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Der Elektronentransfer (ET) in DNA wurde von H.-A. Wagenknecht, T.
Fiebig et al. mit Ultrakurzzeit-Spektroskopie und Strangbruchexperi-
menten untersucht. Wegen der vielfiltigen Konformationen, in denen
die DNA vorliegt, wurde dabei eine Verteilung von Reaktivititen und
ET-Geschwindigkeiten festgestellt. Mehr dazu erfahren Sie in der
Zuschrift auf den folgenden Seiten.
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Elektroneniibertragung in DNA

Echtzeit-spektroskopische und chemische Unter-
suchung des reduktiven Elektronentransfers in
DNA *#*

Peter Kaden, Elke Mayer-Enthart, Anton Trifonov,
Torsten Fiebig* und Hans-Achim Wagenknecht*

Beim reduktiven Elektronentransfer (ET) durch die DNA!
initiiert die Injektion eines Uberschusselektrons in die DNA
einen Ladungstransfer, der sich komplementér zu dem sehr
intensiv studierten oxidativen Lochtransfer verhalt."? Kiirz-
lich erschienene Arbeiten*'" lassen es moglich erscheinen,
dass die reduktive Art des Ladungstransfers Anwendung bei
neuartigen Nanodridhten finden wird, die auf DNA oder

DNA-inspirierten Architekturen basieren.

Bis vor fiinf Jahren wurden die meisten Informationen zu
Uberschusselektronen in der DNA durch y-Puls-Radiolyse-
Studien erhalten;®! demgegeniiber konzentrieren sich die
kiirzlich publizierten photochemischen Ansitze auf die Un-
tersuchung des ET mithilfe chemischer Methoden:

1) Carell etal. zeigten, dass die Menge der T-T-Dimer-
Spaltung nur schwach von der Distanz zum Elektronen-
donor abhingt.

2) Giese et al. demonstrierten, dass ein einzelnes injiziertes
Elektron mehr als nur ein einzelnes T-T-Dimer spalten
kann.!

3) Rokita et al. wiesen eine deutliche Abhéngigkeit der ET-
Effizienz von der Basensequenz nach.[®

Bis heute haben sich nur Lewis etal.”’ und unsere
Arbeitsgruppen! auf die Dynamik der ET-Prozesse konzen-
triert. In allen entsprechenden Arbeiten*® wurde ein
thermisch aktivierter Elektronen-Hopping-Mechanismus
vorgeschlagen, bei dem C~ und T als intermedidre La-
dungstriger auftreten.”) Wir konnten allerdings zeigen, dass
der Protonentransfer den Elektronentransfer beeinflusst, was
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darauf schlieen lésst, dass T*~ gegeniiber C~ eine grofere
Bedeutung als Elektroneniibertriager hat.'%!!

Waihrend der letzten Jahre wurde offensichtlich, dass ET-
Phidnomene in der DNA nur verstanden werden konnen,
wenn dabei die Vielfalt der konformativen Zustédnde der
DNA beriicksichtigt wird:'? Da die ET-Geschwindigkeiten
stark von der mikroskopischen Umgebung abhingen, beob-
achtet man moglicherweise nicht einzelne Geschwindigkeits-
konstanten fiir den DNA-vermittelten ET, sondern vielmehr
eine Verteilung von Geschwindigkeiten.

Hier stellen wir Untersuchungen zum Mechanismus der
Elektroneninjektion und der nachfolgenden Elektronenver-
schiebung vor, durchgefiihrt mithilfe einer Kombination von
zeitaufgelosten Ultrakurzzeit-spektroskopischen Messungen
und chemisch analysierten Strangbruchexperimenten, bei
denen 5-Brom-2’-desoxyuridin (Br-dU) als Elektronenaccep-
tor eingesetzt wurde.") Als Elektronendonor fungierte
Pyren-1-yl-2'-desoxyuridin (Py-dU),! da das photoangeregte
Py* die Reduktion von C und T erméglicht.l'”! Uber unsere
bereits veroffentlichten Synthesewege stellten wir die Py-dU-
modifizierten DNA-Duplexe 1-5 her (Schema 1).*1°l DNA 1
ist ein Kontrollduplex, der nur den Py-dU-Chromophor
enthélt und dessen Nachbarn C und T als Acceptoren fiir
die nachfolgende Elektronenverschiebung von dU" fungie-
ren. Die DNA-Duplexe 2-5 enthalten zusitzlich die Br-dU-
Gruppe, die entweder in Nachbarstellung zu Py-dU steht oder
durch ein A-T-Basenpaar von diesem separiert ist.

