
Struktur und ihren Redoxeigenschaften unterscheiden.

Basierend auf der Kenntnis des Reparaturmechanismus
der DNA-Photolyase®! entwickelten Carell etal. einen
DNA-Assay zur Untersuchung der Wanderung von Uber-
schusselektronen (Abbildung 3),?! der aus den folgenden
zwei DNA-Modifikationen besteht: 1) Ein Flavinderivat
wurde synthetisch als kiinstliche Nucleobase in Oligonucleo-

*Eimw T Elektronen-
RSN &ns‘pon Spaltung
A o= -
FlowT T FlweT + T°
E Anregung
- A
FlawT T
hv
g‘:. ~
5 wwwC—-FI-A—A—A-T T-Cww 3
e e e A
[ S R
8w G T—T—T—T—A-A—Go 5

7 DNA

Abbildung 3. Chemischer Assay zur Untersuchung der Wanderung von
Uberschusselektronen in der DNA. Der photoinduzierte Elektronen-
transport von einem Flavinderivat (FI7) als Ladungsdonor fuihrt zur
Spaltung des T-T-Dimers (T-T).
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tide eingebaut.?”l Dieses Flavin hat im reduzierten, deproto-
nierten und photoangeregten Zustand ein Redoxpotential
von —2.8 Vund ist dadurch in der Lage, alle vier DNA-Basen
zu reduzieren.PY 2) In die Oligonucleotide wurde zusétzlich
ein spezielles T-T-Dimer ohne verbindende Phosphodiester-
briicke zwischen der 3'- und der 5'-Hydroxygruppe der beiden
Ribofuranosid-Einheiten eingebaut.’? Die Cycloreversion
des T-T-Dimers, die durch eine Ein-Elektronen-Reduktion
ausgelost wird, bewirkt einen Strangbruch des Oligonucleo-
tids, der durch HPLC-Analyse quantifiziert werden kann.

Die Spaltung des T-T-Dimers ist die chemische Konse-
quenz eines Elektronentransportes durch den DNA-Basen-
stapel. Diese Interpretation basiert hauptséchlich auf den gut
charakterisierten Redoxeigenschaften des Flavin-Interkala-
tors im reduzierten und deprotonierten Zustand und darauf,
dass eine fiir das Loch-Hopping typische Basensequenz-
Abhingigkeit nicht beobachtet wurde. Auf der Basis kon-
stanter Bedingungen bei der Bestrahlung und unter der
Annahme, dass die Effizienz der Elektroneninjektion in allen
DNA-Duplexen identisch ist, kann die beobachtete Menge an
T-T-Dimer-Spaltung der jeweiligen Effizienz des Elektronen-
transportes zugeordnet werden. Die Menge an gespaltenem
T-T-Dimer héngt nur schwach von dessen Abstand zum
Flavinderivat ab, was auf einen thermisch aktivierten Elek-
tronen-Hopping-Prozess hindeutet. Dieses Ergebnis ist in
FEinklang mit den zuvor diskutierten y-Puls-Radiolyse-Stu-
dien (siche Abschnitt 2.1).

Lewis und Wasielewski et al. untersuchten die Energetik
und Kinetik der photoinduzierten Elektroneninjektion in
DNA-Haarnadeln, die synthetisch mit einem Stilbendiether-
derivat als Kopfgruppe versehen wurden (Abbildung 4).03!
Mithilfe der Potentiale der Nucleobasen!!'#2 sowie des
entsprechenden Oxidationspotentials (1.16 V gegen die Nor-
malwasserstoffelektrode (NHE)) und der Singulettenergie
des Stilbendiethers (Ey =3.45¢eV)* wurde vorhergesagt,
dass die Reduktion von C und T exergonisch und die von A
und G endergonisch verlaufen sollte. Hinsichtlich der Trieb-
kraft des Elektronentransfers unterscheidet sich dieses Sys-
tem daher deutlich von dem zuvor beschriebenen Flavin-
System.

