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Zum Mechanismus des weitreichenden
Elektronentransports durch DNA **

Bernd Giese,* Stephan Wessely, Martin Spormann,
Ute Lindemann, Eric Meggers und Maria E. Michel-
Beyerle

Die Diskussion iiber den Mechanismus des weitreichenden
Ladungstransfers durch die DNA hat sich in den letzten
Jahren an dem S-Wert der Beziehung (1) entziindet, der den
rasanten exponentiellen Abfall der Geschwindigkeitskon-
stanten des Ladungstransfers mit zunehmendem Abstand
beschreibt.ll Je nach Experiment werden 5-Werte in der Néhe
von 1.0 A~! oder 0.1 A~! angegeben. 3 Diese Unterschiede
in den S-Werten wiirden sich drastisch auf die Geschwindig-
keit auswirken. So wire ein Ladungstransfer iiber 50 A bei
einem fS-Wert von 0.1 A~ um nahezu zwanzig Grofenord-
nungen schneller als bei einem (-Wert von 1.0 A-1. Es ist
unwahrscheinlich, daB fiir den weitreichenden Ladungstrans-
port beide 3-Werte in der DNA realisiert werden.

Kiirzlich haben wir fiir den weitreichenden Ladungstrans-
fer einen Hopping-Mechanismus vorgeschlagen, gemiB
dem die Ladung zwischen jenen DNA-Basen tunnelt, die
dhnliche Redoxpotentiale aufweisen. Damit setzt sich der
weitreichende Ladungstransport tiber die DNA aus mehreren
hintereinandergeschalteten Tunnelprozessen tiber jeweils
kleinere Distanzen zusammen, die nach Beziehung (1) be-
schrieben werden konnen. Wéhrend die positive Ladung beim
Lochtransfer in gemischten DNA-Sequenzen durch Oxida-
tion der Guanin-Basen (G) transportiert wird, sollte nach
dem Hopping-Mechanismus die negative Ladung durch
Reduktion der Basen Thymin (T) und Cytosin (C) weiter-
geleitet werden. Dieses unterschiedliche Verhalten beruht auf
den Redoxpotentialen, die fiir Guanin (G) und Adenin (A)
unterschiedlich®™ ¢ und fiir Thymin (T) und Cytosin (C)
dhnlich groB sind.[>7] Fiir die Beschreibung des Falls, daB3 die
einzelnen Hopping-Schritte iiber gleiche Distanzen ablaufen,
haben wir ein Hopping-Modell gemdll Beziehung (2) zu-
grundegelegt.**®l Im Gegensatz zu Bezichung (1) resultiert
aus Beziehung (2) eine schwache Abhingigkeit der relativen
Geschwindigkeitskonstanten k£ von der Distanz.
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In Beziehung (2) ist # ein Proportionalititsfaktor, der im
einfachsten Fall bei etwa 2 liegen sollte, und N ist die Zahl der
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Hopping-Schritte.l** * Wir haben nun durch Ladungstransfer
iiber 10 bis 40 A in den DNA-Stringen 1a—3a die Giiltigkeit
von Beziehung (2) experimentell belegt.

3-CGCATTATATTATGGG X G,CA TTATAATACGCTGCACGCA-32P
5'-GCGTAATATAATACCC Y C G*'TAATATTATGCGACGTGCGT-3'
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3a TIGTTIGTTGTT
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Die Experimente basieren auf einem Assay, bei dem ein 4'-
Acylnucleosid in doppelstringige DNA eingebaut wird.[*
Durch Norrish-I-Spaltung und anschlieBende Heterolyse
entstehen die Kohlenhydrat-Radikalkationen 1b-3b, die
die positive Ladung auf das benachbarte G des **P-markierten
Gegenstranges iibertragen (1¢—3c¢; Schema 1). Von hier aus
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Schema 1. Erzeugung eines Guanin-Radikalkations G** in den *?P-mar-
kierten Strangen 1lc¢—3c¢ durch Photolyse der Ketoneinheit in den
modifizierten Stringen 1a—3a.

