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Komplexe Sequenzabhiingigkeit beim Transport
von Uberschusselektronen durch DNA mit ver-
schieden starken Acceptoren**
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Zahlreiche Untersuchungen zum Lochtransfer iiber weite
Entfernungen in DNA-Doppelstriangen haben detaillierte
Einblicke in die Abstands- und Sequenzabhéngigkeit des
Ladungstransports geliefert."™! Im Unterschied zur Fiille an
Informationen, die zum Lochtransfer zur Verfiigung
stehen,®™ ist nur wenig iiber den Transport von Uber-
schusselektronen durch DNA bekannt, bei dem sich nicht ein
Kation, sondern ein Anion durch den Duplex bewegt. Sowohl
wirl'®"¥ als auch andere Arbeitsgruppen!*'"! konnten zeigen,
dass der Transfer von Uberschusselektronen durch DNA
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einem Hopping-Mechanismus folgt, in dem die Pyrimidin-
basen dC und dT als ,, Trittsteine“ fungieren."”

Zwar ist das Hopping negativer Ladungen durch DNA ein
allgemein akzeptiertes Modell, allerdings wurden sehr wi-
derspriichliche Daten zur Sequenzabhingigkeit dieses Pro-
zesses erhalten. Untersuchungen des Ladungstransfers in
modifizierter DNA, die entweder Arylamine,'*'® Pyrene
oder Phenothiazine!™®'! als Elektronendonoren und 5-Brom-
uracil als Elektronenacceptor enthielt, ergaben, dass der
Elektronentransfer im Strang durch GC-Basenpaare deutlich
weniger effizient verlduft als durch AT-Basenpaare. In unse-
ren Studien mit einem reduzierten Flavin als Elektronendo-
nor und einem Thymindimer als Elektronenacceptor — einem
System, das die Reparatur UV-lichtinduzierter Thymindi-
merschiden durch Photolyasen nachahmt? 2! — zeigte sich
dagegen keine Sequenzabhingigkeit."”! Die reduktive Off-
nung von Thymindimeren lauft vermutlich mit einer Ge-
schwindigkeit von nur ca. 10°s™! ab,®? wogegen die Ge-
schwindigkeit des Elektronen-Hoppings zwischen 10° und
10°s7! liegen diirfte — daraus folgerten wir, dass die Dimer-
offnung hier der geschwindigkeitsbestimmende Schritt sein
konnte. Anhand von DNA-Duplexen, die zwei Thymindi-
mere nacheinander enthielten, konnten wir vor kurzem
nachweisen, dass das Elektron in der Lage ist, iber ein Dimer
zu springen, ohne es zu 6ffnen. Dies stiitzt die Annahme, dass
die Dimeroffnung langsamer als das Hopping ist.!

Inwieweit beeinflusst die Geschwindigkeit der Reaktion
des Acceptors mit dem Uberschusselektron die beobachtete
Sequenzabhingigkeit des Ladungstransports in DNA? Zur
Beantwortung dieser Frage haben wir 15 DNA-Haarnadeln
1-5 hergestellt (Abbildung 1). Diese enthalten den lichtab-
hingigen Flavin-Elektroneninjektor 6 (Ej . =-2.6V
gegen NWE)® in der Schleife der Haarnadel und einen der
drei Elektronenacceptoren (5-Bromuracil*'l=Serie a, 8-
Bromadenin = Serie b, 8-Bromguanin®' = Serie ¢) in der ge-
paarten Region der Haarnadel; der Donor-Acceptor-Ab-
stand betrigt ca. 17.5 A.

Die bimolekularen Geschwindigkeitskonstanten der Re-
aktion des solvatisierten Elektrons mit den drei Acceptoren
(BrdA, BrdG und BrdU) sind bekannt und liegen allesamt im
diffusionskontrollierten Bereich® mit ungefahr 1 x 10'°-2 x
10"°m's7'."?! Dem primiren Reduktionsschritt folgt die
Freisetzung von Br~."***? Zwar sind die Redoxpotentiale
der Br-substituierten Basen nicht alle bekannt, wir konnen
jedoch basierend auf den Redoxpotentialen der unmodifi-
zierten Basen eine Abstufung BrdU > BrdA > BrdG anneh-
men, wobei BrdU am leichtesten zu reduzieren ist, gefolgt
von BrdA und BrdG.”® Alle in Abbildung 1 dargestellten
DNA-Haarnadeln haben Schmelzpunkte iiber Raumtempe-
ratur. Nach Cirkulardichroismus(CD)-Messungen der Haar-
nadeln 1-5 liegt in allen Fillen eine B-DNA-Konformation
vor. Alle DNA-Haarnadeln wurden nach Standardvorschrif-
ten fiir die automatisierte Festphasensynthese (Phosphor-
amiditmethode) synthetisiert und gereinigt.

