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Thyminoxetane als Ladungsfalle zum chemischen
Nachweis des Nucleins�ure-vermittelten �ber-
schusselektronentransfers**
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Der Nucleins�ure-vermittelte Elektronentransfer in DNA ist
von großer Bedeutung f�r das Verst�ndnis von DNA-Sch�-
digung und DNA-Reparatur.[1] Um die Anwendbarkeit von
DNA als molekularem Draht in der Nanobiotechnologie
absch�tzen zu k(nnen, ist die Untersuchung der Distanz- und
der Sequenzabh�ngigkeit des Elektronentransfers von
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großem Interesse.[2] Der Mechanismus des weitreichenden
Elektronenlochtransfers in DNA ließ sich durch die Kombi-
nation von zeitaufgel(ster Spektroskopie[3] und chemischem
Nachweis[4] aufkl�ren; die detaillierte Untersuchung des
weitreichenden 2berschusselektronentransfers scheitert hin-
gegen bislang am Fehlen eines geeigneten Acceptors zum
chemischen Nachweis. Es stellte sich heraus, dass das h�ufig
verwendete Cyclobutan-Pyrimidin-Dimer (CPD) wegen der
ung�nstigeren Energiebilanz[5] gegen�ber jener von Thymin
(DGCPD �+ 0.1 eV) und der langsamen Cycloreversion[6] der
Nachweisreaktion (ca. 106 s�1) nicht f�r den chemischen
Nachweis geeignet ist.[7]

Hier berichten wir �ber die Synthese eines auf einem
Thyminoxetan basierenden Acceptors und �ber Experimente
zum 2berschusselektronentransfer mit diesem System. Thy-
minoxetane 1 wurden als Modell f�r ein postuliertes Ox-
etanintermediat des (6–4)-Photoschadens eingef�hrt
(Schema 1).[8] Aus diesen Untersuchungen ist bekannt, dass

Thyminoxetane nach Aufnahme eines Elektrons �ber Cy-
cloreversion in Thymin und ein Benzaldehydradikalanion 2
zerfallen. Die hohe, mittels transienter Absorptionsspektro-
skopie des freigesetzten Radikalanions 2 ermittelte Ge-
schwindigkeit der Cycloreversion (> 5 E 107 s�1)[8] und die im
Vergleich zu der von Thymin g�nstige Energiebilanz
[DGThymin�DGThyminoxetan��(0.1–0.25 eV)] ermutigten uns,
die Eignung der Thyminoxetane als Ladungsfalle im Nuc-
leobasen-vermittelten 2berschusselektronentransfer zu un-
tersuchen. F�r den Nachweis der Oxidation von Guanin im
Elektronenlochtransfer und der Reduktion von 5-Bromura-
cil[9] im 2berschusselektronentransfer ist ein Strangbruch
erforderlich; nicht dagegen f�r den chemischen Nachweis des
Elektronentransfers mittels Cycloreversion von Thyminoxe-
tanen, was die Anwendung in N-(2-Aminoethyl)glycin-PNA
(PNA=Peptidnucleins�ure),[10] Alanyl-PNA[11] oder in jedem
anderen DNA-Modell erm(glicht. In der Folge beschreiben
wir die Eigenschaften Oxetan-funktionalisierter N-(2-Ami-

noethyl)glycin-PNA sowie die Untersuchung der Distanzab-
h�ngigkeit des 2berschusselektronentransfers nach Hybridi-
sierung mit DNA.

