
DNA mit Photoschaltern
DOI: 10.1002/ange.201004548

Photokontrolle der PNA-DNA-Hybridisierung**
Thorsten Stafforst* und Donald Hilvert*

Der Einbau photochromer Verbindungen in Oligonukleotide
erm�glicht es, deren Struktur und Funktion unter hoher
r�umlicher und zeitlicher Aufl�sung mit Licht zu schalten.[1]

Photolabile Schutzgruppen wurden bereits vielfach genutzt,
um Oligonukleotide gezielt durch Belichtung freizusetzen.[1c]

In neueren Verfahren wurde die reversible Manipulation der
Hybridisierung durch Modifizierung von Oligonukleotiden
mit einem Photoschalter erreicht, der zwischen zwei geome-
trisch sehr unterschiedlichen Isomeren geschaltet werden
kann.[2, 3] Hier zeigen wir, dass diese Strategie besonders ef-
fizient mit Peptidnukleins�uren (PNAs) gelingt. Der Einbau
eines einzelnen Photoschalters in einen kurzen PNA-Strang
erm�glicht eine exzellente Photokontrolle im Triplexpaa-
rungsmodus und kann zur Kontrolle von Transkription mit
Licht genutzt werden. Solche Verbindungen haben ein be-
achtliches Potenzial f�r Biotechnologie, Diagnostik, Nano-
technologie und Medizin.

PNA ist ein synthetisches Nukleins�ureanalogon, in wel-
chem die kanonischen Nukleobasen �ber ein N-(2-Amino-
ethyl)glycin-R�ckgrat verbunden sind.[4] Trotz des k�nstli-
chen R�ckgrats werden DNA und RNA sequenzspezifisch
�ber die Watson-Crick- oder die Hoogsteen-Bindungsseite
erkannt.[5] Aufgrund der hohen Affinit�t und Sequenzspezi-
fit�t in Kombination mit ihrer guten physiologischen Stabili-
t�t sind PNAs den nat�rlichen Nukleins�uren oft �berlegen,
etwa bei der Steuerung biochemischer Prozesse wie Tran-
skription,[6, 7] Translation,[8] RNA-Spleißen[9] und Telomerase-
aktivit�t.[10] Um solche Prozesse mit Licht zu regulieren,
haben wir den Fmoc-gesch�tzen Azobenzolbaustein 1
(Schema 1) hergestellt, der in PNA-Oligomere eingebaut
werden kann.

Der Baustein 1 wurde in einer einfachen Synthese in drei
Schritten aus kommerziell zug�nglichen Ausgangsstoffen
hergestellt (siehe die Hintergrundinformationen). Seine
photochromen Eigenschaften gleichen denen anderer Azo-
benzolderivate. Im thermischen Gleichgewicht liegt der
Photoschalter zu �ber 90% in der trans-Konfiguration vor.
Die Belichtung bei 360 nm bewirkt die Umwandlung des
trans-Isomers in das cis-Isomer, und im Photogleichgewicht

liegt ein Gehalt an 87% cis-Isomer vor. Die Isomerisierung
kann thermisch oder durch Belichten umgekehrt werden. Bei
425 nm wird eine trans/cis-Mischung von 80:20 erhalten.

Um den Einfluss Azobenzol-modifizierter PNA auf die
Hybridisierung mit Nukleins�uren zu untersuchen, wurde der
Baustein 1 entweder C- oder N-terminal in zwei repr�senta-
tive PNA-Sequenzen eingebaut. W�hrend die cattcatac-Se-
quenz mit komplement�ren einstr�ngigen Nukleins�uren
Duplexe bildet, kann die t7-Sequenz Nukleins�uren im PNA2-
DNA-Modus binden. Wie �blich wurden alle PNAs als C-
terminale Carboxamide hergestellt, am N-Terminus acetyliert
und mit Lysinresten versehen, um ihre Wasserl�slichkeit zu
erh�hen (Tabelle 1). Analoge PNAs ohne den Photoschalter
wurden als Kontrolle verwendet.