In vorangegangenen Studien hatten wir Natriumdithionit
(Na,S,0,) zur Reduktion des Flavins verwendet.'™!?
Rokita" und wir beobachteten jedoch vor kurzem, dass Di-
thionit nach einer gewissen Zeitspanne zu einer Hemmung
des Elektronentransfers fithrt. Daher setzten wir in der hier
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Abbildung 1. DNA-Haarnadelmodelle (1-5) fiir Studien des Uberschusselektronentransfers durch DNA in

Abhingigkeit von der Acceptorstarke. A) l: reduziertes und deprotoniertes Flavin 6; l: Elektronenaccep-
toren (a=5BrdU, b=_8BrdA, c=8BrdG);[]: debromierte Acceptoren (a=dU, b=dA, c=dG); X: Gegenba-
sen zum Acceptor. B) Sequenzen der DNA-Haarnadeln 1-5 fiir die drei verwendeten Acceptoren (a—c). l:
Flavin 6; M: Elektronenacceptor;
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: GC-Basenpaare.

vorgestellten Untersuchung eine stabilere, EDTA-basierte
Photoreduktion ein.®! Die Anfangsgeschwindigkeiten bei
Verwendung von Dithionit und EDTA waren sehr dhnlich,
mit der EDTA-Methode konnten wir allerdings ein stabiles,
voll reduziertes System mehr als eine Stunde lang aufrecht-
erhalten.

In einem typischen Belichtungsexperiment wurden 0.02m
EDTA zu einer Losung von DNA gegeben (cpya =20 pM,
0.01m Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris), pH 7.4, 0.15Mm
NaCl) und in Fluoreszenzkiivetten unter anaeroben Bedin-
gungen fiir die Photoreduktion von Flavin eine Minute lang
mit weilem Licht bestrahlt. (Der Reduktionsvorgang wurde
fluoreszenzspektroskopisch verfolgt.) Nach der Photoreduk-
tion wurden die Proben mit einer 1000-W-Xe-Lampe, aus-
gestattet mit einem gekiihlten 340-nm-Cut-off-Filter, belich-
tet. Zur Analyse wurden nach definierten Zeitintervallen 10-
pL-Proben entnommen, fiir 30 Minuten reoxidiert, entsalzt
und analysiert. Die Probenanalyse erfolgte mittels Kapillar-
elektrophorese. In der Vergangenheit wurde die Auswertung
des Uberschusselektronentransfers durch DNA mit 5-BrdU
als Acceptor durchgefiihrt, indem man das Ausmaf} der
Spaltung der DNA-Stréange bestimmte, die vom neutralen
dU-Radikal nach Erhitzen mit Piperidin verursacht worden
war.®! Kapillarelektrophorese (CE) ermoglichte uns nun,
direkt den Verlust des Br-Anions aus der 19-mer-Haarnadel
nach Elektronenaufnahme zu detektieren. Als Beispiel fiir
eine CE-Analyse ist in Abbildung2 ein typisches Belich-
tungsexperiment mit der DNA-Haarnadel 1a dargestellt.
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Die den Peaks entsprechenden
Fraktionen wurden aufgefangen und
durch MALDI-TOF-MS untersucht,
um die Bildung der erwarteten Pro-
Xk duktstrange zu belegen. Die Ausbeu-
ten fiir alle 15 DNA-Haarnadeln sind
(b)=da in Abbildung 3 in Form eines Balken-

X=T diagramms dargestellt. Dieses zeigt die
zeitabhingige Entstehung der debro-
(c]= de mierten 19-mer-Haarnadel als Mittel-

X=C wert aus mindestens drei unabhingi-
gen Messungen. Wir vermuten, dass
das zur Reduktion der gebildeten
Nucleobasenradikale erforderliche H-
Atom von EDTA iibertragen wird, das
in unserem Experiment in grof3er
Menge vorhanden ist.