Zum Einbau des s�urelabilen Thyminoxetans in (2-Ami-
noethyl)glycin-PNA wurde zun�chst der entsprechende 9-
Fluorenylmethoxycarbonyl(Fmoc)-gesch�tzte Baustein 3 in
exo-Konfiguration hergestellt (Schema 2).[12] Die (2-Amino-

ethyl)glycin-PNA-Oligomere wurden nach der Fmoc/Benz-
hydryloxycarbonyl(Bhoc)-Strategie[13] aus kommerziell er-
h�ltlichen Nucleoaminos�uren synthetisiert. Die Synthese
der Bausteine 3 und 4 soll an anderer Stelle beschrieben
werden.[14] Es wurde ein Verfahren entwickelt, das die Ab-
spaltung der s�urelabilen Oligomere von Sieberamid-Harz
erm(glicht. Alle Oligomere wurden durch pr�parative HPLC
gereinigt und in Ausbeuten von 5–10% erhalten.

Erste Experimente wurden am PNA-12mer 5 durchge-
f�hrt, das den Flavin-Chromophor endst�ndig enth�lt, um
m(glicherweise st(rende sterische Wechselwirkungen im
DNA/PNA-Duplex zu minimieren. Das Thyminoxetan wurde
im Abstand von zwei Basenpaaren zum Flavin im Basensta-
pel platziert (Tabelle 1). Als Referenzoligomere wurden das
12mer 6, das anstelle des Thyminoxetans Thymin enth�lt,
sowie das nur aus kanonischen Nucleobasen aufgebaute
11mer 7 synthetisiert. Die antiparallele Paarung der drei
PNA-Oligomere 5–7 mit komplement�rer DNA 8 (5’-G-C2-
G-C2-A5-3’) ergab sigmoidale UV-Schmelzkurven ohne Hy-
sterese zwischen Aufheizen und Abk�hlen. Die Circulardi-
chroismus(CD)-Spektren der Oligomere 5·8, 6·8 und 7·8
zeigten temperaturabh�ngige Banden bei den optischen
2berg�ngen der Nucleobasen (265 nm) und des Flavin-
Chromophors (373 nm, 450 nm), die in Einklang mit dem UV-

Schema 1. Cycloreversion der Thyminoxetane 1 zu N,N’-Dimethylthy-
min und die Benzaldehydradikalanionen 2 nach reduktivem Einelektro-
nentransfer (SET). Die Freisetzung von 2 nach Laser-Blitzlichtphotolyse
der Thyminoxetane in Gegenwart reduktiver Photosensibilisatoren
wurde mittels transienter Absorptionsspektroskopie verfolgt.

Schema 2. Fmoc-gesch"tzte Bausteine 3 und 4 zur Synthese von (2-
Aminoethyl)glycin-PNA. Das Thyminoxetan wurde "ber Paterno-B"chi-
Reaktion exo-selektiv als Racemat hergestellt.
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Schmelzverhalten sind. Der Einbau des �berh�ngenden Fla-
vins �ußert sich in einer leichten Stabilisierung, wie aus dem
Anstieg der UV-Schmelztemperatur um 2.5K im Doppel-
strang 6·8 im Bezug auf die Schmelztemperatur des nicht-
funktionalisierten Oligomers 7·8 folgt. Nimmt man die Er-
gebnisse aus den CD-Spektren hinzu, ist von einem gut ge-
stapelten Flavin-Chromophor auszugehen, der frei von ste-
rischer Hinderung ist. Der Austausch eines Thymins durch ein
Thyminoxetan f�hrte zu keinem nachweisbaren Stabilit�ts-
verlust, was auf ein gut gestapeltes und intaktes Thyminox-
etan-Adenin-Paar ohne wesentliche St(rung hinweist.[15]

Obwohl das Thyminoxetan f�r die Oligomersynthese als
Racemat eingesetzt wurde, ergaben die in den Paarungs-
komplex 5·8 eingebauten Enantiomere weder unterschiedli-
che UV- noch unterschiedliche CD-Schmelzkurven.

