ZUSCHRIFTEN

Mit einem vollig neuen

Assay, bei dem Radikal-

kationen im DNA-Rickgrat erzeugt

werden, liel3 sich zeigen, dal3 sich DNA

und Proteine als Medium fur den Elektronen-
transfer nicht unterscheiden — spezielle
Basenpaarstapeleffekte spielen nach diesen
Befunden keine Rolle. Mehr darliber auf den
folgenden Seiten.
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Elektronentransfer durch DNA
beim radikalinduzierten Strangbruch**

Eric Meggers, Dirk Kusch, Martin Spichty, Uta Wille
und Bernd Giese*

Bei Elektronentransfer(ET)-Reaktionen in Proteinen neh-
men die Transfergeschwindigkeiten um den Faktor 10 pro
1.5-2.5 A ab.ll Im Gegensatz zu diesem allgemein akzep-
tierten Distanzeffekt ergaben Untersuchungen des Elektro-
nentransfers durch die DNA widerspriichliche Ergebnisse und
entfachten eine kontroverse Diskussion.? Je nach experi-
menteller Anordnung hat man sowohl kleinePl als auch
groBe ¥ Distanzeinfliisse auf die ET-Geschwindigkeit gefun-
den. In den meisten dieser Untersuchungen wurden die
Geschwindigkeiten durch Fluoreszenzloschung von photoak-
tiven Metallkomplexen oder aromatischen Verbindungen
bestimmt, die an der DNA gebunden waren. In dieser
Zuschrift stellen wir ein vollig anderes Testsystem vor, in
dem die natiirlichen Bedingungen von DNA-Reaktionen in
der Zelle nachgeahmt und der ET durch die DNA anhand
chemischer Ausbeuten eines Reduktionsschrittes gemessen
wird. Die experimentelle Methode beruht auf der spontanen
Spaltung des 4-DNA-Radikals 2, bei der das stark oxidieren-
de Radikalkation 3 entsteht (Schema 1).5) Wir haben nun

s
®°

Schema 1.

gefunden, dal Desoxyguanosin-Nucleotide dieses oxidierte
DNA-Fragment 3 zum Enolether 5 durch ET reduzieren.l®!
Mechanistisch sollte dieser ET-Schritt als Lochtransfer-Pro-
zeB betrachtet werden.[! Die Wirksamkeit dieses Ladungs-
transfers hiangt von der Distanz zwischen dem Radikalkation
3 und der Guanin-Base (G) ab. Im Gegensatz zu Unter-
suchungen, bei denen ein Photoelektronentransfer stattfindet,
sind unsere Grundzustandsexperimente irreversibel: Es er-
folgt kein Riicktransfer.

Die Experimente wurden mit DNA-Doppelstrangen durch-
gefiihrt, wobei einer der DNA-Stringe ein 4'-acyliertes
Thymidin (T*) wie in 1 enthielt. Norrish-Typ-I-Spaltung
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1—2 und nachfolgende Heterolyse 2—3+4 liefern das
Radikalkation 3.°% Das in gleichen Anteilen entstehende
phosphorylierte Oligonucleotid 4 wurde in 71-89% Aus-
beute gebildet. Wie die Daten in Tabelle 1 zeigen, wurde kein
Enolether 5 detektiert, wenn der Doppelstrang kein G
enthielt (Tabelle 1, Nr.1 und 2); dagegen erreichten die

Tabelle 1. Distanzabhéngigkeit der ET-Geschwindigkeiten in einzel- und
doppelstriangiger DNA.