startet der Transport der positiven Ladung durch die DNA
iiber die Nucleotidpaare XY, bis sie von einer GGG-Einheit
irreversibel eingefangen wird. Mit diesem Ladungstranfer
konkurriert die Abfangreaktion des Radikalkations G+
durch H,O. Dies fiihrt zu einer geschidigten G**-Position, !
an der sich die DNA bei Behandlung mit Piperidin spaltet.
Kiirzlich hatten wir gezeigt, daf die relative Geschwindigkeit
des Ladungstransfers (k) von G** iiber die G-Briicken auf
die GGG-Einheit gleich dem Verhiltnis der Spaltprodukte
GGG/G ist.*2l Dabei wird die Spaltung an allen G-Positionen
beriicksichtigt.

Die Experimente wurden mit den doppelstriangigen 40—
49meren Oligonucleotiden 1a—3a durchgefiihrt, bei denen
wiederkehrende AT,AT-Doppeleinheiten zwischen den
G-Basen eingefiigt sind.®! GemiB Beziehung (2) nimmt die
Laufzahl N die Werte 1, 2 und 4 fiir die Strange 1a,2a und 3a
an. Es wurden zwei unabhéngige MeBreihen durchgefiihrt;
die Mittelwerte sind in Tabelle 1 zusammengestellt.[’)
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Tabelle 1. Experimentelle Daten der Doppelstrange 1a—3a und 4-6. Die
oxidativen Schidigungen an den G- und GGG-Einheiten wurden nach
Piperidinbehandlung und Polyacrylamid-Gelelektrophorese mit einem
Phosphor-Imager quantifiziert.

DNA-Strang N Ar[A] GGGIG =k
1a 1 10 89+1.9

2a 2 20 28404

3a 4 40 0.88+0.12

4 - 54 2.3 40,71

5 - 54 0.04 +0.02

6 - 17 0.03 £ 0.01504!

Abbildung 1 zeigt, dal beim Auftragen von Ink,, gegen
InN gemiB Beziehung (2) ein -Wert von 1.7 £0.2 erhalten

0.0 0.5 1.0 15
nN —»

Abbildung 1. Abhingigkeit der relativen Geschwindigkeit des Ladungs-
transportes (k) von der Zahl der Hopping-Schritte N sowie der gesamten
Distanz Ar (kleines Diagramm).

wurde. Der Lochtransfer iiber 10, 20 und 40 A 148t sich
demnach gut mit dem Hopping-Modell beschreiben.l'” In
Schema 2 ist mit Pfeilen angedeutet, wie die Ladung von G,,"*
in mehreren Schritten zur GGG-Einheit gelangt.

Wiirde man die Daten der Tabelle 1 nach Beziehung (1)
auswerten und eine Ausgleichsgerade durch die MeBpunkte
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Schema 2. Ladungstransfer (angedeutet durch Pfeile) vom Radikalkation
G, zur GGG-Einheit in einem (1¢), zwei (2¢) oder vier (3¢) Hopping-
Schritten.
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legen, dann wiirde ein 8-Wert von 0.07 +0.02 A~! resultieren.
Dieser hypothetische S-Wert impliziert einen Superaus-
tausch-Mechanismus, bei dem die Distanzabhingigkeit sehr
klein ist. Kiirzlich hatten wir jedoch demonstriert, daf3 der
Ladungstransfer in gemischten DNA-Sequenzen nicht durch
den Superaustausch-Mechanismus beschrieben werden
kann.[* Diese Aussage wird gestiitzt durch Experimente mit
den Oligonucleotiden 4 und 5. In beiden Stréngen wird die
Ladung iiber 54 A transportiert, in 4 erfolgt der Transfer aber
60mal schneller als in 5. Gemil3 dem Hopping-Mechanismus
ist im Doppelstrang 5 das Tunneln iiber die Sequenz von vier
AT-Basenpaaren geschwindigkeitsbestimmend. Der La-
dungstransport iiber 54 A in 5 erfolgt deswegen mit dhnlicher
Geschwindigkeit wie der iiber 17 A in 6 (Schema 3).42]

4 5 6
Kiel! 2.3 0.04 0.03

Schema 3. Ladungstransfer (angedeutet durch Pfeile) vom Radikalkation
G** zur GGG-Einheit in den unterschiedlichen Doppelstringen 4, 5 und 6.