Die Elektronentransfer-Untersuchungen am Duplex aus
PNA 5 und komplement�rer DNA 8 erfolgten in einem
Fluoreszenzspektrometer nach Reduktion mit Natriumdi-
thionit und Bestrahlung bei 430 nm (20 nm Bandweite).[16]

Der Verlauf der Reaktion wurde HPLC-analytisch durch
Entnahme von Proben (jeweils 2.5% des Gesamtvolumens)
bis zu einem Umsatz von 85 % verfolgt. Das gebildete Pho-
toprodukt hatte die gleiche HPLC-Retentionszeit wie das
Oligomer 6. Die Konzentration von Oxetan-PNA 5 verrin-
gerte sich streng lichtabh�ngig und folgte dabei einer Kinetik
erster Ordnung (Abbildung 1). Aus der Halbwertszeit von
(59� 3) min wurde nach Kalibrierung des Fluoreszenzspek-
trometers mittels Eisenoxalat-Aktinometrie eine Quanten-
ausbeute von 5.3% errechnet.[17] Die ermittelte Quanten-
ausbeute war mit einem Faktor von mehr als 100 deutlich
h(her als die f�r das Flavin/CPD-System �ber die gleiche
Transferdistanz (zwei AT-Basenpaare).[18] Auch in der kine-
tischen Untersuchung wurde keine Diskriminierung der dia-
stereomeren Oligomere beobachtet.

Zum systematischen Studium des Ladungstransfers wurde
eine Serie von f�nf Oligomeren (9–13) mit einer von 6.8 bis
30.6 N variierenden Transferdistanz d zwischen Ladungsdo-
nor und -acceptor synthetisiert (Tabelle 1); 14 fungierte dabei
als Referenzverbindung ohne Oxetaneinheit. Bei der Bildung
von Paarungskomplexen der Oligomere 9–14 mit komple-
ment�rer DNA 15 (5’-G-C-T-A9--3’) wurden (PNA)2DNA-

Tripelstr�nge gebildet, wie durch die Hysterese der beim
Aufheizen und Abk�hlen aufgenommenen temperaturab-
h�ngigen UV-Schmelzkurven belegt wird. Wir gehen von der
Bildung der gew(hnlichen P-Form-Tripelhelix aus,[19] bei der
ein PNA-Strang antiparallel zum DNA-Strang im Watson-
Crick-Paarungsmodus vorliegt, w�hrend der zweite PNA-
Strang parallel zum DNA-Strang �ber die Hoogsteen-Seite
paart, denn nur so wird die antiparallele Anordnung der
PNA-Str�nge und damit der maximale Abstand der Thymin-
oxetane erreicht (Abbildung 2). Dies ist in Einklang mit der
besonders geringen Tripelstrangstabilisierung von nur 2.5K
f�r den Paarungskomplex 11·15, in dem beide Thyminoxetane
in demselben Basentriplett enthalten sind. Ungeachtet der
Komplikation durch die Bildung von Tripelstr�ngen konnten
bei den CD- und fluoreszenzspektroskopischen Untersu-
chungen sowie der temperaturabh�ngigen UV-Spektroskopie
die erwarteten Befunde best�tigt werden. Basierend auf ka-

Tabelle 1: Vergleich der PNA-Oligomere 5–14 im Hinblick auf das UV-Schmelzverhalten, kinetische Parameter und HPLC-Retentionszeiten ihrer
Paarungskomplexe mit DNA 8 und 15.[a]

Sequenz DNA Tm1 Hyst. Tm2 t1/2 [min] F [%] tR [min]