Nr. Sequenzl® Ar[A] Ausb. an kg, x 10?I1  Ausb. an
5% 4 [%] P
1 5-dT.T*T, - - - 81
2 5-ATAT*T, - - - 78
3 5.dGJT,TFT, 141 <02 (18) <025(31) 80(77)
4  5dT,T*T,GiT, 132 03 0.4 89
5 5dTG,TT*T,  11.1 12(22) 1641 76 (77)
6  5-dTT*TG,T; 97 22 2.9 77
7 5-dT,CiT*T, 9.6 7.0 10 77
8  5-dT,GiT*T, 73 42(30) 94 (45) 86 (96)
9 5-dT.T*G,T, 7.0 57 250 79
10 5-dT,GT*GyT, - 67 310 89

[a] Die Spalte zeigt die Sequenzen der modifizierten Oligonucleotide; T*
reprisentiert das 4'-acylierte Thymidin wie in 1; Hybridisierung zu den
Doppelstrangen wurde mit nichtmodifizierten Komplementirstrangen
erreicht. [b] Ausbeuten wurden mit HPLC bestimmt. [c] Werte fiir
Einzelstriange sind in Klammern angegeben.

Ausbeuten 67% bei jeweils drei
(%P)o direkt benachbarten G-Basen in
_ oT 3’- und 5-Richtung (Tabelle 1,
& \\U Nr. 10).B] Mit Zunahme der Di-
stanz Ar1% des ET-Schrittes

5 von 7.0 auf 13.2 A sank die Aus-

beute an Enolether 5 von 57 auf

0.3% (Tabelle 1, Nr.9 und 4).

Bei einer Distanz von 14.1 A

lieB sich kein Reduktionspro-

dukt 5 mehr nachweisen, d.h.

die ET-Reaktion konnte nicht

mehr mit den anderen Abfang-

reaktionen des Radikalkations 3 konkurrieren. Die Haupt-
konkurrenzreaktion ist die Addition von Wasser 3 —6 (Sche-
ma?2), die zu weiterer Spaltung der DNA fiihrt." Weil

{ {
®o . ®o .

\ . \
Kki,0 ket
OH
6 3 5
Schema 2.

die Reaktionen nach erster oder pseudo-erster Ordnung
(UberschuB an H,0) ablaufen, ist das Geschwindigkeitsver-
hiltnis zwischen der ET-Reaktion (kgy) und den konkurrie-
renden Abfangreaktionen (k,,,) gleich dem Konzentrations-
verhéltnis [5]/([3]-[5])."" Unter der Annahme, daB die
Konkurrenzreaktionen, d.h. im wesentlichen der H,O-Ein-
fang, nicht von der Nucleotidsequenz abhéngen, haben wir
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das Verhiltnis kgr/k,, als relative Geschwindigkeit kg, des
ET-Schrittes benutzt (Tabelle 1). Diese relativen Geschwin-
digkeiten wurden gemiB Gleichung (1) gegen die Distanz
des ET-Schrittes aufgetragen (Abb. 1).

ke = AePAr 1)
Mit einem Korrelationskoeffizienten von 0.97 wurde eine

lineare Abhingigkeit der Geschwindigkeit In kg von der
Distanz Ar des ET gefunden. Bemerkenswert ist, daf} diese

6 ]
..

4t 8 |

t 7
2t 4

In kgt pel 6n
or 5 4 4

]

2t 4
6 8 10 12 14

ArlA —
Abb. 1. Distanzabhéngigkeit der ET-Geschwindigkeiten in DNA-Doppel-
strdngen. Die Zahlen an den Quadraten korrelieren mit den Nummern an
den Pfeilen in Abbildung 2 und den Eintrigen in Tabelle 1.