In der aktuellen Studie dienten der Stilbendiether als
Elektronendonor und die Nucleobasen T und C als Elektro-
nenacceptoren.®® Die Dynamik der Elektroneninjektion
wurde mithilfe von Pikosekunden-zeitaufgeloster Laserspek-
troskopie untersucht. Es ist bemerkenswert, dass die Elek-
troneninjektionsgeschwindigkeiten mit T als Elektronenac-
ceptor (>2x102s7!) groBer sind als mit C (3.3 x 10" s7).
Das deutet darauf hin, dass das Reduktionspotential von T in
Doppelhelix-DNA, die in der B-Form vorliegt, kleiner sein
muss als das von C. Dieses Resultat ist wiederum in Einklang
sowohl mit Femtosekunden-zeitaufgelosten Untersuchungen
der Reduktion von C und T durch photoangeregtes 2-
AminopurinB als auch mit kiirzlich durchgefiihrten Berech-
nungen der Elektronenaffinititen einzelner Nucleobasen,[']
aber nicht mit den Berechnungen von Rdésch et al.?!

Interessanterweise beobachteten Lewis et al. einen klei-
nen Unterschied der Elektroneninjektionsgeschwindigkeiten,
wenn C als Elektronenacceptor in unterschiedlichen Basen-
paaren (C-G gegen C-1) verwendet wurde. Das C-G-Basen-
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Abbildung 4. Elektroneninjektion in DNA-Haarnadeln, die mit einem
Stilbendietherderivat (Sd) als Kopfgruppe versehen wurden, das als
Elektronendonor fungiert.

paar hat ein stiarkeres Wasserstoffbriicken-Netzwerk als das
C-I-Basenpaar. Deswegen verlduft die beobachtete Elektro-
neninjektion in ein C-G-Basenpaar langsamer (3.3 x 101! s71)
als die in ein C-I-Basenpaar (1.4 x 102 s71). Dies deutet auf
einen kleinen Unterschied des Reduktionspotentials von C
hin, der aus den unterschiedlichen Wassserstoffbriickenbin-
dungen resultiert.

Der lokal angeregte Zustand von Pyren (Py*) kann als
Vorstufe eines Elektronentransfers auf die DNA-Basen
dienen, wenn die Energetik der Reaktion stimmt. Dabei wird
ein ladungsgetrennter Zustand erzeugt, der aus dem Pyrenyl-
Radikalkation Pyt und dem entsprechenden Basen-Radikal-
anion besteht. Basierend auf dem Redoxpotential (1.5V
gegen NHE) und der Singulettenergie von Pyren (Ey=
3.25¢eV)®! wird die Triebkraft des Elektronentransfers zu
—0.5 bis —0.6eV bestimmt, wenn man die berichteten
Reduktionspotentiale von —1.1 und —1.2 'V fiir U bzw. C['8l
in die Rechnung mit einbezieht. Kiirzlich berichteten Fiebig
et al. iiber zeitaufgeloste Untersuchungen der Reduktion von
T und C durch photoangeregtes 2-Aminopurin, die Reduk-
tionspotentiale von —1.8 und —1.9 V (gegen NHE) fiir die
nichtprotonierten Paare C~/C bzw. T-7/T ergaben.”® Diese
deutliche pH-Abhingigkeit der elektrochemischen Redoxpo-
tentiale weist darauf hin, dass der Protonentransfer den
reduktiven Elektronentransport in der DNA wesentlich
beeinflusst und daher als protonengekoppelter Prozess ver-
standen werden muss.

