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MicroRNAs (miRNAs, miRs) sind kleine nichtkodierende
RNAs, welche die Genexpression posttranskriptionell ent-
weder durch einen Abbau der mRNA oder durch Repression
der Translation regulieren.[1, 2] Die Wirkung einer miRNA auf
eine bestimmte mRNA ist zwar oftmals nur gering, durch die
Vielzahl der Ziele einer miRNA ist es jedoch mçglich, ganz
bestimmte Genexpressionsmuster zu regulieren.[3] MiRs
spielen eine entscheidende Rolle bei der Gewebshomçostase,
und viele Krankheiten sind mit einem ver�nderten miR-
Expressionsniveau verbunden.[4, 5] Die Angiogenese – der
Prozess der Entstehung von neuen Blutgef�ßen ausgehend
von bereits bestehenden – wird bençtigt, um die Sauerstoff-
zufuhr in Gewebe nach einer Isch�mie aufrechtzuerhalten.
Dieser Prozess wird von etlichen miRNAs reguliert.[6] Die
proangiogene miR-126 beispielsweise reguliert die Angioge-
nese, indem sie die Expression negativer Regulatoren des
vaskul�ren endothelialen Wachstumsfaktors hemmt;
miRNAs aus dem miR-17-92-Cluster hingegen weisen anti-
angiogene Eigenschaften auf.[7, 8] Aus diesem Cluster f�hrte
im Besonderen die Inhibition von miR-92a durch Antisense-
Oligonukleotide zu einer verbesserten Gef�ßneubildung und
Erholung der Herzfunktion nach einer kritischen Isch�mie in
M�usen und großen Tiermodellen.[8, 9]

Die Injektion von Antagomirs und auf LNAs (LNA =

„locked“ oder verbr�ckte Nukleins�ure) basierenden Anti-
miRs wurde bereits eingesetzt, um die miR-Aktivit�t in vivo
und in vitro zu inhibieren. Diese beiden Arten von Oligonu-
kleotiden werden in fast alle Gewebe aufgenommen und sie
haben eine lange Wirkdauer.[10] Auf LNAs basierende Anti-
miRs wurden dar�ber hinaus auch schon in klinischen Studien
am Menschen getestet und erwiesen sich als sicher und effi-
zient.[11,12] Sowohl Antagomirs als auch LNA-AntimiRs gegen
miR-92 zeigten vergleichbare therapeutische Wirkung in ex-
perimentellen Studien[8, 9]

Allerdings erschwert die ubiquit�re Expression vieler
miRNAs, verbunden mit den vielf�ltigen Funktionen einer
miRNA in den verschiedenen Geweben, eine systemisch
Anwendung. Ein externes Auslçsesignal zur çrtlichen und
zeitlichen Beschr�nkung der AntimiR-Aktivit�t auf einen
definierten zellul�ren Kontext w�rde es ermçglichen, die mit
einer systemischen Inhibition verbundenen, unerw�nschten
Wirkungen zu vermeiden. Dies ist besonders deswegen von
Interesse, weil miRNAs in unterschiedlichen Geweben zum
Teil gegens�tzliche Auswirkungen haben kçnnen. Licht ist ein
geeignetes externes Auslçsesignal, weil es zum einen in einer
pr�zise definierten Art und Weise angewendet werden kann
und zum anderen bei Verwendung geeigneter Wellenl�ngen
ein orthogonales Signal darstellt, das andere zellul�re Pro-
zesse nicht beeinflusst. K�rzlich wurde �ber neuartige licht-
gesteuerte Applikationen berichtet, die eine Aktivierung bis
zu 10 mm tief in biologischem Gewebe erlauben.[13, 14]

