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Psoralene sind pflanzliche Naturstoffe, die DNA und RNA
lichtabh�ngig sch�digen.[1] Dazu interkalieren sie bevorzugt
an 5’-d(TA) und 5’-r(UA) in den Doppelstrang und reagieren
dort durch [2 + 2]-Photocycloaddition mit den Thymidin-
bzw. Uridinbasen zu Cyclobutanen (Schema 1). Die Ver-
kn�pfung der beiden Str�nge unterbindet ihre Entpaarung
und bewirkt damit eine gravierende Stçrung fundamentaler
biologischer Prozesse wie Replikation[2] und Transkription.[3]

Wegen dieser Eigenschaften erwiesen sich Psoralene als
n�tzlich zur Aufkl�rung der Struktur und Funktion von
Nucleins�uren und zur Therapie von Psoriasis und anderen
Hautkrankheiten.[1,4]

Die Reparatur der hoch mutagenen Psoralenquervernet-
zung in der Zelle ist eine schwierige, komplexe Aufgabe, an
der mehrere Reparaturwege beteiligt sind.[5] Durch UV-Licht
verursachte L�sionen, die sich als Intrastrang-Cyclobutan-
pyrimidindimere (CPDs) manifestieren, hingegen werden
recht einfach durch Nucleotidexzision oder durch einen
lichtabh�ngigen Flavoenzym-katalysierten Prozess repa-
riert.[6] In letzterem Fall initiiert der photoinduzierte Elek-
tronentransfer (PET) von einem reduzierten, deprotonierten
Flavin-Cofaktor in der DNA-Photolyase die [2 + 2]-Cyclore-
version des CPD, und nach R�cktransfer des Elektrons zum
Cofaktor sind die beiden Pyrimidinmonomere regeneriert.
Photolyaseaktivit�t wurde erfolgreich in kleinen Modellsys-
temen nachgeahmt, die den Flavinchromophor in die N�he

von CPDs oder verwandten DNA-Sch�den brachten.[7]

Obwohl die psoraleninduzierte Quervernetzung im Hinblick
auf die Cyclobutanarchitektur durchaus �hnlichkeit mit dem
CPD-Schaden hat (Schema 1), wurde bislang keine Photoly-
ase-artige Reparatur oder psoralenspezifische Photolyase
beschrieben. Die lichtgesteuerte �ffnung der Psoralenquer-
vernetzung w�re f�r eine Reihe von Photoaktiverungsan-
wendungen ausgesprochen n�tzlich,[8] und so haben wir un-

tersucht, ob sich die PET-Strategie auf die
ortsselektive Reparatur solcher Sch�den er-
weitern l�sst.

Der Elektronentransfer ist stark ab-
standsabh�ngig. Daher ist es notwendig, den
Elektronendonor in unmittelbare N�he der
Quervernetzung zu bringen.[9] Hierf�r sind
Peptidnucleins�uren (PNAs) eine attraktive
Option. PNAs sind DNA-Analoga mit einem
Pseudopeptidr�ckgrat aus neutralen, achira-
len N-(2-Aminoethyl)glycinmonomeren.[10]

Sie hybridisieren mit hoher Affinit�t und Se-
lektivit�t mit komplement�rer einstr�ngiger

DNA und RNA und kçnnen sogar doppelstr�ngige Sekun-
d�rstrukturen aufbrechen.[11] Folglich nahmen wir an, dass
eine kurze, mit dem PET-Chromophor verkn�pfte PNA
diesen sequenzspezifisch an eine Quervernetzung adressieren
und somit die gezielte Photoreparatur ermçglichen kann
(Schema 2). Als Elektronendonor w�hlten wir ein Pheno-
thiazin(Ptz)-Derivat, das im Gegensatz zum von nat�rlichen
Photolyasen genutzten Flavin keine In-situ-Reduktion be-
nçtigt und besser anzuregen ist.[12] Der Chromophor wurde in
einen Fmoc-Aminoethylglycin-Baustein eingebracht und
durch Festphasensynthese in PNA-Oligomere eingebaut
(siehe Hintergrundinformationen).[13]

Als Substrat f�r die Reparatur verwendeten wir ein par-
tiell selbstpaarendes DNA-Oligomer, das eine einzelne
Quervernetzung enthielt (Schema 2). Dieses wurde durch
Belichten [(340� 10) nm, 7 h] von 5’-d(GCCTAGGCAGG-
CAAGCGAC) in neutralem Tris-HCl-Puffer (50 mm, 10 mm

