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Lichtinduzierte Transkription mit voriibergehend
fehlgepaarten Oligonucleotiden**

Lenz Krock und Alexander Heckel*

DNA und RNA sind in der Natur verantwortlich fiir die
Speicherung und den Fluss von Information. Dariiber hinaus
gibt es fiir DNA und RNA und besonders fiir ihre Derivate
und Analoga eine ganze Reihe von Anwendungsméglichkei-
ten, z.B. die Regulation der Genexpression (RNA-Interfe-
renz,'* microRNA,™ | Riboswitches“,'” Antisense-Strate-
gie,l'! DNAzyme!'!), die Modulation der Funktion von
Proteinen (Aptamere,'! , DNA/RNA decoys“!'#)), fiir mole-
kulare Diagnostik (Microarrays!'"") oder als strukturgebendes
oder funktionelles Baumaterial fiir Nanoarchitekturen.' In
all diesen Anwendungen kommt den Nucleobasen die zen-
trale Rolle zu. Mit dem Ziel einer rdumlichen und zeitlichen
Kontrolle der jeweils ausgeiibten Funktion untersuchen wir
Wege zur voriibergehenden Blockierung der Watson-Crick-
Paarungseigenschaften der Nucleobasen. Da die Bestrahlung
mit Licht ein orthogonaler Auslosemechanismus ist, bietet die
Verwendung photolabiler ,,Schutz“-Gruppen eine ideale
Losung fiir diese Aufgabenstellung. So wiare z.B. die Regu-
lation der Genexpression mit Licht ein wertvolles Hilfsmittel
fiir die Analyse der Funktion von Proteinen. Das voriiberge-
hende Inaktivieren einer biologisch aktiven Verbindung
durch photolabile Schutzgruppen ist eine Vorgehensweise,
die ,,caging* genannt wird. Es wurden z.B. bereits photoak-
tivierbare (,,caged”) Neurotransmitter oder Ca**-Komplex-
bildner hergestellt und studiert.”) Ebenso wurde ATP mit
einem photolabilen 1-(2-Nitrophenyl)ethyl-Rest in einer Pio-
nierarbeit voriibergehend inaktiviert und fiir Untersuchungen
der Na/K-Pumpe in Membranpriparationen verwendet.”!

Wir berichten hier iiber die Herstellung von photoakti-
vierbaren (,,caged“) Thymidinphosphoramiditen und ihre
Verwendung fiir die Induktion der Transkription mit Licht.
Photolabile Gruppen wurden bereits als temporire Schutz-
gruppen in der Oligonucleotid-Synthese verwendet;* zudem
konnen photolabile Schutzgruppen an der 2'-Position in RNA
die Funktion von Ribozymen inhibieren,** verhindern aber
nicht die Watson-Crick-Basenpaarung. Des Weiteren wurden
Nucleosidanaloga und -derivate hergestellt, die bei Bestrah-
lung zu Strangbriichen fiihren.
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Angewandte

Als Position fiir das Anbringen der photolabilen Gruppe
(,,caging group“) wurde die exocyclische O4-Position in
Thymidin gewéhlt (Schema 1). O4-substituierte Derivate
von Thymidin sind iiber die Reaktion der geeignet geschiitz-
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Schema 1. Synthese der geschiitzten photoaktivierbaren Phosphorami-
dite 3a-e; photoaktivierbare Nucleoside T;_,. Reaktionsbedingungen:
a) 1. iPr,CH,SO,Cl, DMAP, Et;N; 2. jeweiliger Alkohol, Et;N; b) NH,/
MeOH (quant.); c) DMTrCI, Pyridin; d) CEOP(CI)NiPr,, DIEA.
DMAP = N,N-Dimethyl-4-aminopyridin, DMTr = Dimethoxytrityl,
DIEA = Diisopropylethylamin, CE =2-Cyanethyl, Bn = Benzyl.

ten Vorstufe 1 zunéchst mit Triisopropylbenzolsulfonylchlo-
rid und dann mit dem jeweiligen Alkohol der photolabilen
Gruppe (2a-e) einfach zugénglich. Als photolabile Gruppen
wurden die iiblicherweise verwendete 2-Nitrobenzyl-Gruppe
und ihr schneller abzuspaltendes a-Methyl-Derivat sowie die
2-Nitrophenethyl-Gruppe und deren o-Methyl-Derivat ge-
wihlt. Letzteres wurde z.B. von Pfleiderer et al.”) verwendet
und bildet bei der Entschiitzung keine Nitrosoverbindung® —
eine Tatsache, die spiter fiir Studien in Zellkultur und in vivo
von Bedeutung sein wird. Das benzylierte Derivat 2e und
seine Folgeprodukte wurden als Kontrollverbindungen, die
nicht durch Licht entschiitzt werden konnen, in diese Studie
aufgenommen. Durch Desacetylierung und DMTr-Schiitzung
der 5'-Position wurden die 3'-OH-freien Intermediate erhal-
ten, die anschlieBend unter Standardbedingungen zu den
Phosphoramiditen 3a—e umgesetzt wurden.