In den letzten Jahren wurden etliche Studien zur licht-
induzierten Aktivierung von Nukleins�uren mit photoakti-
vierbaren („caged“) Oligonukleotiden verçffentlicht.[15] In
zwei dieser Studien wurde die lichtinduzierte Regulation der
miRNA-Expression untersucht. Durch Verwendung licht-
aktivierbarer Antagomirs gegen miR-122 und miR-21 in der
einen Studie sowie eines lichtaktivierbaren Antisense-Oligo-
nukleotids gegen eine miRNA aus C. elegans in der anderen
Studie gelang es, die miRNA-Expression in Modellsystemen
zu inhibieren.[16,17] In beiden Studien wurden jedoch nur Re-
porterproteine oder manipulierte Organismen verwendet. In
einer zus�tzlichen Studie wurden photoaktivierbare Kon-
strukte zum An- und Ausschalten der let-7-miRNA in Ze-
brafischembryonen genutzt.[18] In zwei der drei Studien
wurden nicht-nukleosidische photospaltbare Linker verwen-
det, die dritte beruhte auf photoaktivierbarem 2’-OMe-
Uridin. Die letztgenannte Strategie beschr�nkt die Verwen-
dung auf AntimiR-Sequenzen, die etliche Uridinreste ent-
halten. Unseres Wissens wurden lichtinduzierbare AntimiRs
bis jetzt noch nicht verwendet, um die Expression endogener
Zielgene von miRNAs in prim�ren humanen Zellen zu be-
einflussen. Auch wurde noch nicht das Ziel verfolgt, mit
dieser Strategie ausgehend von einer therapeutischen Moti-
vation physiologische Funktionen zu beeinflussen. In der hier
vorgestellten Studie haben wir lichtinduzierbare AntimiRs
gegen die antiangiogene miR-92a entwickelt, um die Angio-
genese-Aktivit�t in Endothelzellen zu erhçhen.

F�r die Entwicklung einer lichtinduzierbaren AntimiR
gegen miR-92a synthetisierten wir 21 Nukleotide lange Oli-
gonukleotide, die 2’-OMe-RNA-Nukleotide enthielten, die
zum Teil mit 1-(2-Nitrophenyl)ethyl(NPE)-Schutzgruppen an
den Nukleobasen modifiziert wurden (Abbildung 1b). Dar-
�ber hinaus wurden die Enden mit f�nf Phosphorthioat-
Verkn�pfungen versehen (Abbildung 1a und Tabelle 1 der
Hintergrundinformationen). Nach Belichtung (Abbildung 1
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der Hintergrundinformationen) kçnnen diese AntimiRs mit
perfekter Komplementarit�t einen Duplex mit miR-92a
bilden (Tabelle 1 der Hintergrundinformationen). Es wurden
drei verschiedene lichtaktivierbare AntimiRs mit drei, f�nf
und sechs photolabilen Schutzgruppen, verteilt �ber die ge-
samte Sequenz, hergestellt. Die entsprechenden photoakti-
vierbaren 2’-OMe-RNA-Amidite f�r den spezifischen Einbau
der photolabil modifizierten Nukleotide in den Strang
wurden ausgehend von geeigneten, kommerziell erh�ltlichen
Vorstufen synthetisiert (Schemata 1–3 der Hintergrundinfor-
mationen). Mithilfe der modifizierten Phosphoramidite
wurden die photoaktivierbaren Oligonukleotide A3c, A5c und
A6c hergestellt. Als Kontrollen fungierten ein nicht photo-
aktivierbares AntimiR (Apos) gegen miR-92a und ein Anti-
miR (Aneg), das kein endogenes Ziel adressiert und die miR-
Expression im Vergleich mit untransfizierten Kontrollzellen
nicht beeinflusst (Abbildung 3 der Hintergrundinformatio-

nen). Zus�tzlich wurde eine photoaktivierbare Version der
Negativkontrolle synthetisiert (Aneg c). Nach Aufreinigung
(Abbildung 1 der Hintergrundinformationen) und Charak-
terisierung per Massenspektrometrie (Tabelle 2 der Hinter-
grundinformationen) wurden die AntimiRs in humane Na-
belschnurendothelzellen (HUVECs) transfiziert. Vier Stun-
den nach der Transfektion wurden die Zellen mit einem
Transilluminator bestrahlt (l = 365 nm, 5–6 mW) oder 25 min
im Dunkeln belassen. 48 Stunden nach der Bestrahlung
wurden die Zellen lysiert, und die miR-92a-Expression wurde
mithilfe eines Taqman-microRNA-Assays bestimmt.