PNA-Oligomere wurden per Festphasen-Peptidsynthese
in guten Ausbeuten hergestellt[11] und mithilfe von HPLC
gereinigt. Vor der Hybridisierung wurden die PNA-Derivate
jeweils entweder thermisch (80 8C, 1 h) oder durch Belichtung
(360 nm) mit dem trans- bzw. cis-Isomer angereichert. An-
schließend wurden sie in neutralem Phosphatpuffer zu kom-
plement�rer einstr�ngiger DNA gegeben, und die Komplex-
bildung wurde in Abh�ngigkeit von der Temperatur UV-
spektroskopisch verfolgt. Die Schmelzkurven wiesen einen
einstufigen sigmoidalen Verlauf auf, was die Bestimmung der
thermodynamischen Parameter aus konzentrationsabh�ngi-
gen Schmelztemperaturen (Tm) erm�glichte.[12] Obwohl sich
das cis-Azobenzol beim Erhitzen �ber 80 8C spontan und
beinahe vollst�ndig (> 95%) in das trans-Isomer umwandelt,
so ist es doch ausreichend stabil, um zuverl�ssige Schmelz-
kurven zu erhalten, solange die Tm-Werte unter 60 8C liegen
(die Halbwertszeit des cis-Isomers betr�gt 13.5 h bei 50 8C;
siehe die Hintergrundinformationen).

Schema 1. Der Azobenzol-modifizierte Baustein 1 zum Einbau in PNA.
Durch Bestrahlen kann das Azobenzol zwischen der planaren trans-
und der sperrigeren cis-Form geschaltet werden. Fmoc= Fluorenylme-
thylcarbamat; Pfp = Pentafluorphenyl; SPPS= Festphasen-Peptidsyn-
these.
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Das PNA-Oligomer der Sequenz cattcatac bildet mit dem
DNA-Oligomer 5’-d(CATCGTATGAATGCTAC) einen an-
tiparallelen helicalen Duplex durch Bindung an die komple-
ment�re Paarungsstelle (fett gedruckt). Durch Anf�gen des
Azobenzol-Photoschalters an den N- oder C-Terminus wird
der Duplex um 0.4 bis 1.4 kcal mol�1 stabilisiert (Tabelle 1).
Diese Werte sind vergleichbar mit der Stabilisierung von
Doppelstrang-DNA durch �berh�ngende aromatische
Gruppen wie Benzol (DDG =�0.7 kcalmol�1) und Naph-
thalin (DDG =�1.45 kcalmol�1).[13] In der planaren trans-
Konfiguration stabilisiert der Photoschalter den Duplex um
0.2 bis 0.7 kcal mol�1 besser als in der sperrigeren cis-Konfi-
guration, was aus der besseren Wechselwirkungsf�higkeit mit
dem benachbarten Basenpaar resultiert. Obwohl der Photo-
schalter den Duplex st�rker stabilisiert, wenn er am C-Ter-
minus angebracht ist, so ist die cis-trans-Diskriminierung bei
der Modifikation am N-Terminus ausgepr�gter. �berh�n-
gende Nukleotide haben einen vernachl�ssigbaren Einfluss,
wie durch die nahezu unver�nderten DTm-Werte und Stabi-
lisierungsenergien mit dem verk�rzten DNA-Oligomer 5’-
d(GTATGAATG) belegt ist (siehe die Hintergrundinforma-
tionen).

