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Die Freisetzung aktiver Verbindungen aus lichtempfindlichen
Vorl�ufern („photocaging“), wird seit Jahrzehnten intensiv
genutzt. Besonders geeignet ist diese Strategie zur intrazel-
lul�ren Freisetzung kleiner biologisch aktiver Molek�le wie
Neurotransmitter, cyclischer Nucleotide und Calciumkatio-
nen.[1] J�ngst wurde das Konzept auf die Kontrolle großer
Biopolymere wie Nucleins�uren und Proteine ausgedehnt.[2]

�hnlich wie die Optimierung f�r kleine Molek�le Jahrzehnte
gedauert hat, so ist die Suche nach effizienten und zweck-
m�ßigen Methoden f�r Proteinen und Nucleins�uren noch
immer im vollen Gange. Die Aktivierung Psoralen-vernetzter
Nucleins�uren durch einen lichtabh�ngigen Elektronen-
transfer stellt einen neuartigen Ansatz dar, der einige
Schw�chen gegenw�rtiger Methoden �berwinden kçnnte.

Zur Freisetzung von Nucleins�uren werden derzeit zwei
Methoden angewendet, bei denen photolabile Schutzgruppen
entweder an der Nucleobase oder an der Phosphatgruppe des
R�ckgrats eingef�hrt werden.[1, 2] In der ersten Strategie
werden die Schutzgruppen am Mononucleotid angebracht
und durch Festphasensynthese ortspezifisch in einzelstr�ngige
DNA- oder RNA-Oligonucleotide eingebaut.[3] W�hrend dies
zwar die exakte Kontrolle �ber die Modifikation im Oligomer
ermçglicht, ist der sp�tere Einbau in Plasmide oder grçßere
RNA-Transkripte oft m�hsam. In der zweiten Strategie
werden die Schutzgruppen in biochemisch erzeugte Nuc-
leins�uren, etwa Plasmide oder RNA, stochastisch einge-
f�gt.[4] Bei diesem zuf�lligen Einbau l�sst sich der Ort der
Modifikation aber kaum kontrollieren. Da eine einzelne
Schutzgruppe in der Regel nicht ausreicht, die Funktion einer
Nucleins�ure vollst�ndig zu blockieren,[5] m�ssen meist
mehrere Modifikationen eingebracht werden, um die Rest-
aktivit�t ausreichend zu reduzieren.[2–5] Besonders f�r stoch-
astisch modifizierte Plasmide und mRNAs ist dies von
Nachteil.[4] Die lichtinduzierte Freisetzung ist niemals eine
vçllig glatte Reaktion, daher m�ssen Ort und Grad der Mo-
difikation stets sorgf�ltig optimiert werden, um die Restak-
tivit�t niedrig zu halten und gleichzeitig ein gewisses Maß an
Photoaktivierbarkeit zu gew�hrleisten. Gerade f�r stochas-

tisch modifizierte Nucleins�uren erreicht man daher oft nur
eine 5–10fache Steigerung ihrer Aktivit�t durch Photoakti-
vierung.[4]

Eine simple und effiziente Lçsung dieses Problems
kçnnte die Vernetzung mit Psoralen bieten.[6] Obwohl Pso-
ralen ein kleines Molek�l ist (258 Da), bewirkt bereits eine
einzelne Vernetzung irgendwo innerhalb eines Plasmids,
Gens oder RNA-Transkripts zuverl�ssig eine quasi vollst�n-
dige Blockade der Nucleins�ure-Funktionen, was derartige
Vernetzungen ausgesprochen n�tzlich zur Manipulation der
Genexpression macht. Die starken inhibitorischen Wirkun-
gen resultieren aus der Bildung von strangverkn�pfenden
Vernetzungen an 5’-d(TA)- oder 5’-r(UA)-Motiven durch
zwei aufeinander folgende [2+2]-Cycloadditionen zwischen
dem Psoralen und den sich gegen�ber liegenden Pyrimidin-
basen (Abbildung 1).[6] Aufgrund der kovalenten Verkn�p-
fung kann keine zellul�re Maschinerie die beiden Str�nge
entpaaren, um die genetische Information auszulesen. Da die
zellul�re Reparatur der Vernetzung langsam, fehleranf�llig ist
und mehrere Reparaturmechanismen beansprucht,[7] wird

