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Nucleinsaurebinder, die durch Licht wahlbarer Wellenliinge aktiviert

werden konnen**
Alexandru Rotaru und Andriy Mokhir*

In der Zelle binden Oligonucleotide und deren Analoga so an
natiirliche RNA, dass — in einigen Féllen — eine RNAse-H-
katalysierte Spaltung folgt. Dieser Prozess (,,antisense
effect”) beeinflusst die Genexpression, z.B. durch Inhibie-
rung der mRNA-Reifung oder -Translation. Ein alternativer
indirekter Mechanismus sieht die Bindung und Blockierung
von MikroRNAs vor, die natiirliche Regulatoren der Gen-
expression sind.'! Antisense-Oligonucleotide werden in der
Biologie zur Bestimmung von Genfunktionen und in der
Medizin zur Unterdriickung von Krankheitsgenen verwendet.

Photoaktivierbare (,,caged*) Oligonucleotide sind che-
misch modifizierte Verbindungen, die RNA nur méBig
binden, bis sie durch Licht aktiviert werden.” Sie kénnen zur
ortlichen oder zeitlichen Photoregulation der Genexpression
angewendet werden. Uber viele Syntheseansitze fiir photo-
aktivierbare Antisense-DNAs wurde bereits berichtet.””! Ko-
miyama und Mitarbeiter bauten beispielsweise einige nicht-
natiirliche Fragmente mit trans-Azobenzol-Einheiten mitten
in DNA-Striinge ein.”! Diese Konjugate binden fest an An-
tisense-DNAs und desaktivieren diese. Bei Bestrahlung mit
UV-Licht isomerisieren die trans-Azobenzol-Gruppen zu den
Duplex-destabilisierenden cis-Derivaten; daraus resultiert
die Freisetzung und Reaktivierung der Antisense-DNAs.
Tang und Dmochowski ersetzten ein Nucleotid in der Schleife
einer Haarnadel-DNA durch einen Carbamat-Linker. Diese
photoaktivierbare DNA fordert die RNAse-H-katalysierte
Hydrolyse komplementdrer RNAs erst, wenn der Linker
durch UV-Licht gespalten wird.l"! Kiirzlich wurde iiber wei-
tere Riickgrat-Modifikationen berichtet, die durch UV-Licht
zu spalten sind.”) Photoaktivierbare DNAs wurden auch
durch Modifizieren der Phosphodiestergruppen® und Nu-
cleobasen™ erhalten.

Die Photoaktivierung von Antisense-DNAs in Zellen
gelang bisher nicht, doch biologische Effekte fiir entspre-
chende mRNAs, Plasmide und siRNAs (small interfering
RNAs ) konnten bereits nachgewiesen werden. Beispielsweise
findet bei mRNA-codiertem Gfp, das mit 6-Brom-7-hydro-
xycumarinen konjugiert ist, bei Zebrafischembryos im Dun-
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keln eine schwache Translation statt. Bei Anregung durch
Licht (350-365 nm) werden die chemischen Modifikationen
abgespalten, und die natiirliche mRNA wird gebildet. Die
Translation der resultierenden mRNA ist deutlich stirker
ausgeprdgt, was durch erhohte Gfp-Konzentrationen ver-
deutlicht wird.”" In einer weiteren Untersuchung wurde
Plasmid-codiertes Gfp mit (4,5-Dimethoxy-2-nitrophenyl)di-
azomethan modifiziert. Das photoaktivierbare Plasmid zeigt
im Dunkeln 25.8 % der Expression des natiirlichen Plasmids
in HeLa-Zellen. Durch Bestrahlung mit Licht (355 nm)
erhoht sich die Expression um 50% gegeniiber der Kon-
trollsubstanz.® Friedman und Mitarbeiter nutzten eine hn-
liche Strategie, um photoaktivierbare siRNA zu erhalten.! In
praktisch allen bekannten Beispielen dient UV-Licht zur
Aktivierung,? doch Licht dieser Wellenlinge wird durch
Zellkomponenten stark absorbiert und schidigt die Zellen.!'”
UV-Licht selbst kann die Genexpression beeinflussen: Ha-
selton und Mitarbeiter haben herausgefunden, dass UV-Licht
(>0.5Jcm™) die Expression von pEGFP-C1-Plasmiden in
HeLa-Zellen inhibiert.®! Dies schrinkt die Anwendungs-
moglichkeiten von photoaktivierbaren Antisense-Reagentien
ein.