Netzel et al.?”] verwendeten bei der Untersuchung der
Loscheffizienzen der photoangeregten Pyren-Emission in
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Abhingigkeit von den benachbarten Nucleobasen Pyren-
markierte Oligonucleotide und erhielten dabei folgenden
Trend: A < G < T < C. Durch Fluoreszenzspektroskopie und
Messungen der Lebensdauer konnte ein Elektronentransfer
nachgewiesen werden, der von Py* auf die Pyrimidinbasen C
oder T stattfindet. Diese Zuordnung des Ladungstransfers
wurde zuvor durch Nanosekunden-zeitaufgeloste Messungen
der Fluoreszenzlebensdauer von 5-(Pyren-1-yl)-2'-desoxyuri-
din (Py-dU) iiberpriift.[®!

Kiirzlich wurden von unserer Gruppe Py-dU und 5-
(Pyren-1-yl)-2'-desoxycytidin (Py-dC) iiber Suzuki-Miyaura-
Kreuzkupplungsreaktionen hergestellt®” und die Eigenschaf-
ten und die Dynamik des intramolekularen Elektronentrans-
fers in Py-dU und Py-dC durch stationédre Fluoreszenzspek-
troskopie und Femtosekunden-zeitaufgeloste transiente Ab-
sorptionsspektroskopie in Wasser bei unterschiedlichen pH-
Werten charakterisiert (Abbildung 5).*0 Der Vergleich von
Py-dU mit Py-dC als Nucleosid-Modelle fiir den Elektronen-
transfer in der DNA zeigt, dass ein kleiner Energieunter-
schied zwischen U~ und C'~ existiert, was in Einklang ist mit
den in den vorherigen Abschnitten vorgestellten Rechnungen

Elektronen- -
*Py —dX  transfer Py‘idx.
T + H+l Protonierung
Anregung Fluoreszenz Py‘idX(H)'
E
Py —dX

5

'OO o
OH N

OH /‘<N—H

N
HO HO
( )

Py-dU (X =U Py-dC (X = C)

Abbildung 5. Pyren-modifizierte Nucleoside als Modelle fiir spektrosko-
pische Untersuchungen zum Elektronentransport in der DNA. Wenn
Py-dX (X=U oder C) bei 340 nm angeregt wird, findet ein intramoleku-
larer Elektronentransfer unter Bildung der ladungsgetrennten Spezies
Py+-dX'~ statt. Durch Protonierung von Py*-dX'~ entsteht das Diradi-
kal Py+-dX(H)".

und Experimenten. Es ist wichtig hervorzuheben, dass wir
einen Unterschied der Basizitdt der erzeugten Pyrimidin-
Radikalanionen nachgewiesen haben, der — wie zuvor von
Steenken vorgeschlagen'! — fiir das Verstéindnis der Wande-
rung von Elektronen in der DNA von Bedeutung sein konnte.
Das nichtprotonierte Radikalanion von C (C~) konnte in
wassrigen Losungen nicht beobachtet werden. Obwohl die
Situation in Wasser, in dem mehrere Wasserstoffbriickenbin-
dungsarten strukturell und energetisch begiinstigt sein kon-
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nen, nicht direkt mit der bei der DNA verglichen werden
kann, weisen unsere Resultate darauf hin, dass die Protonie-
rung von C~ durch die komplementdre DNA-Base G oder
die umgebenden Wassermolekiile schnell stattfindet. Nach
den zeitaufgelosten Daten bei pH =5 sind die Zeiten fiir den
intramolekularen Elektronentransfer und die Protonierung in
Py-dU weniger als 4.7 und in Py-dC weniger als 40 ps.
Wihrend dieser Zeit kann sich das Wasserstoffbriicken-
Netzwerk dahingehend verdndern, dass Spin und Ladung
des Uberschusselektrons separiert werden. Obwohl solche
Prozesse prinzipiell mikroskopisch reversibel ablaufen, kon-
nen sie trotzdem den Elektronentransport in der DNA
limitieren oder gar beenden. Wir nehmen daher an, dass C~
keine bedeutende Rolle als intermedidrer Ladungstriger
spielt. Im Gegensatz dazu kann U oder T+ als Ladungs-
trager beim Elektronen-Hopping in der DNA fungieren, da
eine Protonierung dieser Radikalanionen nicht stattfindet.