Abbildung 1. „Photocaging“ mithilfe der Psoralen-Vernetzung. A) Die
Psoralen-Vernetzung blockiert die Genfunktion durch kovalente Ver-
kn�pfung der gepaarten Str�nge vollst�ndig. Der Photoelektronen-
transfer (PET) von einem externen Chromophor kçnnte angewendet
werden, um vernetzte Gene zu aktivieren, falls ein geeigneter PET-
Chromophor gefunden wird. B) UV-Spektren von Pyren, dem zuvor ver-
wendeten Phenothiazin und von 1-Aminopyren, das hier untersucht
wird.
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Psoralen gerne eingesetzt, um die DNA-Reparatur zu unter-
suchen, homologe Rekombination zu stimulieren, oder Gene
stillzulegen.[8, 9] Hierzu wurden Techniken entwickelt, um
Psoralen-Vernetzungen in Plasmide[8] und selbst in Chromo-
somen[9] ortsspezifisch einzubringen. K�rzlich konnten wird
zeigen, dass man Psoralen-Vernetzungen unter Nachahmung
des Photolyase-Mechanismus wieder lçsen kann.[10] Dies er-
çffnet die Mçglichkeit f�r deren Anwendung im „photoca-
ging“.

Die Photolyase-artige Reparatur der Psoralen-Vernet-
zung erfordert den lichtabh�ngigen reduktiven Transfer eines
Elektrons von einem externen Donor auf die Vernetzung.
Wegen dessen hohen Photoreduktionskraft hatten wir in
einer fr�heren Arbeiten Phenothiazin als Donor gew�hlt.[10]

Phenothiazin hat jedoch ein ung�nstiges Absorptionsspek-
trum (lmax = 315 nm, mit e� 5 mm

�1 cm�1), sodass lange Be-
lichtungszeiten (im Bereich von Stunden) und energiereiches
Licht (330 nm) notwendig waren, um die Vernetzungsstelle zu
reparieren. Derartige Bedingungen sind mit Zellen kaum
kompatibel und behindern daher den Einsatz in biologischen
Systemen. Im Hinblick auf die Energetik des Elektronen-
transfers sch�tzen wir die minimal erforderliche Lichtenergie
zu � 3.0 eV (ca. 2 eV f�r die Reduktion der Vernetzung;[11]

� 0.5 eV f�r die Oxidation des Donors; � 0.5 eV zus�tzliche
Triebkraft zum Ausgleich der Reorganisationsenergie). Die
Lichtenergie von � 3.0 eV entspricht der Absorption von
Photonen der Wellenl�nge l� 410 nm. Folglich scheint eine
deutliche Verbesserung des Systems durch die Wahl eines
geeigneteren Elektronendonors mçglich.

Aus der Literatur zum reduktiven Elektronentransfer in
DNA erschien uns die Klasse der Pyrene als Donoren be-
sonders vielversprechend, denn sie absorbieren Licht sehr
stark (lmax = 345 nm, mit e� 35 mm

�1 cm�1) und haben eine
hohe Photoreduktionskraft (E*� 2.5 eV).[12] Auch wurden
mehrere Pyrenderivate mit rotverschobener Absorption be-
schrieben, einschließlich einiger, die direkt mit Uridin kon-
jugiert sind.[13] Letztere scheinen jedoch keine ausreichende
Photoreduktionskraft zu besitzen, um Vernetzungen effizient
zu lçsen.[14] F�gt man eine Aminogruppe einem aromatischen
System hinzu, so resultiert daraus f�r gewçhnlich eine Rot-
verschiebung der Absorbanz und eine Verringerung des
Oxidationspotentials. Wie erwartet absorbiert 1-Aminopyre-
ne breit zwischen 330 nm und 400 nm mit e� 3–19 mm

�1 cm�1

(Abbildung 1B) und hat ein recht niedriges Oxidationspo-
tential von 0.6 eV.[12] Damit erf�llt 1-Aminopyren genau die
hier definierten Erfordernisse. K�rzlich beschrieben Majima
und Mitarbeiter die Synthese und Eigenschaften von N,N-
dialkyliertem 1-Aminopyren, das sich bequem unter Bildung
einer Peptidbindung in Nucleins�uren einf�hren l�sst.[15] In
Anlehnung an deren Beschreibung synthetisierten wir den N-
Hydroxysuccinimidester 2 dieses Derivates zum Einbau in
vernetzte Gene (Schema 1A).