Hier beschreiben wir DNAs, die durch Licht eines frei
wiahlbaren Wellenldngenbereichs aktiviert werden konnen,
Rotlicht eingeschlossen. Rotlicht ist deutlich weniger schid-
lich als UV-Licht und kann tief in Gewebe eindringen.!'!
Unser Konzept der photoaktivierbaren Oligonucleotide ist in
Schema 1 dargestellt.

Die photoaktivierbare DNA I bindet nicht an einstriangige
Nucleinséduren, die zu ihrer Erkennungssequenz (grau) kom-
plementir sind, da letztere durch einen kurzen DNA-Strang
(schwarz) blockiert ist. Die Schleife von I enthilt eine elek-
tronenreiche C=C-Bindung. Bei der Einstrahlung von Licht
in Gegenwart eines Photosensibilisators (PS) wird Singulett-
Sauerstoff ('O,) gebildet,'” der die Spaltung der C=C-Bin-
dung induziert und so zur Bildung des intermolekularen
DNA-Duplex II'I fithrt. Dieser Duplex ist wesentlich we-
niger stabil als die anfangs vorliegende Haarnadelstruktur.
Der Strang II kann gegen komplementire DNA (oder RNA)
ausgetauscht werden; dabei bildet sich iiber die gesamte
Lange der Duplex III'ic DNA (bzw. III'c_RNA). Folglich
wird der Hybridisierungsprozess durch Licht ausgel0st.

Zur Modifizierung wéhlten wir die SCH=CHS-Gruppe,
da Breslow und Mitarbeiter berichtet hatten, dass die C=C-
Bindung in diesem Fragment durch Singulett-Sauerstoff in
wissriger Losung schnell und glatt gespalten wird.['*!

Die SCH=CHS enthaltende DNA (I, Schema 2) wurde
durch Standardfestphasensynthese hergestellt. Bis auf das
Phosphoramidit 3, das in einer dreistufigen Synthese erhalten
wurde, waren alle Ausgangsmaterialien kauflich zu erwerben.
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Schema 1. Das Konzept eines Antisense-Reagens (1), das durch Licht
einer beliebigen Wellenlinge aktiviert werden kann. PS — Photosensibi-
lisator; c_DNA — zur grauen Sequenz von | komplementare DNA;
c_RNA — zur grauen Sequenz von | komplementire RNA; X — Elektro-
nendonorgruppe oder -atom (z.B. S); hv — Licht, das durch PS absor-
biert wird.
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I: DNA'= TGTGA, DNA"= TTTCACAACCTCCA; |
I-E: DNA'= TGTGA, DNA"= T*(E)TTCACAACCTCCA; |
c_DNA: 3-TGTTGGAGGT~TAMRA; —\

¢_RNA: 3-UGUUGGAGGU~TAMRA; S S
r_DNA: TTTCACAACCTCCA

Schema 2. Synthese der photoaktivierbaren DNA I: a) cis-1,2-Dichlor-
ethen, NaOH, b) DMTr-Cl, NEt,;, DMAP, c) NC(CH,),OP(Cl)NiPr,,
Tetrazol, d) automatische DNA-Synthese. T* ist ein modifiziertes T: 2'-
Desoxyuridin mit einem 10-Amino-3-oxo-4-azadecen-1-yl-Rest in der 5-
Position; in T*(E) sind die Aminogruppen an Eosin konjugiert.

DMAP = 4-(Dimethylamino) pyridin; DMTr-Cl = 4,4"-Dimethoxytritylchlo-
rid; TAMRA =5-/6-Carboxytetramethylrhodamin.