W�hrend die AntimiR mit drei photolabilen Schutz-
gruppen (A3c) auch ohne Bestrahlung noch eine Restaktivit�t
hatte und die miR-92a-Expression teilweise inhibierte, wies
die AntimiR mit sechs photolabilen Schutzgruppen (A6c)
keinerlei Aktivit�t mehr auf, und es kam zu keiner Vermin-
derung der miR-92a-Expression (Abbildung 2a). Dies ist in
�bereinstimmung mit der Tatsache, dass f�r den Duplex A6c/
miR-92a ein deutlich niedrigerer Schmelzpunkt gemessen
wurde als f�r A3c/miR-92a (Tabelle 3 der Hintergrundinfor-
mationen). Durch Bestrahlung der mit A3c, A5c und A6c

transfizierten HUVECs wurde eine lichtinduzierte Aktivie-
rung der inhibitorischen Aktivit�t der photoaktivierbaren
AntimiRs erreicht. Dies �ußerte sich in einer signifikanten
Senkung der miR-92a-Niveaus, die genauso ausgepr�gt wie
bei der Transfektion der Positivkontrolle Apos war (Abbil-
dung 2a). Die lichtinduzierte Aktivierung der AntimiR A6c

konnte bereits nach f�nfmin�tiger Bestrahlung beobachtet
werden, aber nach 25 min wurde eine hçhere Effizienz er-
reicht (Abbildung 2 b).

Um auszuschließen, dass die Bestrahlung selbst eine
Auswirkung auf die miR-92a-Expression hat, wurden auch
Apos-, Aneg- und Aneg c-transfizierte Zellen bestrahlt. Dabei
wurden keine signifikanten Unterschiede zu den nicht be-
strahlten Proben festgestellt, was darauf schließen l�sst, dass
die Bestrahlung selbst keinerlei Auswirkungen auf die miR-
92a-Expression hat (Abbildung 2a). Dar�ber hinaus wurden
keine Unterschiede in der Zellmorphologie zwischen be-
strahlten und unbestrahlten Zellen beobachtet. Der beob-
achtete Effekt ist zudem sequenzspezifisch, wie aus der Tat-
sache, dass weder Apos noch A6c mit und ohne Bestrahlung
eine Auswirkung auf die miR-126-Expression haben, her-
vorgeht (Abbildung 2 der Hintergrundinformationen).

Als n�chstes untersuchten wir, ob auch endogene
mRNAs, die ein Zielgen der miR-92a sind, durch unsere
lichtinduzierbaren AntimiRs reguliert werden kçnnen. Die
Expression von ITGa5, einem bekannten Zielgen von miR-
92a in Endothelzellen, war 1.6-mal hçher, wenn die miR-92a-
Niveaus durch die aktive Kontroll-AntimiR Apos reduziert
wurden. Im Unterschied dazu f�hrte die Transfektion von
Aneg weder zu einer Beeinflussung der miR-92a-Expression
noch einer Wirkung auf die ITGa5-mRNA-Expression (Ab-
bildung 2 c). Im Fall der photoaktivierbaren AntimiRs f�hrte
nur A3c, in �bereinstimmung mit der halbmaximalen Inhibi-
tion der miR-92a-Expression (Abbildung 2a) durch Trans-
fektion dieser AntimiR, bereits ohne Bestrahlung zu einer
signifikanten Erhçhung der ITGa5-mRNA-Expression (Ab-
bildung 2 c). Im Unterschied dazu war nach Transfektion von
A5c nur eine leichte Erhçhung der ITGa5-mRNA-Expression