Ac-Flavin-t2-Ox-t2-g2-c-g2-c-K2-G-NH2 (5) 8 73 8C 1.5K 71.5 8C 59�3 5.3 16.04
Ac-Flavin-t5-g2-c-g2-c-K2-NH2 (6) 8 73 8C 0K 73 8C – – 13.60
Uro-t5-g2-c-g2-c-K2-NH2 (7) 8 70.58C 0K 70.5 8C – – 12.32
Ac-Flavin-t-Ox-t7-a-g-c-K2-G-NH2 (9) 15 72 8C 9K 63 8C 82.5�4 3.8 16.54
Ac-Flavin-t2-Ox-t6-a-g-c-K2-G-NH2 (10) 15 62 8C 5K 57 8C 129�6 2.4 16.37
Ac-Flavin-t4-Ox-t4-a-g-c-K2-G-NH2 (11) 15 60 8C 2.5K 57.5 8C 266�13 1.2 16.32
Ac-Flavin-t6-Ox-t2-a-g-c-K2-G-NH2 (12) 15 60 8C 5K 55 8C 277�14 1.1 15.96
Ac-Flavin-t8-Ox-a-g-c-K2-G-NH2 (13) 15 73 8C 14K 59 8C 192�10 1.6 15.56
Ac-Flavin-t9-a-g-c-K2-G-NH2 (14) 15 89 8C 18K 71 8C – – 14.05

[a] Ox=Thyminoxetan, Ac=Acyl, Uro=N=C[N(CH3)2]2 ; Tm1=UV-Schmelztemperatur (Aufheizen), Hyst.=Tm1�Tm2 (Hysterese); Tm2=UV-
Schmelztemperatur (Abk"hlen); 3 mm PNA plus 3 mm komplement,re DNA 8 (5’-G-C2-G-C2-A5-3’) oder 15 (5’-G-C-T-A9-3’) in 10 mm NaH2PO4-Puffer,
0.1m NaCl, pH 6.9; t1/2=Halbwertszeit im Dberschusselektronentransfer; F=Quantenausbeute des Dberschusselektronentransfers; tR=Retenti-
onszeit der analytischen RP-HPLC (Vydac 25 cm, C-4, 5!40% B in 20 min, B=Acetonitril/Wasser 8:2 + 1% Trifluoressigs,ure (TFA), A=Wasser +
1% TFA); K=Lysin, G=Glycin.

Abbildung 1. Kinetische Analyse des Dberschusselektronentransfers
erster Ordnung aus den HPLC-Daten aller PNA-Oligomere: 9 mm PNA
5 plus 15 mm komplement,re DNA 8 (5’-G-C2-G-C2-A5–3’) oder 9 mm
PNA 9–13 plus je 15 mm komplement,re DNA 15 (5’-G-C-T-A9-3’), stets
in 10 mm NaH2PO4-Puffer, 0.1m NaCl, pH 6.9. t=Belichtungszeit; Be-
lichtung unter reduzierenden Bedingungen wie im Text beschrieben.
Die Fehler wurden aus dem HPLC-Signal/Rausch-Verh,ltnis auf 5%
gesch,tzt.
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lorimetrischen Daten wurde f�r die Doppelstr�nge aus den
PNAs 9–13 mit der komplement�ren DNA 15 eine
Schmelztemperatur von 59 8C berechnet,[20] in Einklang mit
den experimentell bestimmten Schmelztemperaturen Tm2.

Die Experimente zum 2berschusselektronentransfer er-
folgten wie oben beschrieben unter reduzierenden Bedin-
gungen. Die kinetische Analyse nach HPLC-Trennung ergab
einen bemerkenswerten Trend der Quantenausbeute mit
einer schwachen Abnahme bei 8.8–17 N und einem leichten
Anstieg bei 17–30.6 N (Abbildung 3). Die Abnahme der
Quantenausbeute mit einem exponentiellen D�mpfungsko-
effizienten von 0.11 N�1 erfordert den Transfer �ber einen
Hopping-Mechanismus und ist in Einklang mit Literaturda-
ten.[2, 4] Was den leichten Anstieg bei Transferdistanzen
oberhalb 17 N betrifft, vermuten wir die Beteiligung eines
Ladungstransfers vom Flavin des gegen�berliegenden PNA-
Stranges, da f�r große Transferdistanzen beide Thyminox-
etane jeweils in die N�he des Flavins des gegen�berliegenden
Stranges gelangen; somit wird der Interstrang-Transfer do-
minierend.