Um die duplexdestabilisierenden Eigenschaften der pho-
toaktivierbaren Monomere T, ,(Schema 1; e¢=caged) zu
testen, wurden sie in 25-mer-Oligonucleotide an den in
Tabelle 1 gezeigten Positionen eingebaut und dann Schmelz-
punktstudien mit dA,s als Gegenstrang durchgefiihrt. Wie
man in Tabelle 1 sieht, fiihrt bereits der Einbau nur eines
photoaktivierbaren Nucleotids zu einer deutlichen Herabset-
zung des Schmelzpunktes (von bis zu 5°C). Dieser Effekt
kann durch den Einbau von mehreren modifizierten Nucle-
otiden verstirkt werden, besonders wenn sie iiber die gesamte
Linge des Oligomers verteilt eingebaut werden. Verzweigte
photolabile Gruppen fiihren gegeniiber ihren unverzweigten
Analoga zu einer etwas stirkeren Duplexdestabilisierung
(man vergleiche z.B. die Eintrdge mit T; und T;). Durch den
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Tabelle 1: Ergebnisse von Schmelzpunktstudien mit den gezeigten
Oligonucleotiden und dA,; als Gegenstrang.?

X SSTTTTIXTTTTT3 5T TTOXTTT g3 5T XTTTXTTTX T3’
T 50.3 (51.1) 473 (46.9) 412 (443)
TO 486 (53.2) 442 (51.1) 323 (51.9)
TC 489 (53.0) 449 (51.7) 34,7 (51.8)
TS 485 (54.0) 445 (52.7) 323 (53.2)
T 33.8 (34.2)

[a] Die Schmelzpunkte sind angegeben in °C, jeweils vor und (in
Klammern) nach Bestrahlung der Proben bei 366 nm fiir 30 min (Fehler
ca. £0.7°C). Mit unmodifiziertem T, wurde ein Schmelzpunkt von 53.8
(54.0) °C gemessen.

Einbau von nur drei modifizierten Nucleotiden konnte eine
maximale Herabsetzung des Schmelzpunkts von 21.5°C er-
reicht werden. In einer zweiten Serie von Experimenten
wurden die Schmelzpunkte nach Bestrahlung iiber 30 min bei
366 nm bestimmt. Wie aus Tabelle 1 ersichtlich, zeigten nur
die Oligonucleotide mit Ty nach der Bestrahlung dieselben
Schmelzpunkte wie die unmodifizierte Kontrollverbindung
(T,s). Diese Ergebnisse legen die Sichtweise einer ,,voriiber-
gehenden Fehlpaarung®“ nahe. Der Einbau des benzylierten
Thymidin-Derivates T, fithrt zu einer Herabsetzung des
Schmelzpunktes, die erwartungsgeméfl auch nach der Be-
strahlung bestehen bleibt.

Als nichstes wurde die Kinetik der Photoentschiitzung
untersucht: 4 nmol jedes Oligonucleotides aus Tabelle 1
wurden bei 366 nm bestrahlt, und die Bildung des entschiitz-
ten T,; wurde mit HPLC verfolgt. Die Entschiitzung der
Oligomere mit dem modifizierten Nucleosid T} erreicht einen
stationédren Zustand, in dem aufler dem gewiinschten, unmo-
difizierten Produkt eine zweite, bisher noch nicht identifi-
zierte Verbindung vorliegt, die bei Bestrahlung nicht weiter-
reagiert (Abbildung 1). Im Fall der Oligomere mit Ty verlief
die Entschiitzung nicht nur schneller, sondern auch innerhalb
der Fehlergrenzen praktisch quantitativ. Die Oligomere mit
T, und T; wurden ebenfalls untersucht: Besonders beim
Vorliegen mehrerer modifizierter Nucleotide in einem Oli-
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Abbildung 1. Freigesetzte Menge an unmodifiziertem Oligonucleotid
bei Bestrahlung (366 nm). Bei jedem Experiment wurden 4 nmol an
modifiziertem Oligonucleotid verwendet, und die Produktbildung
wurde mit HPLC verfolgt.
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gomer verlief die Entschiitzung sehr langsam und in schlech-
ten Ausbeuten. Von den modifizierten Nucleotiden fiihrte Ty
zur stiarksten Duplexdestabilisierung und lie3 sich beim
Entschiitzen am leichtesten entfernen.