Die Triplexbildung unterliegt einer wesentlich st�rken
Photokontrolle. In Gegenwart der DNA 5’-d(CGTTAA-
AAAAATTGC) bildet die PNA t7 stabile helikale PNA2-
DNA-Triplexe (Abbildung 1). Durch das Anf�gen von trans-
Azobenzol an die PNA werden solche Triplexe signifikant
stabilisiert (DDG =�2.9 bis�7.5 kcalmol�1), wohingegen das
cis-Isomer nur eine geringe Stabilisierung oder gar eine De-
stabilisierung bewirkt (DDG =�0.8 bis + 0.6 kcalmol�1; Ta-
belle 1). Folglich ist der Paarungskomplex mit dem trans-
Azobenzol am C-Terminus um 6.7 kcalmol�1 stabiler als mit
dem cis-Isomer. Dies bewirkt eine um 13.4 8C h�here
Schmelztemperatur Tm (Abbildung 1). Am N-Terminus ist die
cis-trans-Diskriminierung etwas geringer, jedoch mit DDG =

�3.5 kcal mol�1 noch immer bemerkenswert. Dem kann man

Tabelle 1: Aus den Schmelzkurven abgeleitete Parameter der PNA-DNA-Hybride.[a]

Schmelzparameter Stapelwechselwirkung cis-trans-Diskriminierung
Azb Tm [8C] DG298 [kcal mol�1] DTm [8C] DDG298 [kcalmol�1] DTm [8C] DDG298 [kcalmol�1]

PNA-DNA-Duplex 5’-d(CATCGTATGAATG CTAC)
AcGly-Lys-(cat tca tac)-Lys-GlyNH2 – 40.3 �10.7�0.1 – – – –

AcGly-Lys-(cat tca tacAzb)-Lys-GlyNH2
trans 47.6 �12.1�0.2 7.3 �1.4

2.5 �0.2
cis 45.1 �11.9�0.3 4.8 �1.2

AcGly-Lys-(Azbcat tca tac)-Lys-GlyNH2
trans 46.8 �11.8�0.2 6.5 �1.1

4.2 �0.7
cis 42.6 �11.1�0.2 2.3 �0.4

PNA2-DNA-Triplex 5’-d(CGTTAAAAAAATTGC)
Ac(ttt ttt t)-Lys-Lys-GlyNH2 – 50.8 �22.2�0.2 – – – –

Ac(ttt ttt tAzb)-Lys-Lys-GlyNH2
trans 66.0 �29.7�0.4 15.2 �7.5

13.4 �6.7
cis 52.6 �23.0�0.4 1.8 �0.8

Ac(Azb ttt ttt t)-Lys-Lys-GlyNH2
trans 59.5 �25.1�0.6 8.7 �2.9

7.3 �3.5
cis 52.2 �21.6�0.5 1.4 + 0.6

[a] Die Schmelztemperaturen (Tm) wurden in 10 mm Natriumphosphatpuffer, 100 mm NaCl, pH 7.0 gemessen, mit Oligomerkonzentrationen von
[CATCGTATGAATGCTAC]= 3.0 mm, [PNA]= 3.0 mm f�r duplexbildende PNAs, und [CGTTAAAAAAATTGC]= 3.0 mm, [PNA] = 6.0 mm f�r triplexbil-
dende PNAs; Indices: cis =Photogleichgewicht (360 nm) mit cis/trans 87:13; trans= thermisches Gleichgewicht (80 8C) cis/trans 5:95; der Stan-
dardfehler der Schmelztemperaturen (Tm) wurde zu �0.5 8C gesch�tzt; die Fehler f�r DG298 entsprechen den Standardabweichungen vom Mittelwert
von jeweils wenigstens vier unabh�ngigen Messungen; Stapelwechselwirkung: DDG298 = (DG298 mit Modifikation minus DG298 ohne Modifikation)
und DTm = (Tm(modifiziert)�Tm(Referenz)); cis-trans-Diskriminierung: DTm = (Tm

trans�Tm
cis); DDG298 = (DG298(trans)�DG298(cis)); Gly = Glycin; Lys =

Lysin; Ac= N-Acetyl; NH2 = Carboxamid; der Einbau von 1 ist durch Azb gekennzeichnet.