Um zu demonstrieren, dass die Photolyse der Psoralen-
Vernetzung als Strategie zur Photoaktivierung taugt, er-
zeugten wir ein vollst�ndiges, funktionales Luciferasegen
(1.8 kb), welches eine einzelne Psoralen-Vernetzung an einer
definierten Stelle zwischen Promotor und Translationsstart-
seite enth�lt (Schema 1 B). Um eine genaue Kontrolle �ber
die Zusammensetzung der Vernetzung und dessen Einbau zu

haben, setzten wir das Gen �ber Ligation aus drei Teilst�cken
zusammen: dem T7-Promotor (51 bp), der Vernetzung (27 nt)
und dem Luciferasegen (1700 bp). Letzteres wurde durch
Restriktionsverdau aus einem Plasmid gewonnen. Das defi-
nierte, vernetzte DNA-St�ck wurde durch Belichten
(340 nm) einer stçchiometrischen Mischung des 8nt-Oligo-
mers 5’-d(pGCCTACGG) mit dem komplement�ren 19nt-
Oligomer 5’-d(pCGCGCCGTAGGCAGAGAGG) in Ge-
genwart von N-Glycyl-Aminomethyltrisoralen (1) erhalten
(Schema 1A). Das Produkt wurde mit 20% Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (PAGE) gereinigt und in 46% Ausbeute
nach Isolierung und F�llung erhalten. Die Zusammensetzung
der vernetzen Spezies wurde durch MALDI-Massenspek-
trometrie best�tigt (Abbildung S2). Diese vernetzte 19 + 8nt-
Spezies wurde an der Aminogruppe der Vernetzung durch
Inkubation mit dem Aminopyrensuccinimidester 2 weiter
modifiziert. Die Zusammensetzung der einfach modifizierten

Schema 1. Aufbau des Psoralen-vernetzten Luciferasegens. A) Die Pso-
ralen-Vernetzung wurde ortsspezifisch in den Paarungskomplex des
19nt- mit dem 8nt-Oligomer eingef�gt. Die vernetzte Spezies wurde
unter Bildung einer Peptidbindung direkt an der Vernetzung mit dem
Aminopyrendonor modifiziert. B) Die �berh�nge der vernetzten Spezi-
es ermçglichten die Verkn�pfung mit dem T7-Promotor und dem Luci-
ferasegen durch T4-DNA-Ligase.
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Spezies wurde durch MALDI-MS best�tigt (Abbildung S4).
Die vernetzte 19 + 8nt-DNA mit oder ohne Pyrenmodifika-
tion wurde dann zwischen den T7-Promotor und das Lucife-
rasegen ligiert. Als Positivkontrolle wurde ein vollst�ndiges
Gen ohne Vernetzungsstelle nach derselben Strategie as-
sembliert. Alle Gene wurden durch Agarose-Gelelektro-
phorese gereinigt, mit GelRed (Biotium) angef�rbt und unter
gr�nem Licht (505 nm) ausgeschnitten.

Im Hinblick auf die Synthese und Modifikation vernetzter
Nucleins�uren haben wir mehrere Verbesserungen gegen�ber
unserer ersten Studie erreicht.[10] Erstens: die direkte Modi-
fikation an der Aminomethyltrisoralen-Vernetzung unter
Bildung einer Peptidbindung stellte sich als sehr ineffizient
heraus, vermutlich infolge sterischer Hinderung. Tats�chlich
ermçglichte das Einf�gen einer zus�tzlichen Glycylgruppe
am Trisoralen (Verbindung 1) die hocheffiziente Modifikati-
on (vollst�ndiger Umsatz nach 1 h, siehe die Hintergrundin-
formationen) der vernetzten DNA mit N-Hydroxysuccin-
imidestern. Zweitens: das 19 + 8nt-Konstrukt war anf�llig f�r
die Bildung zus�tzlicher Psoralenaddukte, die mithilfe von
PAGE nicht abzutrennen waren. Unter Verwendung unseres
alten Protokolls enthielten ca. 50% der vernetzen DNA ein
zus�tzliches Psoralenmonoaddukt, vermutlich an der AscI-
Schnittstelle. Durch die Zugabe von Uracil (6 mm) w�hrend
der Vernetzung (siehe die Hintergrundinformationen) sowie
durch das Einf�hren eines zus�tzlichen Belichtungsschrittes
konnte die 19 + 8nt-Spezies frei von zus�tzlichen Addukten
erhalten werden.