Unter Standardbedingungen der DNA-Synthese betrug die
Kupplungseffizienz tiber 95 %.

Als erstes wurde Eosin als PS getestet (4., ~ 525 nm in
luftgesattigter wissriger Losung von MOPS (3-Morpholino-
propansulfonsiure), pH 7). Durch Bestrahlung mit griinem
Licht wird der angeregte Triplett-Zustand von Eosin besetzt,
der unter Energietransfer auf Triplett-Sauerstoff in den
Grundzustand zuriickkehrt.™ Die Bildung von Singulett-
Sauerstoff ('0,) wurde anhand des Zerfalls des Sauerstoff-
Abfangreagens 1,3-Diphenylisobenzofuran verfolgt (Abnah-
me der Absorption bei 415 nm)."! In Gegenwart der DNA T
reagierte dieser Singulett-Sauerstoff mit der C=C-Bindung in
der DNA-Schleife zum [2+2]-Additionsprodukt. Diese
Verbindung wurde dann in zwei Fragmente gespalten, die
endstdndige Thioestergruppen enthalten: DNA’~SC(=0O)H
und DNA"~SC(=O)H. In wissriger Losung wurden die
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Thioester zum Teil zu DNA’~SH (II) bzw. DNA" ~ SH (III)
hydrolysiert. Die Thiol-DNAs wurden unter Bildung un-
symmetrischer Disulfidle (DNA’'~S—S~DNA") oxidiert;
symmetrische Disulfide wurden nicht erhalten. Dies weist
darauf hin, dass eine Vororganisation der SH-Gruppen im
Duplex II'I, der aus der Spaltung von DNA I resultiert, fiir
die Disulfidbildung erforderlich ist. DNA'~S—S ~ DNA" wird
selbst dann gebildet, wenn ein zweifacher Uberschuss an
¢_DNA vorhanden ist. Offensichtlich verlduft die Oxidation
deutlich schneller als die Duplexdissoziation. Sowohl die
Disulfid-DNA als auch SC(=0O)H enthaltende DNAs konnen
mit 10 mm Dithiothreitol (DTT) in HS~DNAs iiberfiihrt
werden (Abbildung 1). Eine geringe Menge Nebenprodukt

| [M+16-H]-
[M-HI
—— "\ " A~ Sk
[M-2H]*
b—l—- l v .
2000 4000 6000 miz

Abbildung 1. MALDI-TOF-Massenspektren von DNA I (5 um) in
NH,OAc-Puffer (100 mm, pH 7) mit 1 Aquiv. Eosin. Unten: Spektrum
einer Losung, die 90 min im Dunkeln gelagert wurde; oben: Spektrum
einer Lésung, die 90 min mit griinem Licht bestrahlt wurde (15-W-Ha-
logenlampe mit Griinlichtfilter). Anschlieend wurden beide Lésungen
24 h mit DTT (10 mm) behandelt, um Thioester und Disulfide in
Thiole zu tberfithren. [M] — Molekiilpeak von DNA I; die DNAs Il und
Il sind Fragmente aus der Spaltung von | (siehe Schema 1).

mit [M +16] (M entspricht der Molekiilmasse von DNA I)
resultiert ebenfalls aus der Spaltung. Dieses Produkt ist un-
empfindlich gegen DTT und wird nur mit DNAs gebildet, die
SCH=CHS-Fragmente enthalten. Wir vermuten, dass es sich
um ein Sulfoxid handelt, das durch Sauerstoffaddition an
eines der Schwefelatome von SCH=CHS entsteht. Der Sau-
erstoff konnte aus Peroxospezies stammen, die bei der Re-
aktion von Singulett-Sauerstoff mit reduzierenden Substan-
zen, z. B. Wasser, gebildet werden.