Elektronen- kein Elektronen-
injektion transfer
Ll
ffffffffff X
Py talt oA o Py aUl) ACH]
f le
|
pyray— A
J(gjm/l Y=CoderT
XX

Basen-Basen-
Elektronentransfer
Abbildung 6. Elektroneninjektion in Pyren-modifizierte DNA-Duplexe.
Die Anregung der Py-dU-Gruppe fiihrt durch Ladungsseparation zum
Diradikal Py*-dU"~, was der Injektion eines Uberschusselektrons in die
DNA entspricht. Ein effizienter Elektronentransport findet nur auf be-
nachbarte Pyrimidine statt (C oder T).

Mit dem Nucleosid Py-dU stellten wir eine Serie von
Pyren-modifizierten Duplexen iiber die Phosphoramidit-
Methode her.*] Die kovalent angehiingte Pyrengruppe
befindet sich auBlerhalb des DNA-Basenstapels. Der durch
die Photoanregung ausgeloste intramolekulare Elektronen-
transfer in der Py-dU-Einheit représentiert die Injektion
eines zusitzlichen Elektrons in den DNA-Basenstapel. Der
entscheidende Unterschied der hergestellten DNA-Duplexe
bestand in der Base, die der Py-dU-Gruppe direkt benachbart
ist. Im Hinblick auf den Trend der Reduzierbarkeit der
Nucleobasen!'*'8! erwarteten wir, dass U, das durch die
Photoanregung gebildet wurde, nur benachbarte Pyrimidin-
basen C oder T reduzieren sollte (Abbildung 6). In Einklang
mit dieser Annahme beobachteten wir eine deutliche Lo-
schung der Py*-Emission nur in denjenigen Duplexen, bei
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denen ein T oder C der Py-dU-Gruppe benachbart war. Diese
Beobachtung spricht fiir einen Elektronentransportprozess
von der Py-dU-Gruppe auf die benachbarte Base, was durch
Femtosekunden-zeitaufgeloste Pump-Probe-Laserspektros-
kopie-Messungen gestiitzt wird.

3. Zusammenfassung und Ausblick

Sowohl aus den y-Puls-Radiolyse-Studien als auch aus den
Arbeiten mit den verschiedenen photochemischen DNA-
Systemen konnen die folgenden wichtigen Schlussfolgerun-
gen gezogen werden:

1. Unterhalb von 77 K erfolgt der Transfer von Uberschuss-
elektronen durch den Superaustausch-Mechanismus mit
einer starken Distanzabhingigkeit (8=0.9 A-!), die der
des oxidativen Lochtransfers #hnlich ist (5 =0.7 A-).

2. Oberhalb von 170 K erfolgt die Wanderung von Elek-
tronen in der DNA durch einen thermisch aktivierten
Hopping-Prozess.

3. Beide Pyrimidin-Radikalanionen, T*~ und C~, konnen als
intermedidre Ladungstrdager fungieren. Das Elektronen-
Hopping iiber T~ erscheint etwas giinstiger, weil das
Reduktionspotential von T in Doppelhelix-B-DNA etwas
niedriger ist als das von C.

4. Der Protonentransfer beeinflusst den Elektronentrans-
portin C-G-Basenpaaren, aber nicht in T-A-Basenpaaren.
Dadurch vermindert die Protonierung von C~ in C-G-
Basenpaaren zwar die Effizienz und die Geschwindigkeit
des Elektronentransportes, unterbricht aber nicht die
Wanderung von Elektronen in der DNA.

