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Nucleinsduren und ihre synthetischen Analoga stellen die
faszinierendsten Architekturen fiir die molekulare Elektro-
nik dar, weil durch ihre spontane Selbstorganisation Netz-
werke und komplexe zwei- und dreidimensionale Strukturen
gebildet werden konnen.!! Der photoinduzierte Ladungs-
transfer durch die DNA wurde bereits intensiv erforscht: der
oxidative Modus vor allem in den 1990er Jahren und der
reduktive Typ in der letzten Dekade.*® Hiipfmechanismen
wurden identifiziert und experimentell®® iiber lange Dis-
tanzen sowie mit theoretischen Methoden! auch iiber kiir-
zere Reichweiten nachgewiesen. Der Lochtransfer verursacht
oxidative Guanin-Schiden. Dieser entscheidende Nachteil
macht den reduktiven Elektronentransfer (ET) deutlich
vielversprechender fiir die Nanoelektronik."® Tatsichlich
sind die Geschwindigkeitskonstanten des Ladungs-Hiipfens
iiber Thymine groBer (4 x 10" s™)!% als die entsprechenden
Werte des Loch-Hiipfens (10*-10" s71).1:12] Allerdings geben
Geschwindigkeiten nur an, wie schnell ein ET-Prozess statt-
findet, jedoch nicht, wie effizient. Die Effizienz ist ein MaB,
wieviel Ladung (im Vergleich) beim Akzeptor ankommt, und
ist somit ein wichtiger Parameter fiir die molekulare Elek-
tronik.

Die Effizienz des ET durch natiirliche DNA ist zu gering,
um ernsthaft fiir die Nanoelektronik in Betracht gezogen zu
werden.”) Deswegen konzentriert sich die gegenwirtige For-
schung darauf, wie der Elektronentransfer verbessert werden
kann, ohne die spontane Selbstassoziation der Nucleinsduren
als attraktivste Eigenschaft solcher Architekturen zu verlie-
ren. Es ist bekannt, das der ET in DNA durch die Konfor-
mation der Doppelhelix kontrolliert wird.® ¥ Doppelheli-
ces des A-Typs bilden eine wichtige und vielversprechende
Alternative. Es wurde bereits gezeigt, dass der Ladungs-
transfer in RNA effizienter ablaufen kann als in DNA.™
Andere Studien mit RNA," auch solche mit gegensitzlichen
Ergebnissen!"” (und mit LNA:DNA-Hybriden™), geben
Anlass zu Zweifeln, ob die flexiblere Struktur allein verant-
wortlich ist fiir die verbesserte ET-Effizienz. Die Helix-
konformation des A-Typs konnte auch durch ihre geringere
Distanz der Basenstapelung vorteilhaft sein. Andererseits
verringert die chemische Instabilitdt der RNA ihr herausra-
gendes Potential in der Elektronik betrdchtlich. Um diese
Problematik zu l6sen, priasentieren wir hier ET-Experimente
mit ,,locked“ (verbriickten) Nucleinsduren (LNA) als Ein-
heiten zwischen 5-(2-Pyrenyl)-2'-desoxyuridin (2PydU) und
5-Brom-2’-desoxyuridin (BrdU) als Elektronen-Donor-Ak-
zeptor-Paar.”] In LNA ist die Zuckerkonformation in der
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C3'-endo-Stellung fixiert, wodurch die Helix des A-Typs bei
LNA:DNA-Hybriden stabilisiert wird. Bereits 40% LNA-
Nucleotide in einem Strang vermindern den mittleren Ba-
senabstand entlang der Helixachse auf 2.8 A und die helicale
Verdrehung auf 32+1 AP Zusitzliche Modifikationen
fiihren zu einer noch schwicheren helicalen Verdrehung bei
unverindertem Basenabstand.”!! LNA:DNA-Hybride sind
strukturell den DNA:RNA-Hybriden beziiglich ihrer Basen-
stapelung sehr dhnlich, ihre Flexibilitit ist jedoch reduziert.
Insbesondere wegen der Methylenbriicke ist das Phosphat-
riickgrat der LNA sehr steif.