Wir haben mithilfe Femtosekunden-zeitaufgeloster
Pump-Probe-Laserspektroskopie-Messungen!'”! die Dynamik
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Schema 1. Pyren-modifizierte DNA-Duplexe 1-5 und Kraftfeld-mini-
mierte (AMBER-)Struktur eines Py-dU-modifizierten DNA-Duplexes.

© 2005 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Chemie

1663


http://www.angewandte.de

Zuschriften

1664

der frithen Prozesse in DNA 1-5 in einem breiten spektralen
Fenster untersucht. Nach der Anregung bei 350 nm wird ein
Pyren-dhnlicher angeregter Zustand (Py-dU)* gebildet, der
iiber einen ET zum Kontaktionenpaar (CIP) Py*-dU"~ fiihrt.
Da der letztgenannte Prozess formal der Injektion eines
Elektrons in den Basenstapel entspricht, kann die Injektions-
geschwindigkeit anhand des Zerfalls der transienten Absorp-
tionsbande von (Py-dU)* bei 385 nm beobachtet werden.['*’
Im CIP-Zustand sind das Radikalkation (Py*) und das
Radikalanion (dU") wegen der direkten Uberlappung der
n-Orbitale elektronisch gekoppelt und weisen starke Ab-
sorptionsbanden zwischen 450 und 750 nm auf. Abbildung 1
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Abbildung 1. Zeitaufgel6ste Verinderung des Pump-Probe-Spektrums
von DNA 1 (350 um) in Puffer (10 mm Na-P, 250 mm NaCl, pH 7) im
Zeitbereich von 150 ps (blau) bis 1500 ps (rot) nach der Anregung.

zeigt reprasentativ den zeitaufgelosten Zerfall der DNA 1im
Zeitbereich von 150-1500 ps nach der Anregung. Wihrend
die Anstiegszeiten der transienten Absorptionssignale in
diesem spektralen Bereich fiir alle fiinf Duplexe bei 2-3 ps
liegen, variieren die Zerfallszeiten von 100 bis 600 ps in
Abhingigkeit von der untersuchten Wellenlinge.'¥ Diese
grofle Verteilung der Lebenszeiten des CIP-Zustandes ist im
Einklang mit den vielfiltigen konformativen Zustdnden in
einem deutlich ungeordneten Medium wie der DNA [

Um festzustellen, ob ausgehend vom CIP-Zustand der
Transfer des Elektrons in den Basenstapel mit der Ladungs-
rekombination konkurriert, wurde die Dynamik der Wieder-
bevolkerung des Py-dU-Grundzustandes gemessen. Die be-
obachtete Dynamik ist in allen Duplexen 1-5 sehr dhnlich.
Wie reprisentativ fiir DNA 3 dargestellt (Abbildung 2),
korreliert die Dynamik der Riickbildung des Grundzustandes
(530 ps (64%), >2ns (36%) bei 364 nm) nicht mit der
Lebenszeit des elektroneninjizierten CIP-Zustandes (250 ps
(55%), >2ns (45%); Anstiegszeit 3 ps bei 485 nm). Das
lasst darauf schlieSen, dass ein zusitzlicher Zerfallsweg des
CIP-Zustandes (der sich von der Ladungsrekombination
unterscheidet!) existieren muss, d.h., nur ein Teil des gebil-
deten CIP-Zustandes kehrt in den Grundzustand zuriick, und
der Rest reagiert iiber einen anderen Weg.

Zur Identifizierung dieses alternativen, vielstufigen
DNA-vermittelten ET-Prozesses haben wir sein Reaktions-
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Abbildung 2. Transiente Pump-Probe-Spektren von DNA 3 (350 pm) in
Puffer (10 mm Na-P,, 250 mm NaCl, pH 7) bei zwei untersuchten Wel-
lenlingen. Das Signal der Riickbildung des Grundzustandes (o,

364 nm) ist negativ, wurde aber invertiert, um es visuell der (positiven)
transienten Absorption des CIP-Zustandes anzugleichen (e, 485 nm).
Der Einschub zeigt den Anstieg der transienten Absorption bei 485 nm
innerhalb von 3 ps, der die Geschwindigkeit der Elektroneninjektion
wiedergibt.

produkt chemisch untersucht. Es ist bekannt, dass sich Br-dU
nach der Ein-Elektronen-Reduktion chemisch veridndert, was
mithilfe des Piperidin-induzierten DNA-Strangbruchs analy-
siert werden kann.'¥! Diese Reaktion wurde bereits ange-
wendet, um die Effizienz des DNA-vermittelten ET-Prozes-
ses zu quantifizieren.'!) Basierend auf den Reduktionspo-
tentialen ist Br-dU kein deutlich besserer Elektronenacceptor
als die natiirlichen Basen C oder T,["” weshalb sehr dhnliche
Lebenszeiten des CIP-Zustandes der DNAs 1-3, in denen T
oder Br-dU der Py-dU-Gruppe direkt benachbart ist, gemes-
sen wurden — d.h., Br-dU ist eine kinetische Elektronenfalle
(Schema 2).
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Schema 2. Elektroneninjektion und Elektronenverschiebung in Py-dU-/
Br-dU-modifizierten Duplexen.