Trotz dieser Bemiithungen um das Verstandnis des reduk-
tiven Elektronentransportes in der DNA fehlt derzeit noch
ein wohldefiniertes D-Ac-DNA-System fiir zeitaufgeloste
spektroskopische Untersuchungen. Mit einem solchen Sys-
tem konnten die Geschwindigkeiten des Elektronentranspor-
tes direkt gemessen werden. Zukiinftige Experimente sollten
sich auf die folgenden Punkte richten: 1) eine noch detail-
liertere Untersuchung der Dynamik der Elektroneninjekti-
onsprozesse, 2) die Abhingigkeit des Elektronentransportes
von Abstand und Basensequenz, 3) die Geschwindigkeit des
Elektronentransportes von Base zu Base im Hinblick auf das
Hopping-Modell und 4) die chemische Reaktivitit der Radi-
kalanionen in der DNA, bei der biologisch oder physiologisch
relevante DNA-Schidden auftreten konnen.

Die Chemie des Elektronentransfers in der DNA hat auch
ein grofles Potenzial fiir biomedizinische Anwendungen,
hauptsédchlich in der DNA-Chiptechnologie. Die hohe Ef-
fizienz des Elektronentransportes durch die DNA und die
starke Empfindlichkeit gegeniiber strukturellen Storungen,
wie sie beispielsweise durch Einzelbasenmutationen oder
DNA-Schéden hervorgerufen werden, bieten einen neuen
Zugang zu hochempfindlichen elektrochemischen Auslese-
verfahren.[*4]

Unsere Arbeit wird durch die Deutsche Forschungsgemein-
schaft, die Volkswagen-Stiftung und den Fonds der Chemi-
schen Industrie unterstiitzt. Ich bin meinen Mitarbeitern Nicole
Amann, Robert Huber, Peter Kaden, Elke Mayer, Stefan
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Mitschke, Manuela Rist, Linda Valis und Clemens Wagner sehr
dankbar fiir ihre experimentellen Arbeiten. Ich mochte mich
auch bei Dr. Torsten Fiebig, Technische Universitit Miinchen,
sowie seinen Mitarbeitern fiir die erfolgreiche Kooperation und
die wertvollen Diskussionen bedanken. Des Weiteren bin ich
Prof. Horst Kessler, Technische Universitit Miinchen, fiir die
grof3ziigige Unterstiitzung sehr dankbar.

Eingegangen am 14. Januar 2003 [M1629]

[1] D. D. Eley, D. 1. Spivey, Trans. Faraday Soc. 1962, 58, 411-415.

[2] C.J. Murphy, M. R. Arkin, Y. Jenkins, N. D. Ghatlia, S.H.
Bossmann, N. J. Turro, J. K. Barton, Science 1993, 262, 1025 -
1029.

[3] Neuester Ubersichtsartikel: E. M. Boon, J. K. Barton, Curr.
Opin. Struct. Biol. 2002, 12, 320-329.

[4] a) S. Priyadarshy, S. M. Risser, D. N. Beratan, J. Phys. Chem.

1996, 100, 17678—-17682; b) N.J. Turro, J. K. Barton, J. Biol.

Inorg. Chem. 1998, 3, 201-209; c) Y. A. Berlin, A. L. Burin,

M. A. Ratner, Superlattices Microstruct. 2000, 28, 241 —-252.

a) P. O'Neill, E. M. Frieden, Adv. Radiat. Biol. 1993, 17,53 -120;

b) B. Armitage, Chem. Rev. 1998, 98, 1171-1200; c)C.J.

Burrows, J. G. Muller, Chem. Rev. 1998, 98, 1109-1151; d) D.

Wang, D. A. Kreutzer, J. M. Essigmann, Mutat. Res. 1998, 400,

99-115; e) S. Kawanashi, Y. Hiraku, S. Oikawa, Mutat. Res.

2001, 488, 65-76.

Kiirzlich erschienene Ubersichtsartikel und Originalversffentli-

chungen: a) C. R. Treadway, M. G. Hill, J. K. Barton, Chem.

Phys. 2002, 281, 409-428; b) B. Giese, Curr. Opin. Chem. Biol.