MgCl2, 100 mm NaCl, pH 7.5) bei konstanter Temperatur
(4 8C) in Gegenwart des Psoralenderivats AMT[14] erzeugt.
Der quervernetzte Duplex wurde mittels Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (PAGE) gereinigt und seine Zusammen-
setzung durch Massenspektrometrie best�tigt (Hintergrund-
informationen, Abbildung S1). Angrenzend an die Querver-
netzung lag die komplement�re Bindungsstelle f�r das PNA-
Derivat tgcctgcc-Ptz, das zur Paarung in 1.3-fachem �ber-
schuss bezogen auf die DNA-Bindungsstellen (20 ngmL�1 =

1.7 mm) in Phosphatpuffer (10 mm, 100 mm NaCl, pH 7.0)
zugesetzt wurde. Die Hybridisierung startete an einem
kurzen, ungepaarten DNA-Abschnitt, von dem aus die PNA
in den DNA-Duplex unter Verdr�ngen eines DNA-Strangs
eindringen konnte. Aufgrund starker PNA-DNA-Wechsel-

Schema 1. Durch zwei aufeinanderfolgende [2 +2]-Photocyclisierungen mit dem 5’-TA-
Motiv vernetzt Aminomethyltrisoralen (AMT) Strang und Gegenstrang der DNA. Die
Konfiguration der resultierenden Quervernetzung ist dargestellt.[1b]
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wirkungen wurde selbst bei physiologischer Ionenst�rke der
Ptz-Chromophor neben die Quervernetzung platziert
(Schema 2).

Nach der Inkubation (15 min) wurde die Photoaktivie-
rung durch Belichten der Proben mit einer 75-W-Xenon-
lampe [(330� 20) nm, 310-nm-Kantenfilter] gestartet. In re-
gelm�ßigen Zeitabst�nden wurden Proben (5 mL = 100 ng)
entnommen und der Fortschritt der Reaktion mittels PAGE
analysiert (Abbildung 1A). Durch Densitometrie wurde die
Halbwertszeit f�r das �ffnen der Quervernetzung zu etwa
26 min bestimmt (Abbildung S3).

Die Reaktion ergab zun�chst zwei Produkte, die nach
PAGE-Reinigung massenspektrometrisch als das einstr�ngi-
ge DNA-Oligomer und ein Psoralenmonoaddukt identifiziert
wurden (Hintergrundinformationen, Abbildung S4). Letzte-
res wird bei fortgesetzter Belichtung vollst�ndig in Ersteres
umgewandelt, was die exzellente Photoaktivierung unter-
streicht. Kontrollexperimente belegten, dass die Reaktion
weder in Abwesenheit der Ptz-PNA noch in Anwesenheit
einer fehlpaarenden Ptz-PNA wie tgctcgcc-Ptz erfolgt (Ab-
bildung 1 B). Folglich ist die sequenzspezifische Paarung eine
zwingende Voraussetzung effizienter Photoaktivierung.[15]

Ein schlichter Primerverl�ngerungs-Assay mit einem
einfach quervernetzten Templat illustriert den potenziellen
Nutzen der Psoralenvernetzung/aktivierung f�r die Photo-
steuerung biochemischer Prozesse. Dazu wurde, wie in
Schema 3 dargelegt, ein partiell selbstpaarendes 30 nt langes
DNA-Oligomer mit AMT quervernetzt und mittels 15%
PAGE (7m Harnstoff) gereinigt. Durch Splint-Ligation wurde
anschließend an beide 3’-Enden je eine 20 nt lange Primer-
bindungsstelle angebracht (siehe Hintergrundinformatio-
nen). Das Produkt, ein symmetrisches, 2 � 50 nt langes Kon-
strukt, war 36 nt stromabw�rts quervernetzt; es wurde gerei-
nigt (10 % PAGE, 7m Harnstoff) und massenspektrometrisch
charakterisiert (Hintergrundinformationen, Abbildung S2).
Es diente als Templat f�r die Verl�ngerung eines 5’-FITC-
markierten Primers durch das Klenow-Fragment (3’!5’ exo� ,
New England Biolabs). Da die Polymerase nicht durch die
Quervernetzung hindurch lesen kann, entstand anstelle des
50 nt langen Transkripts, das man bei einem freien Templat
erhalten h�tte, ein verk�rztes, ca. 36 nt langes Transkript
(Abbildung 2). Wurde das quervernetzte Templat mit
tgcctgcc-Ptz versetzt und anschließend bei 330 nm belichtet,
so erhielt man infolge der PET-induzierten Reparatur des
Templats wieder das 50-nt-Transkript. Die Abh�ngigkeit der
relativen Mengen an kurzem und langem Transkript von der

Schema 2. Strategie zur Photoaktivierung durch Psoralen quervernet-
zer DNA. An einem spezifischen 5’-d(TA)-Motiv wird die AMT-Querver-
netzung (gr�n) in ein teilweise selbstpaarendes DNA-Oligomer einge-
bracht (oben). Die komplement�re PNA (blau) bringt den Ptz-Chromo-
phor zur Schadensstelle (Mitte). Belichtung des Komplexes bei 330 nm
repariert den Schaden (unten).