Zun�chst untersuchten wir die lichtabh�ngige Reparatur
des vernetzten 19 + 8nt-DNA-St�ck allein. Diese Ausgangs-
verbindung wurde dazu auf eine Endkonzentration von
ca. 2 mm in Phosphatpuffer (10 mm, 100 mm NaCl, pH 7.0)
verd�nnt. Die Belichtung wurde in einem Fluoreszenz-
spektrometer durchgef�hrt, das mit einem Monochromator
(� 20 nm) und einer 75-W-Xenonlampe ausgestattet war. Die
Ausgangsverbindung (50 mL) wurde in einem PCR-Gef�ß bei
365 nm oder 400 nm belichtet. Zu verschiedenen Zeitpunkten
wurden Proben (5.0 mL) entnommen und der Umsatz mithilfe
von 18% PAGE (7m Harnstoff) analysiert. Um Kinetiken zu
messen, wurden Verd�nnungsreihen (100%, 50 %, 25 %,
12.5%) der Ausgangsverbindung und des 19nt-Produktes auf
das Gel aufgetragen. Nach Anf�rben mit SybrGold und
Geldokumentation mit einem LASER-Scanner, wurden die
Kinetiken densitometrisch bestimmt.

Sowohl unter Bestrahlung mit UV-Licht (365 nm) als
auch unter Bestrahlung mit blauem Licht (400 nm) wird die
vernetzte Ausgangsverbindung in das erw�nschte 19nt-Pro-
dukt umgesetzt (Abbildung 2). Die beiden Kinetiken weisen
dabei �hnlichkeiten auf. Erstens: die Umsetzung erfolgt an-
fangs sehr schnell, verlangsamt sich dann rasch und stoppt
schließlich bei etwa 70 % Umsatz. Zweitens: nur etwa 50%
der erwarteten Menge an 19nt-Produkt werden gebildet,
w�hrend mit �hnlicher Kinetik ein Nebenprodukt entsteht. In
unserer vorausgegangenen Studie beobachteten wir bereits
die Bildung von Psoralenmonoaddukten als Reaktionsinter-
mediate, deren weiterer Umsatz entweder einen zweiten
Elektronentransfer oder die direkte Lichtabsorption erfor-
dert.[10] MALDI-Massenspektrometrie der Reaktionsmi-
schung nach 60 Sekunden Belichtung mit UV-Licht (Abbil-