2002, 6, 612-618; c) F. D. Lewis, X. Liu, S. E. Miller, R. T.

Hayes, M. R. Wasielewski, J. Am. Chem. Soc. 2002, 124, 3485 —

3487; d) M. Bixon, J. Jortner, J. Am. Chem. Soc. 2001, 123,

12556-12567; ¢) W. B. Davies, S. Hess, I. Naydnova, R. Hasels-

berger, A. Ogrodnik, M. D. Newton, M. E. Michel-Beyerle, J.

Am. Chem. Soc. 2002, 124, 2422 -2423; f) Y. A. Berlin, A. L.

Burin, M. A. Ratner, Chem. Phys. 2002, 275, 61-74; g) U.

Santhosh, G. B. Schuster, J. Am. Chem. Soc. 2002, 124, 10986 —

10987; h) V. Shafirovich, A. Dourandin, N. E. Geacintov, J. Phys.

Chem. B 2001, 105, 8431-8435; i) C. Wan, T. Fiebig, O.

Schiemann, J. K. Barton, A. H. Zewalil, Proc. Natl. Acad. Sci.

USA 2000, 97, 14052-14055.

[7] M. W. Grinstaff, Angew. Chem. 1999, 111, 3845-3851; Angew.
Chem. Int. Ed. 1999, 38, 3629 —3635.

[8] J. Jortner, M. Bixon, T. Langenbacher, M. E. Michel-Beyerle,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1998, 95, 12759-12765.

[9] a) A. Heller, Faraday Discuss. 2000, 116, 1-13; b) S. R. Rajski,
B. A. Jackson, J. K. Barton, Mutat. Res. 2000, 447, 49-72;
¢) M. E. Nuiiez, G. Holmquist, J. K. Barton, Biochemistry 2001,
40, 12465-12471; d) M. E. Nuiiez, K. T. Noyes, J. K. Barton,
Chem. Biol. 2002, 9, 403 -415.

[10] R. A. Marcus, N. Sutin, Biochim. Biophys. Acta 1985, 811,265 —
322.

[11] a) M. E. Nddez, D. B. Hall, J. K. Barton, Chem. Biol. 1999, 6, 85—
97; b) P. T. Henderson, D. Jones, G. Hampikian, Y. Kan, G. B.
Schuster, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1999, 96, 8353 —8358.

[12] B. Giese, Annu. Rev. Biochem. 2002, 71, 51-70.

[13] S. Steenken, S. V. Jovanovic, J. Am. Chem. Soc. 1997, 119, 617 —
618.

[14] C. A. M. Seidel, A. Schulz, M. H. M. Sauer, J. Phys. Chem. 1996,
100, 5541 —5553.

[15] J. Jortner, M. Bixon, A. V. Voityuk, N. Résch, J. Phys. Chem. A
2002, 106, 7599 -7606.

[16] F.D. Lewis, X. Liu, J. Liu, S. E. Miller, R. T. Hayes, M. R.
Wasielewski, Nature 2000, 406, 51 -53.

[5

—_

[6

[}

© 2003 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

www.angewandte.de

DNA-vermittelter Ladungstransfer

[17] a) B. Giese, M. Spichty, ChemPhysChem 2000, 1,195-198; b) B.
Giese, J. Amaudrut, A.-K. Kohler, M. Spormann, S. Wessely,
Nature 2001, 412, 318 -320.

[18] S. Steenken, J. P. Telo, H. M. Novais, L. P. Candeias, J. Am.
Chem. Soc. 1992, 114, 4701 -4709.

[19] a)S.S. Wesolowski, M.L. Leininger, P.N. Pentchev, H.F.
Schaefer, J. Am. Chem. Soc. 2001, 123, 4023 -4028; b) X. Li, Z.
Cai, M. D. Sevilla, J. Phys. Chem. A 2002, 106, 1596 —1603.