Die C=C-Bindung in DNA I wird ebenso gespalten, wenn
Chlorin-e6 (A, 410 und 650 nm) anstelle von Eosin und
Rotlicht anstelle von griinem Licht verwendet wird. Dies
deutet darauf hin, dass die Spaltung nicht vom PS und von der
Wellenlinge abhiingt, sondern mit der Bildung von 'O, kor-
reliert. Durch Anderungen des PS konnte das Systems schnell
fiir spezielle Anwendungen angepasst werden, die Modifi-
zierungsmoglichkeiten fiir die bekannten photoaktivierbaren
Oligonucleotide sind hingegen eher begrenzt.”’)

In der Zelle liegen Thiole in hohen Konzentrationen vor.
Sie sind wichtige Antioxidantien, die unter anderem Singu-
lett-Sauerstoff abfangen konnen. Um die Bedingungen in
einer Zelle nachzuahmen, haben wir der Reaktionslosung
groBe Mengen DTT (10 mMm) zugegeben. Die Spaltung von
DNA I wurde unter diesen Bedingungen nicht vollstindig
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inhibiert (Tabelle 1). AuBerdem wurde die Bildung von Di-
sulfiden und Thioestern unterdriickt und folglich die Aus-
beute an den SH-haltigen Fragmenten II und III erhoht.

Tabelle 1: HPLC-Analyse der Spaltung photoaktivierbarer DNAs.

Nr. Reaktionsmischung® DNA-Spaltung [%]"!
im Dunkeln bei Bestrahlung
1 DNA I, Eosin 8 92
2 DNA I, Eosin, DTT 11 46
3 DNA I, Chlorin-e6 9 67
4 DNA I, Chlorin-e6, DTT 2 28
5 DNA I-E, DTT 7 91

[a] [DNA]=5 pm; [PS]=5 pum; NH,OAc-Puffer 100 mm, pH 7. Die
Proben 1-4 wurden 90 min bestrahlt, Probe 5 hingegen 150 min; nach
der Bestrahlung wurden Probe 1 und 3 fiir 24 h mit DTT (10 mm) be-
handelt. [b] 1009 [II]/[DNA],o.

Dies deutet darauf hin, dass I in Zellen moglicherweise
durch Licht aktiviert werden kann. Allerdings wurde auch
eine Konkurrenzreaktion, die Bildung des Produkts [M + 16],
in DTT-haltigem Puffer wesentlich beschleunigt. Das stimmt
mit unserer Identifizierung dieser Verbindung iiberein. Vor
allem bei hohen DTT-Konzentrationen und entsprechend
stirker reduzierenden Bedingungen kann 'O, leichter unter
Bildung von Peroxospezies abgefangen werden, und die
Ausbeute an Sulfoxid sollte steigen.

Obwohl DNA (Desoxyribose, Nucleobasen) in der Lage
ist, mit Singulett-Sauerstoff oder dessen Abbauprodukten zu
reagieren, beobachteten wir unter unseren Reaktionsbedin-
gungen keinerlei unspezifische DNA-Modifikationen oder
-Spaltungen.

Die Sequenz der DNA I wurde so gewéhlt, dass diese in
wissriger Losung spontan in die Haarnadel-Konformation
tibergeht (Schema 1). Diese Haarnadel-DNA bindet schlecht
an komplementire einstringige Nucleinsduren. In gepuffer-
ter wéssriger Losung bei pH 7 liegen nur ca. 40 % der DNA 1
in hybridisierter Form mit ¢ DNA vor (Spur 2 und 4 in Ab-
bildung 2). Unter denselben Bedingungen binden 100 % des
DNA-Kontrollstrangs r_ DNA an ¢ DNA (Spur 5). Bei Be-
strahlung der DNA I und anschlieBender Behandlung mit
DTTwerden 67 % (Chlorin-e6) oder 92 % (Eosin) der DNA I
zu den DNAs II und III umgesetzt. Letztere bildet mit
¢_DNA einen stabilen Duplex, was durch die Elektrophore-
sedaten belegt wird (Abbildung 2).