Um die Anwendbarkeit von photoaktivierbaren Nucle-
otiden in biologischen Systemen zu demonstrieren, wollten
wir voriibergehend eine Transkriptionsreaktion blockieren
(Abbildung 2). Hierfiir verwendeten wir einen Gegenstrang
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Abbildung 2. Relative Mengen an gebildetem Transkriptionsprodukt
nach 1 h — mit oder ohne Bestrahlung (1 h, 366 nm) vor dem Start der
Transkription durch Zugabe der T7-RNA-Polymerase.

mit 68 Nucleotiden mit einem T7-Promotor als Transkripti-
onstemplat. Der Bereich des T7-Promotors wurde mit den
kiirzeren Oligonucleotiden S;-S4 zum Doppelstrang ergénzt,
um der T7-RNA-Polymerase ein Erkennen der Promotorre-
gion zu erméglichen. Die Menge an gebildetem Transkripti-
onsprodukt nach einstiindiger Inkubation wurde mit Autora-
diographie bestimmt (a-*P-GTP wurde zur internen Markie-
rung verwendet). Die drei Oligonucleotide S,, S; und S,
enthielten jeweils drei, zwei bzw. ein modifizierte(s) Nucle-
otid(e) in der Region des T7-Promotors. Anders als bei
Verwendung des unmodifizierten Kontrolloligonucleotids S,
findet mit den modifizierten Oligonucleotiden keine Tran-
skription statt. Dies ist nicht darauf zuriickzufiihren, dass die
Oligonucleotide unter den Versuchsbedingungen einzelstrén-
gig vorliegen, da z.B. S; und der Gegenstrang im Transkrip-
tionspuffer einen Schmelzpunkt von 72.0°C aufweisen. Der
Grund muss eher eine durch die photolabilen Gruppen
verursachte starke lokale Storung der Duplexstruktur sein,
die verhindert, dass die RNA-Polymerase die Promotorregi-
on erkennt.”) Nach der Bestrahlung der jeweiligen Proben
(vor der Zugabe der T7-RNA-Polymerase) wurde in allen
Fillen dieselbe Menge an Transkriptionsprodukt gebildet wie
bei Verwendung des unmodifizierten Oligomers S;. Ein Start
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der Transkription erfolgte auch durch die nachtréigliche
Bestrahlung der Proben mit den intakten modifizierten
Oligomeren und T7-RNA-Polymerase, in denen sich wiahrend
der ersten Stunde — wie gezeigt — kein Transkriptionsprodukt
gebildet hatte. Die kiirzeren Oligomere S5 und S4 verhielten
sich in diesen Experimenten analog.'”! Die Ergebnisse in
Abbildung 2 zeigen allerdings, dass zum Verhindern der
Transkription keine Destabilisierung des Doppelstrangs auf
voller Liange notig ist, sondern dass der Einbau von ein bis
zwei photoaktivierbaren Nucleotiden an der richtigen Stelle
vollkommen ausreicht.

Andere Arbeitsgruppen haben ebenfalls die Moglichkeit
der Regulation von Genexpression mit Licht studiert,'!
jedoch wurden hier ganze Plasmide oder mRNA-Striange
unter benzylierenden Bedingungen modifiziert, wobei die
photolabilen Gruppen vermutlich hauptséchlich an den Phos-
phatgruppen des Riickgrates zu liegen kommen. Anders als
bei der hier vorgestellten Strategie fithrt dies nicht zu
wohldefinierten Produkten, sondern eher zu einer statisti-
schen Verteilung der Positionen der Modifikationen, und es
werden mehr Modifikationen eingefiihrt als notig. In beiden
Untersuchungen konnte die volle Transkriptionsaktivitit
durch Belichten nicht wiederhergestellt werden.

Wir konnten zeigen, dass photoaktivierbare Thymidin-
Monomere dazu verwendet werden konnen, iiber ,,voriiber-
gehende Fehlpaarungen® eine Funktion wie in diesem Fall die
Transkription zu inhibieren. Uber ihre leicht zuginglichen
Phosphoramidite 3a—e konnen sie gezielt an jeder gewiinsch-
ten Stelle in Oligomere eingebaut werden. Durch langwelli-
ges UV-Licht (366 nm) konnten die Oligonucleotide mit dem
modifizierten Ty relativ schnell, mit hohen Ausbeuten und
ohne die Bildung von Nitrosoverbindungen entschiitzt
werden. Ein oder zwei photoaktivierbare Nucleotide an der
richtigen Stelle konnen vollkommen ausreichen, um eine
Funktion vollstédndig zu inhibieren.
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