Abbildung 1. PET-induzierte DNA-Reparatur. A) Nach Paarung querver-
netzter xlDNA (1.7 mm) mit tgcctgcc-Ptz (4.5 mm) in 10 mm Phosphat-
puffer, 100 mm NaCl, pH 7.0, wurden die Proben mit monochromati-
schem Licht [(330�20) nm, 20 8C] bestrahlt. Kleine Mengen wurden
regelm�ßig entnommen, per denaturierender 15% PAGE (7m Harn-
stoff) getrennt und mit SYBR-Gold angef�rbt. Die xlDNA wird mit
einer Halbwertszeit von 26 min zu einer Mischung aus unmodifizierter
DNA (ssDNA) und einem Psoralenmonoaddukt umgesetzt (Densito-
metrie siehe Abbildung S3). B) W�hrend vollkomplement�re Wildtyp
(wt)-tgcctgcc-Ptz PNA die Reparatur bewirkt, konnte kein Umsatz in
deren Abwesenheit (–) oder in Gegenwart von fehlpaarender tgctcgcc-
Ptz (mm) PNA beobachtet werden. Zur Absch�tzung der Reparatur-
ausbeuten wurden Verd�nnungsserien (25–100 ng) des Edukts
(xlDNA) und des Endprodukts (ssDNA) aufgetragen.
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Belichtungsdauer ist in Einklang mit der Reparaturkinetik,
wie sie f�r das k�rzere Templat beobachtet wurde (Abbil-
dung 2A). Wie zu erwarten blieb die Reparatur des quer-
vernetzten Templats in Gegenwart von fehlpaarendem
tgctcgcc-Ptz aus (Abbildung S6). Folglich sollte es mçglich
sein, eine einzelne Quervernetzung sequenzspezifisch gezielt
zu reparieren, auch wenn weitere Quervernetzungen vor-
handen sind.

Wir haben hier gezeigt, dass Interstrang-Psoralenquer-
vernetzungen mittels photoinduziertem reduktivem Elektro-
nentransfer aufgebrochen werden kçnnen. Dies erçffnet den
Zugang zu selektiven Photoaktivierungsanwendungen, die
mit den derzeitigen Methoden nicht mçglich sind.[8] Obwohl
heute mRNA, Plasmide und andere Nucleins�uren durch
stochastische Modifikation der Nucleobasen oder des Phos-
phatr�ckgrats mit Photoschutzgruppen blockiert werden
kçnnen,[16] limitiert eine hohe Restaktivit�t oder unvollst�n-

dige Photoaktivierung oftmals die praktische Anwendung
dieser Systeme. Im Fall von Intrastrang-Quervernetzungen
des CPD-Typs wiederum schr�nkt die Leichtigkeit, mit der
diese L�sionen repariert oder umgangen werden,[17] ihre
Eignung f�r das Photoaktivieren ein. Eine einzelne ortsse-
lektive Psoralenquervernetzung in einem Plasmid[18] oder
Chromosom[19] hingegen blockiert fundamentale biochemi-
sche Prozesse vollst�ndig. Die Verwendung eines externen
PET-Chromophors zur Reparatur von Psoralenquervernet-
zungen erçffnet einen Zugang zu einer einfachen, zielge-
richteten Reaktivierung der durch die Vernetzung gestçrten
Prozesse. Da bereits PNAs zur hochaffinen Erkennung einer
Reihe ein- und doppelstr�ngiger RNA- und DNA-Strukturen
existieren,[10, 11] sollte es mçglich sein, PET-PNAs zu entwi-
ckeln, die beinahe jeden beliebigen Psoralenschaden adres-
sieren. Dabei kann die einfache Watson-Crick-Paarung ge-
nutzt werden, um die Reparatur gezielt an einen Ort zu
lenken, ohne dass dabei andere Quervernetzungen beein-
tr�chtigt werden. Dies garantiert ein Maß an Kontrolle, das
mit den �blichen Photoschutzgruppen nicht zug�nglich ist.
Die Erweiterung der Strategie auf andere sequenzspezifische
DNA-Binder wie triplexbildende Oligomere[20] und Poly-
amide[21] sowie auf weitere Chromophore etwa mit st�rker
rotverschobener Absorption oder der F�higkeit zur Zwei-
photonenabsorption sollte die N�tzlichkeit dieser Strategie
weiter steigern.
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