Abbildung 1. a) AntimiRs mit photoaktivierbaren Nukleobasen kçnnen
nicht an miRNA binden. Nach Entfernen der photolabilen Schutzgrup-
pen mit Licht kommt es zu einer Reduktion der miRNA-Niveaus, zur
Derepression der Ziel-mRNA und im Fall der Inhibition von miR-92a
zu einer erhçhten Angiogenese-Aktivit�t. b) �berblick �ber die f�r
diese Studie verwendeten, an der Nukleobase photolabil gesch�tzten
Nukleoside. Synthese siehe Hintergrundinformationen.
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festzustellen, und A6c hatte keinerlei Effekt, wenn die Zellen
nicht bestrahlt wurden. Nach Bestrahlung jedoch war die
ITGa5-mRNA-Expression bei HUVECs, die mit A5c and A6c

transfiziert wurden, deutlich erhçht und vergleichbar mit dem
Niveau, das mit der Positivkontrolle Apos erzielt wurde (Ab-
bildung 2 c).

Das Ausmaß der Derepression der Zielgen-Expression
war klar dosisabh�ngig und korrelierte invers mit der miR-
92a-Inhibition. Eine maximale Wirkung konnte bei einer
Konzentration von 50 nm A6c erzielt werden (Abbildung 2d
sowie Abbildungen 4 und 5 der Hintergrundinformationen).
Erneut konnte keinerlei Auswirkung der Bestrahlung selbst
auf die mRNA-Expression nachgewiesen werden. Dies be-
st�tigt, dass eine Bestrahlung mit UV-Licht dieser Wellen-
l�nge den Zellen nicht schadet und dass die beobachteten
Effekte sequenzspezifisch sind (Abbildung 2c).

Es ist bekannt, dass miR-92a in Endothelzellen den Pro-
zess der Angiogenese reguliert.[8] Um zu untersuchen, ob die
lichtaktivierbaren AntimiRs �ber eine biologische Aktivit�t
in Endothelzellen verf�gen, wurde die Angiogenese-Aktivi-
t�t in HUVECs nach Transfektion der AntimiRs mithilfe des

„Spheroid sprouting assay“ bestimmt.[19,20] In �bereinstim-
mung mit ihrer antiangiogenen Aktivit�t f�hrte die Inhibition
von miR-92a durch Apos zu einer erhçhten Aussprossung
(Abbildung 3a,b). Die AntimiR mit drei photoaktivierbaren
Nukleotiden A3c f�hrte in �bereinstimmung mit der bereits
zuvor beobachteten, unvollst�ndigen Inaktivierung auch
ohne Bestrahlung zu einer erhçhten Aussprossung. Im Un-
terschied dazu konnten bei Verwendung von A6c mit sechs
modifizierten Einheiten keinerlei Auswirkungen auf die An-
giogenese-Aktivit�t festgestellt werden, und die Gesamtl�nge
der Aussprossungen war ohne Bestrahlung gleich hoch wie
bei Transfektion der Negativkontrolle Aneg (Abbildung 3a).
In bestrahlten und mit A6c transfizierten Zellen wurde jedoch
eine erhçhte Angiogenese-Aktivit�t beobachtet, die gleich
groß wie die der Positivkontrolle Apos war. Zusammengefasst
illustrieren diese Daten, dass die Angiogenese in vitro durch
lichtinduzierbare AntimiRs gegen miR-92a reguliert werden
kann.