Korrelation auch giiltig bleibt, wenn der ET vom komple-
mentdren Strang (Tabelle 1, Nr.7) oder vom gespaltenen
Strang (Tabelle 1, Nr. 4, 6 und 9) erfolgt (Abb. 2) oder wenn G
zum Radikalkation benachbart oder durch T-Basen von
diesem getrennt ist. Aus der Steigung ergibt sich ein 3-Wert
von 1.0+0.15 A~ Dieser B-Wert bedeutet, daB die Ge-
schwindigkeit des Elektronentransfers um den Faktor 10
abnimmt, wenn sich die Dis-
tanz um 2.5 A vergrofert. Da
diese Distanzabhingigkeit der
von ET-Reaktionen in Pro-
teinen &dhnelt, kann gefolgert
werden, daB3 der Ladungs-
transfer vom Radikalkation
des  Zuckerphosphat-Riick-
grats zur G-Base in DNA-
Doppelstriangen nicht von der
Stapelanordnung der Basen
profitiert. Aus Konkurrenzex-
perimenten mit intermoleku-
laren Elektroneniibertriagern
haben wir eine Geschwin-
digkeitskonstante ky,, von
10° Mm~!s~! abgeleitet.['}l Damit
ergibt sich fiir die Geschwin-
digkeitskonstante  kgr des
Elektronentransfers von Gua-
nin zu einem 7 A entfernten
Desoxyribose-Radikalkation
3 ein Wert von 10%s! (Ta-
belle 1, Nr. 8 und 9).04

3 5

—

Abb. 2. Schematische Darstel-
lung des ETs (Pfeile) zwischen
G-Basen und dem Radikalkat-
ion im Zuckerphosphat-Riick-
grat. Die Zahlen an den Pfeilen
korrelieren mit den Zahlen in
Abbildung 1 und den Eintrdgen
in Tabelle 1.

Angew. Chem. 1998, 110, Nr. 4

© WILEY-VCH Verlag GmbH, D-69451 Weinheim, 1998

Der p-Wert von 1.0 A-! zeigt, daB ein im spontanen
Strangbruch von 4-DNA-Radikalen auftretendes Radikalka-
tion 3 wirksam nur von direkt benachbarten G-Basen in
DNA-Doppelstrangen abgefangen wird. Im Gegensatz dazu
hat in einzelstrangiger DNA die Position von Desoxyguanosin
im DNA-Strang nur einen geringen EinfluB auf die Ge-
schwindigkeit des Elektronentransfers. Den Daten in Ta-
belle 1 (Nr. 3 und 8) ist zu entnehmen, daB} die Trennung von
G-Base und Desoxyribose-Radikalkation 3 durch zwei Thy-
midinreste eine Geschwindigkeitsabnahme um den Fak-
tor 400 in doppelstrdangiger DNA bewirkt, wihrend die
gleiche Variation der Basensequenz in einzelstringiger
DNA den ET nur um den Faktor 1.5 verlangsamt (Tabelle 1,
Werte in Klammern). Offensichtlich sind Einzelstrdnge so
flexibel, daf3 sie Konformationen einnehmen, in welchen die
Distanz zwischen den G-Basen und dem Radikalkation 3 kurz
genug fiir einen schnellen ET ist. Dieses Testsystem eroffnet
somit neue Perspektiven zum Studium der Konformation und
Flexibilitdt von DNA-Molekiilen.