Beim Kontrollexperiment, der Bestrahlung von DNA 1,
wurde kein Strangbruch beobachtet — dies bedeutet, dass die
Strangbriiche in den DNAs 2-5 der Gegenwart der Br-dU-
Gruppe zuzuschreiben sind (Abbildung 3). Interessanterwei-
se zeigen 2 und 3 eine deutlich hohere Strangbrucheffizienz
als 4 und 5. Bedenkt man, dass der Abbau des Oligonucleo-
tids das Resultat des DNA-vermittelten ET-Prozesses ist, ist
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Abbildung 3. Analyse der Strangbruchexperimente mit den DNA-Du-
plexen 1-5 (4 um) in Puffer (10 mm Na-P, 250 mm NaCl, pH 7). Wah-
rend der Bestrahlung wurden alle 5 min. Aliquots (30 pL) entnommen,
die danach mit Piperidin (3 pL) bei erhéhter Temperatur (90°C fiir

30 min) behandelt und schlieRlich durch HPLC analysiert wurden. Fiir
die Bestrahlung wurde eine Xe-Lampe (75 W) mit einem Ausschlussfil-
ter (>305 nm) verwendet.

es bemerkenswert, dass die Effizienz des Elektronentransfers

von Py-dU nach Br-dU bereits durch ein einzelnes dazwi-

schen liegendes A-T-Basenpaar so deutlich herabgesetzt
wird. Dieses Ergebnis weist darauf hin, dass die konformative

Kontrolle des ET in DNA mit groer werdender Distanz

dominiert, was vollstdndig im Einklang mit der beobachteten

Verteilung der CIP-Lebenszeiten ist.

Aus dieser kombinierten Studie ergeben sich einige
wichtige Resultate:

1) DNA ist ein flexibles Medium mit vielfiltigen konforma-
tiven Zustinden, die zu einem breiten Bereich von ET-
Reaktivitdten und -Geschwindigkeitskonstanten fithren.

2) Wie erwartet zeigt der Prozess der Elektroneninjektion in
unseren funktionalisierten Duplexen nur kleinere Varia-
bilitdten, hervorgerufen durch strukturelle Inhomogeni-
titen. Das liegt daran, dass die Elektroneninjektion
zwischen den kovalent verkniipften Py- und dU-Gruppen
erfolgt. Die nachfolgende Elektronenverschiebung ist
dagegen viel empfindlicher gegen strukturelle Parameter;
dementsprechend kann sie nur durch eine Verteilung von
Geschwindigkeitskonstanten und Strangbrucheffizienzen
charakterisiert werden.

3) Unsere Resultate zeigen, wie wichtig es ist, sowohl die
frithen Prozesse als auch die Produktzustinde zu unter-
suchen, um auf diese Weise eine umfassende mechanis-
tische Beschreibung zu erhalten. Weil der DNA-vermit-
telte ET ein mehrstufiger Prozess ist, korrelieren die
Geschwindigkeiten der Elektroneninjektion nicht not-
wendigerweise mit dem Strangabbau als chemischem
Resultat des DNA-vermittelten ET.

4) AbschlieBend zeigen unsere Ergebnisse, dass die Elek-
tronenverschiebung auf einer Zeitskala von mehreren
hundert Picosekunden auftritt und dadurch mit der
Ladungsrekombination in unseren Duplexen konkurriert.
Es ist eine sinnvolle Annahme, dass die nachfolgenden
Schritte der Elektronenwanderung schneller erfolgen,
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weil die Coulomb-Wechselwirkungen zwischen dem
Uberschusselektron und Py mit der Distanz deutlich
abnehmen. Aus diesem Grund entsprechen unsere Er-
gebnisse einer unteren Grenze fiir die Geschwindigkeit
des reduktiven ET zwischen einzelnen Basen in der DNA.

Eingegangen am 12. November 2004,
veridnderte Fassung am 11. Januar 2005

Stichworter: DNA - Elektronentransfer - Laserspektroskopie -
Pyren
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