Abbildung 1. Photoschaltbare PNA2-DNA-Triplexe. a) Bindung der Azo-
benzol-PNA an DNA unter Bildung der PNA2-DNA-Tripelhelix; b) Ein-
fluss des Photoisomers von Azobenzol auf die UV-Schmelzkurven der
PNA2-DNA-Komplexe; [DNA] = 3.0 mm, [PNA] = 6.0 mm in 10 mm Natri-
umphosphat, 100 mm NaCl, pH 7.0; Absorbanz bei 270 nm, Aufheiz-
kurve (0.5 8Cmin�1).
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die Photoregulation der Triplexbildung mit Azobenzol-mo-
difizierter DNA gegen�berstellen, die im Wesentlichen auf
der sterischen Destabilisierung des Paarungskomplexes durch
das cis-Isomer beruht.[2c] W�hrend die PNA2-DNA-Tripelhe-
lix wesentlich stabiler ist als analoge DNA3-Strukturen, wird
sie durch das trans-Azobenzol noch zus�tzlich stabilisiert.[15]

Diese hohe inh�rente Stabilit�t der PNA2-DNA-Tripelhelix
erm�glicht die Verwendung deutlich k�rzerer Oligomere und
erfordert geringere Mg2+-Konzentrationen, was potenziell
von Vorteil im Hinblick auf biologische Anwendungen ist.

Die außergew�hnliche cis-trans-Diskriminierung der
photoschaltbaren PNA resultiert vermutlich aus dem Zu-
sammenspiel mehrerer Faktoren. Wie im Fall des Duplex
kann man erwarten, dass das planare trans-Isomer wesentlich
besser mit dem terminalen Basentriplett wechselwirkt als das
sperrigere cis-Isomer. Durch die Stapelung mit dem Photo-
schalter wird die Entpaarung des Triplex an den Termini re-
duziert und dieser zus�tzlich stabilisiert.[12a] Da ein einzelnes
Basentriplett wesentlich mehr zur Komplexstabilit�t beitr�gt
als ein Duplex-Basenpaar (DG =�2.8 kcalmol�1 [16] bzw.
�1.4 kcal mol�1 [4a]), ist der effektive Energiegewinn entspre-
chend h�her. Die Gegenwart des Photoschalters an beiden
Seiten, 3’ und 5’, verst�rkt den Effekt zus�tzlich, und eine
exzellente cis-trans-Diskriminierung wird erreicht.

Triplexbildende PNA ist potenziell interessant f�r Anti-
gen-Anwendungen, da sie in der Lage ist, Doppelstrang-
DNA durch Invasion zu binden, was erfolgreich zur Inhibi-
tion der Transkription in vivo eingesetzt wurde.[6a] Um zu
zeigen, dass ein solcher Prozess mit Licht gesteuert werden
kann, haben wir die Transkription zweier Gene, efgp (960 nt)
und torA (414 nt), mit T7-RNA-Polymerase in Gegenwart
einer kurzen ct5c-PNA mit und ohne C-terminale Azoben-
zolmodifikation untersucht (Abbildung 2 a). Das Gen efgp
enth�lt die komplement�re 5’-d(GA5G)-Zielsequenz 300 nt
stromabw�rts des Startpunkts der Transkription. Das Gen
torA, dem eine entsprechende Bindungsstelle fehlt, diente als
Kontrolle f�r die nichtspezifische Bindung. Beide Gene
wurden von zirkul�ren Plasmiden unter Kontrolle des T7-
Promotors und des T7-Terminators exprimiert. Durch Tren-
nung der resultierenden RNA-Transkripte per Agarose-Gel-
elektrophorese wurde der Effekt der PNA auf die Tran-
skription analysiert (Abbildung 2b und c).