Zunichst untersuchten wir, inwie-
weit die Art des verwendeten Accep-
tors die Debromierungsgeschwindig-
keit in der Haarnadel-Serie 1a—c be-
einflusste, in der nur AT-Basenpaare
zwischen Flavindonor und Acceptor
liegen. Die Daten zeigen, dass die
Debromierungsausbeuten sehr stark
vom jeweiligen Elektronenacceptor
abhingen. Die schnellste Debromie-
rung wurde bei BrdU (1a) gefunden,
gefolgt von BrdA (1b) und BrdG (1¢),
in Einklang mit der unterschiedlichen
Reduzierbarkeit dieser Acceptoren.
Dies zeigt, dass im FElektronentransferprozess, der die
Schritte Ladungsinjektion, Elektronenwanderung und Re-
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Abbildung 2. Zeitabhingige Debromierung des Acceptors in der Haar-
nadel 1a bei Belichtung. Der Ursprungsstrang und der debromierte
Strang sind in Blau bzw. Rot hervorgehoben; ihre Identitit wurde
durch MALDI-MS-Analyse der gereinigten Proben bestatigt. Der Ein-
schub zeigt die Debromierungsgeschwindigkeit (10.5% min™"), be-
rechnet durch Integration der Peakflichen und lineare Naherung der
Daten (Beckman-Coulter-P/ACE-MDQ-DNA-System, UV-Detektion bei
254 nm, 30 cm Quarzkapillare, gefiillt mit einem 6-proz. unvernetzten
Polyacrylamidgel in 0.1 m Tris-Borat, 2 mm EDTA, pH 8.4, elektrokineti-
sche Injektion durch Anlegen von 10 kV fiir 2-10 s, Trennung der
Proben bei 9 kV fiir 45 min).C®
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Abbildung 3. Debromierungsgeschwindigkeiten v fiir die DNA-Haarna-
deln (1-5)a,b,c. Die berechneten Reparaturgeschwindigkeiten sind als
Prozent Br-Anionenabspaltung pro Minute gegeben. Die Analyse der
Daten erfolgte durch CE aus mindestens drei unabhéngigen Messun-
gen pro DNA-Strang. Zur Berechnung wurden nur die Daten bis 5 min
Belichtungszeit verwendet, hier wurden die Peakflichen integriert und
anschlieflend linear angenihert (fiir ein Beispiel siehe den Einschub in
Abbildung 2).

duktion des Acceptors umfasst, in der Tat die Reaktion des
Elektrons mit dem Acceptor der geschwindigkeitsbestim-
mende Schritt sein kann!

AnschlieBend untersuchten wir fiir die Serien 2a—¢ und
3a-c, wie das System reagiert, wenn wir ein oder zwei AT-
Basenpaare durch GC-Basenpaare ersetzen. Im Falle der
BrdU-Acceptorstrange 2a und 3a fillt die Ausbeute mit
jedem GC-Basenpaar um 50 %. Fiir die schwéicheren Purin-
acceptoren BrdA und BrdG hat der Austausch gegen GC-
Basenpaare einen wesentlich kleineren Einfluss, was anzeigt,
dass in diesen Systemen der Acceptor nicht stark genug ist,
um deutliche Sequenzeffekte hervorzurufen. Unsere Erkla-
rung ist, dass in diesen Fillen die Reduktion des Acceptors
zum geschwindigkeitsbestimmenden Schritt wird. Noch
wichtiger ist allerdings die Beobachtung, dass die Position des
GC-Basenpaars relativ zum Acceptor wesentlich wichtiger als
die Zahl der GC-Basenpaare ist. Bringen wir ein oder zwei
GC-Paare in eine Position direkt iiber dem Acceptor, so re-
gistrieren wir eine dramatische Verringerung der Debromie-
rungsausbeuten. In der BrdU-Serie (a) fillt die Ausbeute von
10.5% min~' auf ca. 1.4 % min ' (4a) mit einem GC-Basen-
paar und auf 0.6% min~' mit zwei GC-Basenpaaren (5a).
Derselbe Effekt konnte bei Verwendung von BrdA oder
BrdG als Acceptor festgestellt werden, obwohl er hier we-
sentlich schwécher ausgeprégt war (Serien b und ¢). Auch dies
istin Ubereinstimmung mit unserer Uberlegung, dass im Falle
der schwicheren Br-Purinacceptoren die Reduktion des Ac-
ceptors geschwindigkeitsbestimmend wird.

In dieser Studie wurde klar, dass ein GC-Basenpaar zwi-
schen Donor und Acceptor die Effizienz des Transports von
Uberschusselektronen um einen Faktor von ca. zwei redu-
ziert. Dieser Effekt ist allerdings nur bei Verwendung eines
sehr effizienten Acceptors wie BrdU zu beobachten. Schwé-
chere Acceptoren liefern Systeme, in denen die Reduktion
des Acceptors geschwindigkeitsbestimmend wird. Noch
wichtiger ist unsere Beobachtung, dass die Lage der GC-Ba-
senpaare zwischen Donor und Acceptor eine groB3ere Rolle
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spielt als ihre Zahl. Dies ist nur schwer zu erkléren, allerdings
kann man hier mit einer Modulation der Redoxpotentiale des
Acceptors argumentieren, dhnlich zu den Beobachtungen
beim Lochtransfer, wo die Stapelung von Guaninen zu einer
leichteren Oxidierbarkeit von Nucleobasen fiihrt.
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