dung S8) zeigt klar die Bildung von beidem: des gew�nschten
Produkts (5983 Da) und seines Psoralenmonoadduktes
(6568 Da). Interessanterweise fanden wir auch substanzielle
Mengen an Ausgangsverbindung (9058 Da), das den Ami-
nopyrendonor verloren hatte (minus 271 Da). Daraufhin
testeten wir die Photostabilit�t des Donors und fanden, im
Einklang mit Literaturangaben,[15] dass 1-Aminopyren nicht
photostabil ist, sondern sich unter Bestrahlung vollst�ndig
zersetzt (Abbildung S14). Die begrenzte Photostabilit�t des
Donors erkl�rt somit den vorzeitigen Stopp der Photoakti-
vierung, den wir auf dem Gel beobachten. Trotz dieser beiden
Widrigkeiten wird das gew�nschte, nichtmodifizierte 19nt-
Templat durch Belichten in substanziellen Mengen (20–30%)
gebildet. Die Effizienz, mit der dies geschieht, ist bemer-
kenswert: Unter UV-Licht wird die S�ttigung (20% Produkt)
bereits nach 1 min, unter blauem Licht nach 5 min (23%
Produkt) erreicht (Abbildung 2). Aus den Anfangssteigungen
des Umsatzes kçnnen wir die Halbwertszeiten f�r die Repa-
ratur der Vernetzung vor dem Beginn der Zersetzung des
Donors absch�tzen. Diese betragen 1.6 min mit UV- und
7.1 min mit blauem Licht. Um daraus Quantenausbeuten
abzuleiten, verglichen wir diese Daten mit der Halbwertszeit
f�r die Photoaktivierung von kommerziell erh�ltlichem
Dimethoxynitrobenzyl-gesch�tzten cAMP unter denselben
Bedingungen (siehe die Hintergrundinformationen), f�r
welche Quantenausbeute F und Extinktionskoeffizient e be-
kannt sind. Daraus ergibt sich f�r unsere Photoaktivierung
das Produkt eF zu ca. 1100m�1 cm�1 bei 365 nm und zu ca.
250m�1 cm�1 bei 400 nm. Mit dem Absorptionskoeffizienten
von 15.5 mm

�1 cm�1 f�r den Donor ergibt sich eine Quan-
tenausbeute F� 7% f�r die initiale Photoaktivierung. Un-
seres Wissens ist dies f�r eine chemische Reaktion, die auf
einem Elektronentransfer beruht, eine außergewçhnlich
hohe Quantenausbeute.

Um die Machbarkeit der Psoralen-abh�ngigen Photoak-
tivierung im biochemischen Assay zu belegen, untersuchten
wir die lichtabh�ngige Aktivierung des assemblierten Luci-
ferasegens, welches die Vernetzung flussabw�rts des T7-Pro-

Abbildung 2. PAGE-Analyse der lichtabh�ngigen Freisetzung des ge-
w�nschten 19nt-Produktes nach Bestrahlung der vernetzten 19 +8nt-
DNA, modifiziert mit dem Aminopyrendonor, mit UV-Licht (365 nm)
oder blauem Licht (400 nm). Die relativen Mengen an Ausgangsverbin-
dung und Produkt wurden densitometrisch durch Vergleich mit den
Kontrollen abgesch�tzt.
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motors enth�lt (Schema 1B). Dazu wurde die Ausgangsver-
bindung in Phosphatpuffer (1 mm, 10 mm NaCl, pH 7.0) zu
einer Endkonzentration von ca. 40 nm verd�nnt. Die Belich-
tung wurde, wie zuvor, im PCR-Gef�ß in einem Fluores-
zenzspektrometer durchgef�hrt. Zu verschiedenen Zeit-
punkten wurden Proben (4 mL) entnommen und als Templat
f�r die In-vitro-Transkriptions/Translations-Reaktion ver-
wendet (PURExpress, New England Biolabs, siehe die Hin-
tergrundinformationen). Die Aktivit�t der translatierten
Luciferase wurde nach 2.5 h Inkubation (37 8C) gemessen.

Die St�rke der Psoralen-abh�ngigen Strategie kommt nun
klar zum Vorschein (Abbildung 3). Das Einf�gen der einzel-
nen Vernetzung reduzierte die Luciferaseaktivit�t um mehr
als das 1000fache. Nach Abzug des Hintergrunds war das

Restsignal quasi null. Bereits eine kurze Bestrahlung (10 s)
mit UV-Licht bedingt eine substanzielle R�ckgewinnung der
Luciferaseaktivit�t (30 %). Das maximale Signal (68 % der
Positivkontrolle) wird nach 1–2 Minuten erreicht, alles im
Einklang mit der Kinetik der Reparatur des vernetzten DNA-
St�cks allein. Wegen des minimalen Restsignals ist die Be-
rechnung des Photoaktivierungsfaktors stark fehlerbehaftet.
Dennoch: Faktoren � 500fach sind zug�nglich. Um die Ab-
h�ngigkeit vom Pyrendonor zu demonstrieren, ligierten wir
das 19 + 8nt-DNA-St�ck auch ohne Pyrenmodifikation in das
Luciferasegen. Dieses Gen war entsprechend stillgelegt und
konnte nicht substanziell mit UV-Licht reaktiviert werden
(Abbildung 3A, Experimente 9 und 10). Wie zu erwarten
gelingt die Photoaktivierung auch mit blauem Licht. Wegen
des 5fach niedrigeren Extinktionskoeffizienten des Donors
bei 400 nm (2.8 mm