[20] A. A. Voityuk, M.-E. Michel-Beyerle, N. Rosch, Chem. Phys.
Lett. 2001, 342, 231-238.

[21] S. Steenken, Free Radical Res. Commun. 1992, 16, 349-379.

[22] a) Y. Razskazovskii, S. G. Swarts, J. M. Falcone, C. Taylor, M. D.
Sevilla, J. Phys. Chem. B1997, 101, 1460-1467; b) A. Messer, K.
Carpenter, K. Forzley, J. Buchanan, S. Yang, Y. Razskazovskii, Z.
Cai, M. D. Sevilla, J. Phys. Chem. B 2000, 104, 1128 -1136; c) Z.
Cai, Z. Gu, M. D. Sevilla, J. Phys. Chem. B 2000, 104, 10406 —
10411; d) Z. Cai, M. D. Sevilla, J. Phys. Chem. B 2000, 104,
6942 —6949.

[23] Z. Cai, X. Li, M. D. Sevilla, J. Phys. Chem. B 2002, 106, 2755—
2762.

[24] X. Li, Z. Cai, M. D. Sevilla, J. Phys. Chem. B 2001, 105, 10115-
10123.

[25] R. F. Anderson, G. A. Wright, Phys. Chem. Chem. Phys. 1999, 1,
4827-4831.

[26] M. G. Debije, M. T. Milano, W. A. Bernhard, Angew. Chem.
1999, 111, 2926-2930; Angew. Chem. Int. Ed. 1999, 38, 2752 —
2756.

[27] a)J. R. Winkler, H. B. Gray, Chem. Rev. 1992, 92, 369-379;
b) S. S. Isied, M. Y. Ogawa, J. F. Wishart, Chem. Rev. 1992, 92,
381-394; c) M. R. Wasielewski, Chem. Rev. 1992, 92, 435-461.

[28] a) J.-S. Taylor, Acc. Chem. Res. 1994, 27, 76—-82; b) A. Sancar,
Biochemistry 1994, 33, 2-9; c) D. B. Sanders, O. Wiest, J. Am.
Chem. Soc. 1999, 121, 5127-5134; d) T. Carell, L. T. Burgdorf,
L. M. Kundu, M. Cichon, Curr. Opin. Chem. Biol. 2001, 5, 491 —
498; e) H. Komori, R. Masui, S. Kuramitsu, S. Yokoyama, T.
Shibata, Y. Inoue, K. Miki, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2001, 98,
13560-13565.

[29] a) A. Schwogler, L. T. Burgdorf, T. Carell, Angew. Chem. 2000,
112, 4082-4085; Angew. Chem. Int. Ed. 2000, 39, 3918 -3920;
b) C. Behrens, L. T. Burgdorf, A. Schwogler, T. Carell, Angew.
Chem. 2002, 114, 1841—-1844; Angew. Chem. Int. Ed. 2002, 41,
1763-1766; c) C. Behrens, M. Ober, T. Carell, Eur. J. Org.
Chem. 2002, 3281 —3289.

[30] A. Schwogler, T. Carell, Org. Lett. 2000, 2, 1415-1418.

[31] M. P. Scannell, D.J. Fenick, S.-R. Yeh, D. E. Falvey, J. Am.
Chem. Soc. 1997, 119, 1971-1977.

[32] L. M. Kundu, L. T. Burgdorf, O. Kleiner, A. Batschauer, T.
Carell, ChemBioChem 2002, 3, 1053 -1060.

[33] a) F. D. Lewis, X. Liu, Y. Wu, S. E. Miller, M. R. Wasielewski,
R. L. Letsinger, R. Sanishvili, A. Joachimiak, V. Tereshko, M.
Egli, J. Am. Chem. Soc. 1999, 121, 9905-9906; b) F. D. Lewis, X.
Liu, S. E. Miller, R. T. Hayes, M. R. Wasielewski, J. Am. Chem.
Soc. 2002, 124, 11280-11281.