1 2

34 56

Abbildung 2. Gelelektrophorese unter nativen Bedingungen. In allen
Spuren: c_DNA (4 um), Acetatpuffer (10 mm), pH 7, DTT (7 mm),
NaCl (1 ™). Spur 1: DNA I (5 pm), Eosin (1 Aquiv.), griines Licht
(90 min) — Spur 2: wie 1, aber ohne Licht — Spur 3: DNA | (5 um);
Chlorin-e6 (1 Aquiv.), Rotlicht (90 min) — Spur 4: wie 3, aber ohne
Licht — Spur 5: r_DNA (Positivkontrolle) — Spur 6: ohne DNA oder
RNA aufler c_DNA (Negativkontrolle). Vor der Analyse wurden die
Lésungen 24 h mit DTT (10 mm) behandelt.
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Die biologischen Zielstrukturen von Antisense-Reagen-
tien sind natiirliche RNAs. Daher wurden die gleichen Ex-
perimente mit komplementirer RNA (¢c_RNA) durchge-
fuhrt. Wie bereits mit der DNA-Zielstruktur konnte die
Bindung der DNA I an die ¢. RNA durch Bestrahlung mit
grilnem (PS = Eosin) oder mit rotem Licht (PS = Chlorin-e6)
ausgelost werden. Bei der Reaktion in DTT-haltigem Puffer
sinkt die Ausbeute von DNA III und II auf die Halfte (Ta-
belle 1). Als Nebenprodukt wird hauptsichlich das Sulfoxid
der DNA I ([M + 16]) gebildet. Wie DNA I bindet auch das
Sulfoxid nur méaBig fest an einstréngige Nucleinsduren. Um
die Effizienz der Aktivierung von DNA I unter physiologi-
schen Bedingungen zu erhohen, wurde ein Analogon syn-
thetisiert, das in der Ndhe der SCH=CHS-Gruppe einen ko-
valent an die DNA gebundenen PS enthilt (DNA I-E). Diese
Verbindung wurde wie DNA I synthetisiert, nur dass der
aminomodifizierte Rest C6dT (Glen Research) anstelle von
T1 in die DNA” eingefiihrt wurde und die so erhaltene ami-
nomodifizierte DNA mit Eosinisothiocyanat konjugiert war
(Schema 2)." Die DNA I-E wurde auch in DTT-haltigem
Puffer durch griines Licht effizient aktiviert. Die Ausbeute
der Photospaltprodukte der DNA I-E betrigt 91%. Diese
beachtliche Verbesserung gegeniiber DNA I kann mit der
raumlichen Nihe der 'O,-erzeugenden Eosin-Gruppe zur
SCH=CHS-Gruppe erklédrt werden. Dies erleichtert die di-
rekte Reaktion von Singulett-Sauerstoff mit der Doppelbin-
dung, wihrend der Abbau von 'O, durch DTT weniger be-
einflusst ist.

Mitochondrien produzieren in Zellen eine Reihe von
Spezies mit aktivem Sauerstoff (ROS), Singulett-Sauerstoff
eingeschlossen. Die ROS-Konzentration in normalen Zellen
wird durch Antioxidantien niedrig gehalten. Dennoch kann
die ortliche Konzentration an 'O, in der Nihe der Mito-
chondrien hoch sein. Dieses Phidnomen kann eine Ursache
der spontanen Aktivierung unserer DNAs im Dunkeln sein.
Laufende Tests mit den photoaktivierbaren DNAs in Zellen
werden zeigen, ob dies ein ernstes Problem darstellt.

Wir haben DNA-Derivate hergestellt, deren Bindungs-
vermogen effizient durch Bestrahlung mit griinem oder rotem
Licht herbeigefiihrt werden kann. Dies ist zunéchst ein all-
gemeiner Ansatz. Im Besonderen sollte es auch méglich sein,
Licht jedes anderen Spektralbereichs fiir die Aktivierung
dieser Nucleinsdurebinder zu nutzen, vorausgesetzt es wird
ein geeigneter Photosensibilisator verwendet. Die Konjuga-
tion mit dem Photosensibilisator verbessert das Verhalten der
photoaktivierbaren DNAs erheblich.

Experimentelles
Die Synthesen von 3 sowie der DNAs I und I_E sind in den Hinter-
grundinformationen beschrieben.
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