Wirl*?! und andere®! haben bisher 5-(1-Pyrenyl)-2'-des-
oxyuridin (1PydU) verwendet, um den reduktiven ET zu
untersuchen. Die starke elektronische Kopplung zwischen
den beiden aromatischen Teilen verursacht jedoch intramo-
lekulare Exciplexe,® die die Elektroneninjektion in die
DNA behindern. 2PydU"" stellt einen besseren Elektronen-
injektor dar, weil die Ankniipfung in der 2-Position das Pyren
entkoppelt. Auf der Akzeptorseite fand BrdU sehr oft An-
wendung, um den ET in DNA zu untersuchen.>”#%! Dag
BrdU-Radikalanion reagiert chemisch ausreichend schnell
ab, um unterschiedliche ET-Effizienzen aufzulosen.)

Sowohl von uns® als auch von anderen wurde zuvor
angenommen, dass Thymine die wichtigsten Elektronen-
iibertrager sind. Deswegen wurden bis zu vier T-A-Basen-
paare zwischen Donor (2PydU) und Akzeptor (BrdU) in
DNA III-0 bis ITI-4 (Abbildung 1) platziert. DNA II stellt die
Referenz ohne BrdU dar, DNA I die Referenz ganz ohne
Modifikation. Vier komplementidre Gegenstringe kamen
zum Einsatz: DNA, RNA, 50%LNA/50%DNA (Ina) und
100% LNA.
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DNA 5'-GTG - CGA-AAA-AAA - AAT - AAT-GC -3
RNA 5'-GUG - CGA-AAA-AAA-AAU-AAU-GC-3
Ina 5'-GTG - CGA - AAA - AAA - AAT - AAT-GC -3
LNA 5 -GTG-CGA-AAA-AAA-AAT-AAT-GC-3

Abbildung 1. Struktur von 2PydU und BrdU und Sequenzen der Oligo-

nucleotide. Unterstrichene Buchstaben sind LNA-Einheiten
(Fluo = Fluorescein-Markierung, siehe Hintergrundinformationen).
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Zuschriften

Die Duplexe wurden zunichst durch ihre Schmelztem-
peraturen (T,) charakterisiert. (Tabelle 1). Die Einfiithrung
der 2PydU-Modifikation verursacht eine Destabilisierung
von ungefdhr 5°C, unabhingig davon, ob es sich um reine
DNA-Duplexe (I_LDNA vs. II_DNA), RNA-Duplexe

Tabelle 1: Schmelztemperaturen (T,,) der Oligonucleotide; A =260 nm,
20-90°C, Geschwindigkeit: 0.7°Cmin~", 2.5 um DNA in 10 mm NaP;-
Puffer (pH 7.0), 250 mm NaCl.

Duplex T. [°C] Duplex T.[°C Duplex T. [°C]
I_DNA 62.9 I_RNA 58.3 I_lna 75.4
II_DNA 58.1 II_RNA 52.8 1_Ina 70.9
111-0_DNA 59.2 111-0_RNA 53.8 111-0_Ina 71.2
11I-1_DNA 58.7 111-1_RNA 53.3 11-1_Ina 72.2
111-2_DNA 58.9 111-2_RNA 53.6 111-2_Ina 71.0
111-3_DNA 58.7 111-3_RNA 53.7 111-3_Ina 71.1
111-4_DNA 58.8 111-4_RNA 53.9 111-4_Ina 72.0

(I_RNA vs. II_RNA) oder Hybride mit 50% LNA (I_Ina vs.
II_Ina) handelt. Das ist ein typischer Wert fiir eine Modifi-
kation in der 5-Position von dU. Die zweite Verdnderung
BrdU bringt keine zusétzliche Destabilisierung. Alle doppelt
modifizierten Duplexe in jedem Satz weisen vergleichbare
Stabilitdten von ca. 58-59°C (III-O_DNA bis III-4_DNA),
53-54°C (III-0_RNA bis I1I-4_RNA) und 71-72°C (I1I-0_lna
bis II1-4_Ina) auf. Alle Hybride mit vollstindigem LNA-
Gegenstrang zeigen Schmelztemperaturen, die hoher als
90°C sind.® Die groBen Unterschiede zwischen den T,,-Be-
reichen reiner DNA und der DNA:LNA-Hybride sind durch
die Vororganisation der LNA-Einzelstrdnge und durch die
bessere Basenstapelung begriindet. Es ist wichtig zu erwih-
nen, dass die thermische Stabilitit aller modifizierten Du-
plexe ausreicht, um die Belichtungen bei Raumtemperatur
mit garantiert doppelstrangigen Proben durchzufiihren.