Wir konnten hier zeigen, dass sich die miR-Aktivit�t in
Endothelzellen durch Verwendung photoaktivierbarer Anti-
miRs mit Licht regulieren l�sst. F�r das vollst�ndige Aus-

Abbildung 2. Aktivierung von AntimiRs gegen miR-92a durch Licht. a) MiR-92a-Expression nach Transfektion verschiedener AntimiRs (10 nm) in
HUVECs und 25-min�tiger Bestrahlung der Zellen (hellgraue Balken) oder ohne Bestrahlung (dunkelgraue Balken). b) MiR-92a-Expression nach
Transfektion von HUVECs mit AntimiR A6c oder der Negativkontrolle Aneg und Bestrahlung der Zellen f�r verschiedene Zeiten (5, 15, 25 min;
hellgraue Balken) oder ohne Bestrahlung (dunkelgraue Balken). c) ITGa5-mRNA-Expression nach Transfektion verschiedener AntimiRs (10 nm) in
HUVECs und 25-min�tiger Bestrahlung der Zellen (hellgraue Balken) oder ohne Bestrahlung (dunkelgraue Balken). d) MiR-92a- (weiße Balken)
und ITGa5-mRNA-Expression (schwarze Balken) nach Transfektion von AntimiR A6c in verschiedenen Konzentrationen (1, 5, 10, 50 nm) sowie
Transfektion von Aneg in HUVECs und anschließender 25-min�tiger Bestrahlung. Alle Daten sind relativ zur Negativkontrolle Aneg angegeben. Die
Fehlerbalken repr�sentieren den Standardfehler des Mittelwerts (SEM), n= 4. #p<0.01 verglichen mit Aneg, *p<0.05 verglichen mit Apos, §p<0.05
(t-Test).
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schalten der Aktivit�t der AntimiRs waren f�nf bis sechs
photolabile Schutzgruppen nçtig. Es ist erw�hnenswert, dass
die photoaktivierbaren Oligonukleotide mindestens drei Tage
in Zellkultur stabil sind, was nahe legt, dass die photolabilen
Schutzgruppen nicht von Reparaturenzymen entfernt
werden. Durch Bestrahlung der Zellen ließ sich die biologi-
sche Aktivit�t der AntimiRs vollst�ndig wiederherstellen.
Dies zeigte sich in einer effizienten Inhibition der miR-92a-
Expression und der Derepression des miR-92a-Zielgens
ITGa5. Wir konnten dar�ber hinaus zum ersten Mal zeigen,
dass die Angiogenese-Aktivit�t endothelialer Zellen durch
die Verwendung lichtaktivierbarer AntimiRs erhçht werden
kann.

Unsere Befunde implizieren, dass lichtaktivierbare Anti-
miRs �ber ein therapeutisches Potenzial verf�gen. AntimiRs
wurden bereits in verschiedenen Mausmodellen und einigen
vorklinischen Studien in grçßeren Tieren als Therapeutikum
eingesetzt.[9,21, 22] Zudem wurde in einer k�rzlich publizierten
Studie �ber die sichere und effiziente Verwendung von An-
timiRs gegen miR-122 im Menschen berichtet.[12] W�hrend

die systemische Inhibition von miRNAs wegen deren unter-
schiedlichen Funktionen in verschiedenen Geweben zu un-
erw�nschten Nebenwirkungen oder onkogenen Effekten
f�hren kann, kçnnte unser hier vorgestellter Ansatz eine
lokale Aktivierung f�r eine çrtlich beschr�nkte Wirkung der
AntimiRs ermçglichen. Dies w�re besonders f�r die Be-
handlung von Oberfl�chengeweben wie der Haut von Inter-
esse. Hier ließe sich beispielsweise eine Unterst�tzung der
Wundheilung durch eine Erhçhung der Angiogenese-Akti-
vit�t erzielen. Außerdem sollte auch eine lokale Applikation
w�hrend Operationen z. B. durch Katheter mçglich sein. In
vorangegangen Experimenten wurde bereits gezeigt, dass sich
eine Reihe unterschiedlicher photolabiler Schutzgruppen mit
verschiedenen Absorptionseigenschaften verwenden l�sst.[15]

Durch Verwendung von rotem oder IR-Licht und mithilfe der
Zweiphotonenbestrahlung oder aufkonvertierender Nano-
partikel kçnnten sich Eindringtiefen in biologisches Gewebe
von bis zu 10 mm erzielen lassen.[13, 14, 23, 24]
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