Fazit: Unsere Untersuchungen zeigen, dal Ladungstrans-
port durch DNA in Hopping-Schritten zwischen Basen
dhnlichen Redoxpotentials stattfinden kann. Da Guanin (G)
die am leichtesten oxidierbare Base in DNA ist, erfolgt der
Transport positiver Ladung durch Tunneln zwischen Guanin-
basen. Die Geschwindigkeit dieser Tunnelschritte hidngt stark
vom Abstand benachbarter Guaninbasen ab. Deswegen spielt
die Basensequenz fiir den Lochtransfer eine entscheidende
Rolle.

Gemil dem Hopping-Mechanismus erfolgt der Transport
negativer Ladung durch Reduktion von Thymin (T) und
Cytosin (C), die dhnliche Reduktionspotentiale aufweisen.
Da diese Pyrimidinbasen in jedem Basenpaar vertreten sind,
sollte man erwarten, daf3 der Elektronentransfer nicht von der
Sequenz abhingt. Eine Modifikation der natiirlichen DNA
kann zu einer Anderung des Redoxpotentials einzelner Basen
fihren. Nach dem Hopping-Mechanismus sollte dies einen
starken FEinflu auf die Effizienz des Ladungstransportes
ausiiben.
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Anders als bei dem von uns bislang verwendeten Assay!*! wurden die
Experimente mit 4’-pivaloylsubstituiertem Guanosin durchgefiihrt.
Die Synthese dieses Guanosinderivats erfolgte analog dem fiir
Thymidinderivate beschriebenen Weg: A. Marx, P. Erdmann, M.
Senn, S. Korner, T. Jungo, M. Petretta, P. Imwinkelried, A. Dussy, K. J.
Kulicke, L. Macko, M. Zehnder, B. Giese, Helv. Chim. Acta 1996, 79,
1989. Die Photolyse des monomeren 4'-pivaloylsubstituierten Gua-
nosins, das an 3'-OH phosphoryliert war, lieferte den Enolether in
85% Ausbeute. Dies zeigt, da der Ladungstransfer vom Kohlen-
hydrat-Radikalkation zur Base G sehr schnell ist.

Die Doppelstringe 1a—3a, bestehend aus 3 +£0.5 pmol 4'-pivaloyl-
modifizierten Stringen und 1+0.2 pmol der dazugehorigen 5'-32P-
markierten Gegenstriange, wurden in 200 uL Phosphatpuffer (20 mm,
100 mm NaCl, pH 7.0) bei 15°C unter Verwendung einer 500-W-Hg-
Hochdrucklampe in Kombination mit einem 320-nm-Cut-off-Filter
unter Ausschluf von Sauerstoff bestrahlt (15 min). Ein Teil der
Losung wurde 30 min mit 1M Piperidin bei 90°C inkubiert, anschlie-
Bend iiber Nacht lyophilisiert und mit denaturierender Polyacryl-
amidgelelektrophorese (1500 V, 3.5 h) analysiert. In Kontrollexperi-
menten ersetzte man die modifizierten Striange gegen unmodifizierte.
Die getrockneten Gele wurden mit einem Phosphor-Imager auto-
radiographiert und mit dem Programm ImageQuant ausgewertet. Die
Quantifizierung erfolgte durch Subtraktion der Intensitdten der
Kontrollexperimente von den Intensitdten, die bei Bestrahlung der
modifizierten Doppelstriange erhalten wurden.

Experimente mit weiteren DNA-Strdngen sind in Arbeit.

Die Messungen wurden unter den in Lit. [4a] ausfiihrlich beschrie-
benen Bedingungen durchgefiihrt. Die Strange entsprechen den dort
angegebenen Sequenzen.
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