Experimentelles

Die Oligonucleotide wurden mit einem DNA-Synthesizer in 1 pmol-
Ansétzen hergestellt. Dabei wurde eine Standardmethode fiir 2-Cyanethyl-
phosphoramidite verwendet, wobei die Kupplungszeit des 4’-pivaloylmo-
difizierten Nucleosides auf 15 min verlingert wurde. Die Festphasen
wurden in 1 mL konzentrierter Ammoniumhydroxid-Losung bei 55°C ca.
15 h inkubiert und anschlieBend zur Trockne lyophilisiert. Die extrahierten
rohen Oligonucleotide wurden mit Anionenaustausch- und Umkehrpha-
sen(RP)-HPLC gereinigt; zuletzt wurde das Oligonucleotid iiber eine
kurze Sephadex-Siule gegeben. Die Circulardichroismus(CD)-Spektren
der modifizierten Doppelstrange sind denen der unmodifizierten Doppel-
stringe sehr dhnlich und beweisen eine B-DNA-Konformation. Die
Modifikation T* erniedrigt die UV-Schmelztemperaturen (7},) nur um
0-2 K. Bestrahlungsexperimente wurden in Polymethylmethacrylat-Kii-
vetten bei 15°C unter Verwendung einer 500 W-Hg-Hochdrucklampe mit
einem 320nm-,,Cut-off“-Filter durchgefiihrt. Eine Mischung aus 2.0 nmol
modifiziertem Oligonucleotid und 2.4 nmol Gegenstrang wurde in 300 uL
Puffer (20 mm Natriumcitrat pH 5.0 mit 100 mm NaCl) gelost. Doppel-
strangbildung wurde durch einminiitiges Erhitzen auf 70 °C und langsames
Abkiihlen auf Raumtemperatur gewihrleistet. Vor der Photolyse wurden
die Losungen 30 min mit Argon gespiilt. Einzelstrdnge wurden 4 min und
Doppelstringe 3 min bestrahlt. Die Analyse der Bestrahlungslosungen
geschah mit RP-HPLC (Waters Symmetry C18, 3.5 um, 100 x 4.6 mm) bei
260 nm. Eluent A: 0.1M Triethylammoniumacetat (TEAA) pH 70,
Eluent B: Acetonitril. Ein typischer Gradient: 5% B fiir 2 min, dann in
60 min von 5% auf 13% B, FluBrate 1.5 mLmin~!, Siulentemperatur 30
oder 50°C. Die Peakfldchen wurden durch die berechneten Extinktions-
koeffizienten der entsprechenden Oligonucleotide geteilt und mit externer
Kalibrierung quantifiziert. Die Identitédt der Produkte wurde mit MALDI-
ToF-Massenspektrometrie, enzymatischer Verdauung mit Analyse der
Nucleotide und durch Vergleich von RP-HPLC-Retentionszeiten mit
Referenzsubstanzen verifiziert.

Eingegangen am 25. September 1997 [Z10971]

Stichworter: DNA-Spaltung - Elektronentransfer - Radi-
kalionen
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[8] Im Zuge dieses ET-Schrittes mu G zum Radikalkation oxidiert
werden. Es ist bekannt, daf3 dieses Radikalkation schnell zu einem
wenig reaktiven, delokalisierten G-Radikal deprotoniert wird. Da wir
keine Schéddigung an G-Einheiten detektieren konnen, nehmen wir
an, daf} das G-Radikal unter anaeroben Bedingungen durch Wasser-
stoffabstraktion repariert wird. Zu Struktur, Reaktivitdt und Repara-
tur von Desoxyguanosin-Radikalkationen siehe: a) S. Steenken,
Chem. Rev. 1989, 89, 503; b) L. P. Candeias, S. Steenken, J. Am.
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Fiir die distanzabhédngigen Experimente wurden GGG-Einheiten
gewihlt, da diese die stirksten Elektronendonatoren sind (siehe
Lit.[l). Wir nehmen an, daB dasjenige G die anfinglich oxidierte Base
ist, welches dem Radikalkation 3 am nichsten steht. Diese Annahme
ist gerechtfertigt, da der Wechsel von einer G- zur GGG-Einheit
sowohl in 3'- als auch in 5'-Richtung ungefihr den gleichen Beschleu-
nigungseffekt (2.5 bzw. 1.8) auf die relative Elektronentransferge-
schwindigkeit hat.

[10] Zur Bestimmung der Distanzen Ar wurde der entsprechende DNA-
Duplex mit dem Programm Macromodel V4.5 als B-Form konstruiert.
Um das planare Radikalkation 3 nachzuahmen, haben wir den
Enolether 5 mit dem implementierten AMBER*-Kraftfeld in die
DNA hineinmodelliert. Distanzen Ar wurden zwischen dem Radikal-
zentrum C3" des Radikalkations und dem Kohlenstoffatom 5 am G
bestimmt, das die hochste Elektronendichte im HOMO hat.