Die Bestrahlungen wurden mit einer Hg/Xe-Lampe
(200 W) und einem Cutoff-Filter bei 320 nm durchgefiihrt,
um selektiv 2PydU anzuregen, dessen Absorptionsbereich
aullerhalb des von Nucleinsduren und BrdU liegt. Alle Oli-
gonucleotide zur Untersuchung des ET (III-0 bis I11-4)
wurden am 5-Ende mit Fluorescein markiert, damit die
Analyse durch Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)
quantifizierbar wird. Auf der Basis fritherer Berichtel>”523%
wurde erwartet, dass die PAGE-Analyse belichteter Proben,
die mit Piperidin behandelt wurden, die Bildung von
Strangbriichen im Bereich der BrdU-Modifikation anzeigt.
Diese wurden fiir die quantitative Analyse kombiniert (Ta-
belle 2). Unter diesen Bedingungen zeigten alle Oligonucle-
otid-Proben, in denen 2PydU und BrdU direkt benachbart
sind (ITI-0_DNA, III-0_RNA, III-0_Ina, III-0_LNA) keinen
ET-induzierten Strangbruch, wahrscheinlich wegen der sehr
schnellen Ladungsrekombination. In den Doppelstringen, in
denen 2PydU und BrdU durch dazwischenliegende Basen-
paare separiert sind, nimmt die Spaltungsreaktion mit zu-
nehmender Distanz, unabhingig von der Art des Gegen-
stranges, ab. Mit vier dazwischenliegenden Basenpaaren zeigt
nur das RNA:DNA-Hybrid einen Strangabbau von fast 20 %.
Hybride mit Gegenstrdngen, die aus 50% LNA-Einheiten
bestehen (III-3_Ilna/III-4_Ina), zeigen groBere Mengen an
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Tabelle 2: Relative Strangbruchmenge der Duplexe nach 30 min Be-
strahlung.

Gegenstrang Strangbruch [%]

111 -2 111-3 111-4
DNA 44.6 7.3 6.1 4.7
RNA 58.4 40.5 19.2 18.7
Ina 67.4 24.2 83 7.4
LNA 76.5 9.7 1.9 1.9

Strangbruch als solche mit reinem LNA-Gegenstrang (III-
3_LNA/III-4_LNA).

Monoexponentielles Anpassen des zeitlichen Verlaufs der
Strangabbruch-Ausbeuten und anschlieBende lineare An-
passung der Anfangsphase ergibt eine halbquantitative
Analyse (siehe Hintergrundinformationen). Diese rein che-
mischen Reaktionsgeschwindigkeiten konnen gegen die Dis-
tanz zwischen 2PydU und BrdU aufgetragen werden (Ab-
bildung 2). Es ist wichtig, hier hervorzuheben, dass diese
Werte keine ET-Geschwindigkeiten darstellen, sondern eine

-2.5+
3.0 .
_3_5_- A
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Inr/ _6'0_.
min”" '6'5__
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- = 1lI-1_DNAbis Ill-4_DNA
I1-1_RNA bis Ill-4_RNA

——IlI-1_Ina bis lll-4_Ina

——lI-1_LNAbis 1ll-4_LNA

dIiA ——

Abbildung 2. Analyse der Abhingigkeit der Strangbruchgeschwindig-
keit r von der Distanz d. Basenabstand: 3.4 A fir DNA; 2.9 A fur
DNA:RNAP" und 2.8 A fiir DNA:LNA.F2

simple Analyse der ET-Effizienzen unserer Experimente re-
préasentieren. Zuerst lédsst sich so feststellen, dass alle vier
Hybrid-Sétze zunichst eine stdrkere Distanzabhéngigkeit
zeigen, die in eine schwichere iibergeht. Dieses duale Ver-
halten wurde zuvor sowohl fiir den oxidativen Lochtransfer®®
als auch den reduktiven ET beobachtet.'” Die Distanz-
abhingigkeit der Strangbruchgeschwindigkeit in unseren
RNA:DNA-Hybriden ist am schwéchsten ausgepriagt. Aber
noch bemerkenswerter ist die Beobachtung, dass der photo-
induzierte Strangbruch an der BrdU-Stelle in solchen Hy-
briden, die 50 %-LNA in den Gegenstridngen enthalten, ver-
starkt ist, wogegen solche mit 100% LNA verringerten
Strangbruch zeigen.*")