F�r den Erhalt einer korrigierten Quantenausbeute Fkorr. ,
die nur den Intrastrang-Transfer enth�lt, wurde der Anteil des
Interstrang-Transfers mathematisch aus der beobachteten
Quantenausbeute F eliminiert. Dazu wurden die Bildung der
P-Form-Tripelhelix und ein Ladungstransfer �ber Hopping
angenommen (siehe Hintergrundinformationen).[21] Die

Auftragung der korrigierten Quantenausbeute ergab einen
exponentiellen D�mpfungskoeffizienten von 0.16 N�1 und
einen Proportionalit�tsfaktor h= 2.1, die wie in der Literatur
beschrieben beide in Einklang mit der schwachen Distanz-
abh�ngigkeit des Ladungstransfers �ber Hopping-Mechanis-
mus sind (Abbildung 4).[2, 4]

Die Synthese von Thyminoxetan/Flavin-funktionalisierter
N-(2-Aminoethyl)glycin-PNA wurde mithilfe der Fmoc/
Bhoc-Strategie unter Ber�cksichtigung der hohen S�urelabi-
lit�t des Oxetans erreicht. Es stellte sich heraus, dass sich das
Thyminoxetan ohne große St(rung des umgebenden Basen-
stapels einbauen l�sst. Der photoinduzierte 2berschusselek-
tronentransfer wurde per HPLC analysiert; er verlief mit
bemerkenswert hoher Quantenausbeute, in 2bereinstim-
mung mit der g�nstigen Energiebilanz und der hohen Cyclo-

Abbildung 2. Angenommene Orientierung aller Str,nge, wie sie typisch
f"r die (PNA)2DNA-Tripelhelix in der P-Form ist; die Stellen, an denen
Thyminoxetane eingef"hrt wurden, sind durch die Formelnummer des
jeweiligen Oligomers gekennzeichnet; die Richtung des Intra- und In-
terstrang-Transfers wurde durch unterschiedliche Pfeile (gerade und
gebogen) hervorgehoben.

Abbildung 3. Distanzabh,ngigkeit des Elektronentransfers f"r PNA 9–
13 + DNA 15. Die Quantenausbeuten F wurden aus den Halbwerts-
zeiten t1/2 bestimmt (siehe Hintergrundinformationen); d=Transfer-
distanz; Belichtung bei 430 nm nach Paarung mit komplement,rer
DNA 15 und Reduktion mit Natriumdithionit; PNA-Konzentration ca.
9 mm in 10 mm NaH2PO4-Puffer, 0.10m NaCl, pH 6.9. Einschub:
N=Zahl der Transferschritte.

Abbildung 4. Distanzabh,ngigkeit des Intrastrang-Transfers f"r die
Paarungskomplexe aus PNA 9–13 und DNA 15 nach Korrektur der
Quantenausbeute F (siehe Hintergrundinformationen); d= Intra-
strang-Transferdistanz; Fkorr.=korrigierte Quantenausbeute. Einschub:
N=Zahl der Intrastrang-Transferschritte.
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reversionsgeschwindigkeit von Thyminoxetan. Die systema-
tische Untersuchung der Distanzabh�ngigkeit des 2ber-
schusselektronentransfers in einer Serie von Oligomeren
wurde zwar durch Tripelstrangbildung erschwert, zeigte aber
dennoch die typische, schwache Distanzabh�ngigkeit des
Hopping-Mechanismus �ber 30 N. Aus diesen Befunden
schließen wir, dass sich Thyminoxetane gut zum chemischen
Nachweis des 2berschusselektronentransfers im Hinblick auf
Sequenz- und Richtungsabh�ngigkeit eignen. Eine zus�tzli-
che Perspektive bietet der Einsatz zeitaufgel(ster Spektro-
skopie an dem freigesetzten Benzaldehydradikalanion 2, um
so die Geschwindigkeiten des weitreichenden 2berschuss-
elektronentransfers zu bestimmen.[22]
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