[11] Unabhéngige Experimente mit Glutathiondiethylester als Abfinger
fiir Radikal 6 haben gezeigt, dal unter anaeroben Bedingungen die
Addition von Wasser an das Radikalkation 3 (3 —6) in G-freier DNA
in ungefidhr 70% Ausbeute erfolgt.

[12] Wir haben das Verhiltnis kg1/k,,, aus den HPLC-Fliachen (gewichtet
mit den Extinktionskoeffizienten) von 5'-Phosphat 4 (A,), dessen
Menge gleich der Gesamtausbeute von Radikalkation 3 ist (Sche-
ma 1), und Enolether 5 (As) bestimmt. Das Verhéltnis As/(A, — As)
entspricht kgr/k,,,. Da diese Quotienten unabhingig vom Umsatz
sind, sind die Reaktionen erster oder pseudo-erster Ordnung.

[13] Wir haben Einelektronendonatoren wie Methionin, Selenomethionin,
KI und K [Fe(CN),] verwendet, um das Radikalkation 3 in Kon-

[5
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6
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kurrenz zur Wasseraddition durch einen intermolekularen ET zu
reduzieren. Es zeigte sich, daB KI der schnellste Abfianger fiir das
Radikalkation 3 ist. Unter der Annahme, daB dieser Elektronen-
transfer nahezu diffusionskontrolliert geschieht, konnten wir in
kinetischen Experimenten pseudo-erster Ordnung unter Verwendung
unterschiedlicher Konzentration an KI einen Geschwindigkeitskoef-
fizienten kg, von 10° M~'s™! bestimmen.

Anmerkung bei der Korrektur (2. Februar 1998): Ahnliche ET-
Geschwindigkeiten bei einem Abstand von 7 A wurden kiirzlich
berichtet: K. Fukui, K. Tanaka, Angew. Chem. 1988, 110, 167; Angew.
Chem. Int. Ed. 1998, 37, 158

Beschleunigte Cycloaromatisierung eines
Bicyclo[7.3.1]-Endiins durch Anellierung:
ungewohnliche Abhingigkeit der Cyclisierung
von der Hybridisierung des Briickenatoms**

Michael H. Nantz,* David K. Moss,
John D. Spence und Marilyn M. Olmstead

Endiine wie Calicheamicin und Esperamicinl!l haben zu
zahlreichen priparativen Arbeiten und mechanistischen Stu-
dien angeregt, die durchgefiihrt wurden, um die DNA-
Spaltung durch diese Verbindungen zu verstehen.”l Neben
natiirlichem Calicheamicin y}5 wurden auch viele Mimetika
synthetisiert, die ebenfalls die fiir die biologische Aktivitét
verantwortliche Schliisselreaktion eingehen, die Bergman-
Cycloaromatisierung® der 1,5-Diin-3-en-Einheit.

Besonders faszinierte uns die Arbeit von Magnus et al., die
erstmals die Reaktivitit von Bicyclo[7.3.1]-Endiin-Analoga
bestimmten:[! Das Bicyclo[7.3.1]-System von 1 geht bei
Raumtemperatur keine Endiin-Cycloaromatisierung ein und
reagiert erst bei 71°C langsam[’!l zum entsprechenden C(2)-
C(7)-Benzolderivat. Eine Anderung der Hybridisierung an

der C(13)-Briicke von sp? nach sp® (1—2) hat aber einen
drastischen Anstieg der Cyclisierungsgeschwindigkeit zur
Folge.[®! Die unterschiedliche Cyclisierungsneigung der bei-
den Verbindungen wurde einer Verringerung der Ringspan-
nung zugeschrieben. Auf der Grundlage dieser Hypothese
konnte man sich eine Bicyclo[7.3.1]-Modellverbindung vor-
stellen, bei der die Umhybridisierung an der C(13)-Briicke
durch eine intramolekulare Reaktion erfolgt, in Analogie
zum Aktivierungsmodus der natiirlichen Endiine."!
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