Vorherige Studien haben ergeben, dass die Elektronen-
injektion tiber die einzelne C-C-Bindung in 1PydU sehr
schnell abliuft (2 ps™)® und daher in den verschiedenen
Hybriden nicht variieren sollte. Zweitens ist unterdessen ak-
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zeptiert, dass die Menge an Strangbruch die relative Effizienz
des ET widerspiegelt.>”5231 Auf der Basis dieser beiden
Annahmen konnen die beobachteten Unterschiede allein den
zwei Parametern zugeordnet werden, die eingangs diskutiert
wurden: Der Helixtyp, A oder B, beeinflusst den ET durch
verschiedenartige Basenstapelung, oder die unterschiedliche
Flexibilitdt moduliert den ET. In der Literatur wurde der
effiziente Ladungstransfer in DNA:RNA-Hybriden fast aus-
schlieBlich der flexibleren Struktur im Vergleich zur DNA
zugeordnet.'! Unsere Ergebnisse zeigen klar, dass das nicht
der einzige Grund sein kann. DNA:LNA-Hybride, unab-
héngig davon, ob sie 50 oder 100% LNA enthalten, sind
steifer als DNA, aber insbesondere III-1_Ilna bis III-4_Ilna
zeigen bessere ET-Effizienzen als I1I-1_DNA bis I1I-4_DNA.
Demnach miissen diese Unterschiede den Schliisseleigen-
schaften der A-Helix zugeschrieben werden, welche der ge-
ringere Basenabstand und helicale Verdrehung darstellen,!
die zusammen eine bessere Basenstapelung ergeben.?2!:3
Diese Eigenschaft iibt in solchen Doppelhelices, die 50 %
LNA-Einheiten enthalten, offensichtlich einen stidrkeren
Einfluss aus als der negative Effekt der gefestigten Zucker-
konformation, was letztlich zu besseren ET-Effizienzen als in
reiner DNA des B-Typs fiihrt.

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass LNA dazu
beitrug, herauszufinden, welche Rolle die konformationelle
Flexibilitdt und die Basenstapelung des A-Typs bei der ET-
Effizienz spielen. Es ist nicht iiberraschend, dass die kon-
formationelle Fixierung der LNA-Einheiten einen klar ne-
gativen Effekt auf die ET-Geschwindigkeit!"®! und -Effizienz
ausiibt (siche Ergebnisse mit III-1_LNA bis III_4_LNA).
Andererseits zwingt LNA die Nucleinsdurestruktur in den A-
Typ sehr dhnlich zu dem der RNA, was zu besserer Basen-
stapelung fiihrt und dadurch den ET positiv beeinflusst. Es
wurde deutlich, dass ein guter Kompromiss aus Unterstiit-
zung der Doppelhelix des A-Typs und aus konformationeller
Flexibilitdt die bestmogliche Architektur ergibt, um die ET-
Effizienz zu verbessern. Dies ist ein wichtiges Resultat fiir das
zukiinftige Design von Nucleinsduren fiir den ET und die
molekulare Elektronik, weil LNA im Unterschied zu RNA
chemisch sehr stabil ist. Clever angeordnete LNA-Einheiten
sind in der Lage, die ET-Effizienz iiber kurze Reichweiten zu
verbessern und wirken sich dadurch auch positiv iiber grof3ere
Distanzen aus. Die Verwendung von LNA zusammen mit
Metallionen oder Chromophoren als kiinstliche Mediatoren
fiir den langreichweitigen ET hat ein grof3es Potential fiir die
Entwicklung nucleinséurebasierter Architekturen fiir die
molekulare Nanoelektronik.
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