Wie aus Abbildung 2b ersichtlich, bewirkt die Zugabe der
PNA (0 bis 125 mm) eine konzentrationsabh�ngige Inhibition
der Transkription des Gens efgp. Die PNA-Konzentration,
bei der die Transkription um die H�lfte reduziert ist (IC50), ist
abh�ngig von der Gegenwart und der Konfiguration des
Azobenzols (Abbildung 2b) und folgt der Paarungsenergetik
mit der Zielsequenz 5’-d(TCTTGA5GTCAT). Die trans-
Azobenzol-PNA bindet am st�rksten (Tm = 58 8C) und ist der
potenteste Inhibitor (IC50� 35 mm); die schw�cher bindende
cis-Azobenzol-PNA (Tm = 45 8C) ist gut zweifach weniger
wirksam (IC50� 90 mm), w�hrend die Referenz-PNA ohne
Photoschalter (Tm = 40 8C) der schlechteste Inhibitor ist
(IC50> 125 mm). Die Mutation der Bindungsstelle auf dem
efgp-Templat [5’-d(GAAAAAG)!5’-d(GAACGCG)] redu-
ziert die Inhibition signifikant (Abbildung 2c), und erst bei
hohen PNA-Konzentrationen (� 100 mm) bewirkt eine nicht-
spezifische Inhibition die Abnahme der Transkriptionsaus-

beute. Die Transkription des Gens torA, das keine Bin-
dungsstelle enth�lt, reagiert sogar noch weniger empfindlich
auf die Gegenwart der PNA. Eine weitere Kontroll-PNA, bei
der zwei Nukleotide ausgetauscht wurden (ct5c-Azb!
ctgtatc-Azb), hat keinerlei Bindungsstellen auf den beiden
Genen, und in Konzentrationen unter 100 mm interferiert
diese PNA ebenfalls nicht mit der Transkription (Abbil-
dung S22). Zusammengenommen ist damit gezeigt, dass die
PNA sequenzspezifisch mit dem dsDNA-Templat wechsel-
wirkt.

Dass diese kurzen triplexbildenden PNAs so effizient in
die Genexpression eingreifen, ist bemerkenswert, vor allem
im Hinblick auf analoge DNA-basierte Tripelhelices, die
kaum in der Lage sind, die Transkription w�hrend der Elon-
gation zu blockieren.[17] Dar�ber hinaus er�ffnet das An-
sprechen der Inhibitionspotenzen auf die Konfiguration des
Photoschalters die M�glichkeit, die Transkription in lichtab-
h�ngiger Weise zu regulieren, wenngleich die gut zweifache