[34] C. Wan, T. Fiebig, O. Schiemann, J. K. Barton, A. H. Zewail,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2000, 97, 14052 -14055.

[35] T. Kubota, K. Kano, T. Konse, Bull. Chem. Soc. Jpn. 1987, 60,
3865-3877.

[36] T. Fiebig, C. Wan, A. H. Zewail, ChemPhysChem 2002, 3, 781 —
788.

[37] M. Manoharan, K. L. Tivel, M. Zhao, K. Nafisi, T. Netzel, J.
Phys. Chem. 1995, 99, 17461 -17472.

[38] T. L. Netzel, M. Zhao, K. Nafisi, J. Headrick, M. S. Sigman, B. E.
Eaton, J. Am. Chem. Soc. 1995, 117, 9119-9128.

[39] N. Amann, H.-A. Wagenknecht, Synlett 2002, 687 -691.

[40] a) N. Amann, E. Pandurski, T. Fiebig, H.-A. Wagenknecht,
Angew. Chem. 2002, 114, 3084-3087; Angew. Chem. Int. Ed.

Angew. Chem. 2003, 115, 2558 — 2565



Angewandte

H.-A. Wagenknecht Chemie
2002, 41,2978 -2980; b) M. Raytchev, E. Mayer, N. Amann, H.- D. M. Ceres, T. G. Drummond, M. G. Hill, J. K. Barton, Nat.
A. Wagenknecht, T. Fiebig, unveroffentlichte Ergebnisse. Biotechnol. 2000, 18, 1096-1100; c¢) E. M. Boon, J. E. Salas, J. K.
[41] N. Amann, E. Pandurski, T. Fiebig, H.-A. Wagenknecht, Chem. Barton, Nat. Biotechnol. 2002, 20, 282 —286.
Eur. J. 2002, 8, 4877 —-4883. [43] G. Hartwich, D.J. Caruana, T. de Lumley-Woodyear, Y. Wu,
[42] a) S. O. Kelley, E. M. Boon, J. K. Barton, N. M. Jackson, M. G. C.N. Campbell, A. Heller, J. Am. Chem. Soc. 1999, 121, 10803 -
Hill, Nucleic Acids Res. 1999, 27, 4830-4837; b) E. M. Boon, 10812.

Green, M.M. / Wittcoff, H.A. In diesem Lehrbuch werden industriel- Mk . e, Hnlal A, Wioull
H H le Prozesse mit Prinzipien der organi-
Organic Chemistry it Prinzipien der org Organic Chemistry
. N schen Chemie verkniipft und in Principl d
Principles and kompakten Kapiteln prasentiert. Das s
P ompakten Rapiteln prasentiert. Industrial Practice

Ind ustrial Practice Buch bietet eine Quelle von sonst nur

schwer zuganglichen Informationen

Juni 2003. Ca. 280 S., Uber bekannte chemische Verfahren
ca. 200 Abb., Br. und ihre Entwicklung, aber auch
Ca. € 34,90/sFr 60,- personliche Anekdoten aus dem
ISBN 3-527-30289-1 Erfahrungsschatz der Autoren machen
2 Nylon, Golfballe, Penicillin und Plexi- es zu einem "Muss” fir jeden Studen-
g' glas. Jeder kennt diese Alltagspro- ten, D.ozenten od.er L.ehrer, far die
§  dukte, aber welche Chemie verbirgt organllsc.he Chemie nicht nur graue
8 sich dahinter? Theorie ist.

Wiley-VCH - Postfach 10 11 61 - D-69451 Weinheim - Tel: +49(0) 62 01-6064 00 R'-

Fax: +49(0)6201-606184 - e-mail: service@wiley-vch.de - Internet: www.wiley-vch.de @Wl LEY'VCH

e
#

Angew. Chem. 2003, 115, 2558 —2565 www.angewandte.de © 2003 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim 2565