�1 cm�1) versus 365 nm (15.5 mm
�1 cm�1),

werden 5fach l�ngere Belichtungszeiten bençtigt. F�r kurze
Belichtungszeiten (0.75 bis 3 Minuten) h�ngt das Lucifera-
sesignal linear von der Belichtungszeit ab. Die maximale
Ausbeute wird nach 3–6 Minuten, also wiederum im Einklang
mit der Kinetik des 19 + 8nt-DNA-St�cks, erreicht. Zur Si-
mulation der Photoaktivierung unter zellul�ren Bedingungen
wiederholten wir das Belichtungsexperiment bei 365 nm mit
den gleichen Mengen an Templat, f�hrten die Belichtung

(60 Sekunden) aber direkt in der vollst�ndig assemblierten
Transkriptions/Translationsmixtur noch vor der Inkubation
durch. Die Luciferaseaktivit�t wurde auf 45 % der Positiv-
kontrolle photoaktiviert (Abbildung S10). Damit ist die An-
wendbarkeit in Gegenwart von Proteinen, Salz, Magnesium
und Reduktionsmitteln gezeigt.

Die Verwendung von Psoralen-Vernetzungen zur Photo-
aktivierung von Genfunktionen ist ein neuartiges Konzept.
Wir demonstrieren hier dessen Machbarkeit auf dem Level
eines vollst�ndigen Gens. Wir haben Aminopyren als Elek-
tronendonor eingef�hrt, um das Systems f�r die praktische
Anwendung geeigneter zu machen. Obwohl die vollst�ndige
Wiederherstellung der Genfunktion unerreicht blieb, er-
mçglichte eine ungewçhnlich effiziente Photoaktivierung die
schnelle und substantielle Aktivierung Psoralen-vernetzter
Gene mit UV-Licht (365 nm) oder blauem Licht (400 nm)
unter Verwendung einfacher Mittel (Fluoreszenzspektrome-
ter). Wegen der vollst�ndigen Unterdr�ckung jeglicher
Restaktivit�t wurden ausgesprochen hohe Photoaktivie-
rungsfaktoren im Luciferaseassay erreicht. Wir erwarten, dass
unsere Strategie dort von Vorteil ist, wo hohe Photoaktivie-
rungsfaktoren oder die vollst�ndige Suppression der Genak-
tivit�t notwendig sind. Im Gegensatz zur klassischen
„Caging“-Strategie mit lichtlabilen Schutzgruppen,[1, 2] sind
bei der Psoralen-Strategie die Vernetzung und der lichtsam-
melnde Chromophor separiert. Dies wird es uns in der Zu-
kunft erlauben, �ber die sequenzspezifische Photoaktivierung
eines Gens in einer Mischung mehrerer vernetzter Gene
nachzudenken, wobei der Donor ortsspezifisch an ein be-
stimmtes Gen �ber PNAs[16] oder Polyamide[17] adressiert
werden kçnnte. Ganz generell sollte sich die Psoralen-ab-
h�ngige Photoaktivierung auf nahezu jedes denkbare DNA-
und RNA-Konstrukt einfach �bertragen und anwenden
lassen.
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Abbildung 3. In-vitro-Transkriptions/Translations-Assay. A) Experi-
ment 1,2: Positiv- und Negativkontrollen (Wasser und freies Gen); Ex-
periment 3–8: Luciferasesignal bei zunehmender Belichtungsdauer
(365�20 nm), mit dem Pyren-modifizierten vernetzten Gen; Experi-
ment 9,10: Kontrolle zur Rolle des Pyrendonors: das vernetzte Gen
ohne Pyrenmodifikation wurde belichtet. B) Experiment 3–8: Lucifera-
sesignal bei zunehmender Belichtungsdauer (400�20 nm), mit dem
Pyren-modifizierten vernetzten Gen.
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