Abbildung 2. Inhibition der Transkription durch modifizierte PNAs.
a) Die PNA-Derivate (PNA in rot, Azobenzol in gr�n) erkennen die
Zielsequenz auf dem Plasmid 300 nt stromabw�rts des T7-Promotors
und binden daran durch Triplexinvasion. Der PNA2-DNA-Invasions-
komplex blockiert das Fortschreiten der T7-RNA-Polymerase (PolT7)
entlang des Gens, was zu einem vorzeitigen Abbruch der Transkription
f�hrt. b) Die Bildung der vollst�ndigen RNA-Transkripte von egfp
(960 nt) und torA (414 nt) wurde mit 2% Agarose-Gelelektrophorese in
0.5 � TBE-Puffer (45 mm Tris-Base, 45 mm Bors�ure, 1 mm EDTA,
pH 8.3, 100 V) analysiert. Die PNA-Derivate wurden in zunehmenden
Konzentrationen (0 bis 125 mm) zur Transkriptionsmischung gegeben,
wodurch es zu einer schrittweisen Abnahme des egfp-Transkripts kam.
t = ct5c-PNA mit dem Azobenzol in trans-Konfiguration am C-Terminus
(thermisches Gleichgewicht: 1 h bei 80 8C); c = PNA mit dem cis-
Isomer des Azobenols am C-Terminus (kontinuierliche Belichtung bei
360 nm); r = Referenz-PNA ohne Photoschalter. Die Expression des
Gens torA diente als interne Kontrolle f�r die nichtspezifische Bin-
dung. c) Die Spezifit�t der Inhibition durch trans-ct5c-Azb wurde unter-
sucht, indem die Transkription vom Wildtyp-Gen wt-egfp mit der Tran-
skription von einem analogen „scrambled“(sc)-egfp-Templat unter-
sucht wurde, in welchem die PNA-Bindungsstelle von 5’-d(GAAAAAG)
zu 5’-d(GAACGCG) mutiert war. Das Gen torA diente wiederum als in-
terne Kontrolle.
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cis-trans-Diskriminierung, die im Transkriptionsassay beob-
achtet wurde, substanziell kleiner ist, als man allein aus den
thermodynamischen Daten erwarten k�nnte. Dies mag aus
der Schwierigkeit resultieren, dass die PNA die ungepaarte
Bindungsstelle in der Transkriptionsblase des aktiv transkri-
bierten Gens abfangen muss – ein komplexer Prozess, der
sowohl von der Kinetik der Invasion als auch von der Stabi-
lit�t des Invasionskomplexes bestimmt wird.[16] Um die Pho-
toschaltung f�r praktische Anwendungen nutzbar zu machen,
ist daher eine weitere Optimierung notwendig. Es sollte in
einfacher Weise m�glich sein, sowohl die Selektivit�t als auch
die Affinit�t der PNA allein durch die Verwendung l�ngerer
Oligomere signifikant zu verbessern, wie dies in der Literatur
f�r RNA-bindende PNAs beschrieben ist.[8,9] Potentere PNAs
w�rden ebenfalls das Problem der nichtspezifischen Inhibiti-
on reduzieren, da die Antigen-PNA in deutlich niedrigeren
Konzentrationen eingesetzt werden k�nnte. Alternative
PNA-Architekturen sind die bisPNA[5,14a] und das „Tail-
clamp“-Motiv,[8b] in denen die Verkn�pfung der duplex- und
triplexbildenden Dom�nen �ber einen Linker hilft, die lang-
same und stark konzentrationsabh�ngige Triplexinvasion[16]

zu beschleunigen. Die Bindung der triplexbildenden Dom�ne
ist insbesondere im „Tail-clamp“-Motiv empfindlich gegen
strukturelle Eingriffe. Dies k�nnte genutzt werden, um die
Bildung und/oder das Aufl�sen der Tripelhelix gezielt mit
Licht zu steuern. Der Einbau des Photoschalters an inneren
Positionen oder an mehreren Stellen in der PNA-Sequenz ist
eine weitere Strategie, um die cis-trans-Diskriminierung zu
verbessern. Solche Verfahren sind bereits erfolgreich mit
DNA-basierten Antigen-Oligomeren verfolgt worden.[2a]

Die Hybridisierung Azobenzol-modifizierter PNA spricht
in n�tzlicher Weise auf Licht an. Die Effekte lassen sich wie
folgt zusammenfassen:
1) Das trans-Isomer des Azobenzols stabilisiert die Paa-

rungskomplexe st�rker als die cis-Form.
2) Das Ausmaß der cis-trans-Diskriminierung h�ngt vom

Terminus der Modifikation ab.
3) Die Diskriminierung ist im Triplexpaarungsmodus sub-

stanziell st�rker als im Duplexmodus.
4) Die cis-trans-Diskriminierung im Triplexmodus kann zur

Photokontrolle der Transkription genutzt werden.

Es wurde gezeigt, dass triplexbildende PNAs stark inhi-
bitorisch auf Translation,[8b] reverse Transkription[7] und Re-
plikation[14b] wirken. Daher sollte es m�glich sein, mit opti-
mierter Azobenzol-PNA eine n�tzliche Photokontrolle sol-
cher Prozesse zu erzielen. Ihre inh�rente Stabilit�t und Zell-
g�ngigkeit sollte PNA zu einer attraktiven Alternative f�r
derzeit verf�gbare photoschaltbare Systeme auf DNA- und
RNA-Basis machen, insbesondere f�r Anwendungen in vivo.
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