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Chemisch modifizierte Oligonucleotide als Sonden und Agentien 

Von Uwe Englisch * und Dieter H. Gauss * 

Oligonucleotide binden spezifisch an andere einzelstringige Nucleinsiuren, wenn diese cine 
komplementare 13asensequenz in gegenliufiger Anordnung aufweisen; es bildet sich eine Dop- 
pelhelix. Ebenso binden Oligonucleotide spezifisch an eine Reihe von Proteinen. Daher kann 
man Vorgiinge. ;in denen diese Nucleinsiuren oder Proteine beteiligt sind. durch Zusetzen 
entsprechender Oligonucleotide beeinflussen. gewohnlich inhibieren. Durch chemische Modi- 
fizierung dieser Oligonucleotide IiIJt sich ihre Wirksamkeit erhohen und das Spektrurn der 
Anwendungsmoglichkeiten erweitern. Sind zum Beispiel in einern Oligonucleotid die Phos- 
phatgruppen durch Phosphonatgruppen ersetzt. so fillt eine negative Ladung pro Nucleotid 
weg, und das Oligonucleotid ist lipophiler. Ein Oligonucleotid, das eine reaktive Gruppe triigt, 
kann seine Bindungspartner modifizieren. Ein Oligonucleotid, das kovalent mit einern Farb- 
stoff verkniipft ist. lint sich dadurch in biologischem Material orten. Oligonucleotide, die 
kovalent rnit einem Enzym verkniipft sind. konnen in sehr kleinen Mengen nachgewiesen 
werden. da iiber die Wirkung des Enzyms die signalgebende Substanz. meistens ein fluoreszie- 
render Stoff. vervielfacht werden kann. - Einschligige biochernische Probleme, die durch 
chemisch modifizierte Oligonucleotide untersucht werden. sind die Frage nach dern Vorhan- 
densein und dem Ort einer Messenger-RNA oder eines entsprechenden Gens, oder die Frage 
nach dem Vorhandensein bakterieller oder viraler Sequenzen in einem Gewebe oder in einer 
Losung. Ferner wird versucht, die Translation einer mRNA oder die Transkription und Repli- 
kation einer DNA zu inhibieren. Derzeit 1st insbesondere die Hemmung der Proteinbiosynthe- 
se und der reversen Transkription von Retroviren das Ziel vieler Arbeiten mit rnodifizierten 
Oligonucleotiden. 

I .  Prinzipien der Planung, Synthese und Erprobung 
modifizierter Oligonucleotide als Wirkstoffe am 
Beispiel Psoralen-modifizierter Oligonucleotide 

gegenliiufiger Sequenz iiber Basenpaarung nach Wurson und 
Crick spezifisch binden und dabei wieder einen doppelstriin- 
gigen Bereich wie 2 entstehen lassen (3 + 4 + 5 ) .  

Doppelstringige Nucleinsiiure 1st gewohnlich inaktiv. -A-T-C-G+ 
I1 II 111 I l l  - A - C - G - T p  

t l - v - 9 - 3 -  wihrend DNA und RNA dort. wo sie eine Funktion aus- 
iiben. einzelstringig sind, etwa DNA an der Stelle der Repli- 
kation oder Transkription und RNA insbesondere in der 

1 2 

+ 3 ,  
Form der Messenger-RNA, von der die Proteinbiosynthese 5,- 3 '  

ausgeht. An diesc. Einzelstriinge oder einzelstringigen Berei- 5'- - -3'  D 5'- 

3 4 5 che wie 1 konnen Oligonucleotide von komplementirer und 
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Zwei Anwendungsrnoglichkeiten dieses Vorgangs sind au- 
genfiillig : Versieht man das Oligonucleotid rnit einer Markie- 
rung, so ist in einer Losung die Anwesenheit der kornplemen- 



tiren Sequenz nachweisbar, in einem AufschlulJ. einer Zelle 
oder einem Gewebe dariiber hinaus auch der Ort der kom- 
plernentiren Sequenz. Es bestcht die Moglichkeit der Identi- 
fizierung. Die zweite Anwendungsmoglichkeit ist die der In- 
hibierung. D;ibei 1st das Prinzip darin zu sehen. daR die 
Funktion eincs einzelstringigen Bereichs (2. B. im Falle der 
Replikation und Transkription die Sequenz eines neu zu syn- 
thetisierenderi Strangs zu bestimmen. im Falle der Transla- 
tion - ebenfalls iiber die komplementire Basenpaarung - die 
richtige Transfer-RNA auszuwihlen) durch das teilweise 
oder ginzliche Verschlieljen zum Doppelstrang teilweise 
oder ganzlich stillgelegt wird. Diese Art der Regulation 
kommt auch natiirlich vor; man spricht dort von ..Antisense 
RNA" (UbeJsichten'l -'I), bei kiinstlichen Produkten zur 
Nachahmung dieser Regulation von Antisense-Oligonucleo- 
tiden. 

Einer solchen analogen Wirkung eines von auBen einge- 
brachten unniodifizierten synthetischen Oligonucleotids in 
lebenden Zelltn stehen jedoch drei wichtige Hindernisse ent- 
gegen : 
1 ) Oligonuclcotide. die an jeder Phosphatgruppe eine nega- 

tive Ladurtg tragen. treten nicht ohne weiteres durch die 
im wesentlichen lipophilen Zellmembranen; 

2) zahlreiche zelleigene Nucleasen bauen Oligonucleotide 
schnell a b ;  

3) die Stabilirit eines Duplex ilus einem RNA- oder DNA- 
Abschnitt und einem Oligonucleotid mittlerer Kettenlan- 
ge ist nichr groD. so da8 die Lebensdauer des Duplex oft 
betrachtlich unter der erwiinschten Lebensdauer liegt. 

1.1. Modifizierte Oligonucleotide 

WIhrend die Beeinflussung von Vorgangen in lebenden Zel- 
len durch unniodifizierte Oligonucleotide (Ubersichten" -91) 

bisher nicht sshr erfolgreich war. 1st offensichtlich. daR che- 
mische Manipulationen die Eigenschaften von Oligonucleo- 

tiden in bezug auf die genannten drei Problemkreise verbes- 
sern konnen: 

1 )  Da Zellmernbranen in wesentlichen Teilen aus lipophi- 
len Proteinen und aus Lipiden bestehen, erleichtert eine ge- 
linde Erhohung der Hydrophobie den Membrandurchtritt. 
Allerdings darf die Hydrophobie nicht zu drastisch erhoht 
werden. da sonst das modifizierte Oligonucleotid seinen Ziel- 
ort nicht erreicht. zum Beispiel. weil es in der Zellmembran 
oder einem anderen lipophilen Bereich der Zelle verbleibt. 
Dazu kame noch der Verlust ausreichender Wasserloslich- 
keit, die auBerhalb und innerhalb der Zelle gegeben sein 
muD. 

2) Da Nucleasen die Zucker-Phosphat-Kette spalten, 1st 
die Stabilitit der Oligonucleotide offensichtlich in erster Li- 
nie durch Modifizieren dieser Gruppen zu erhohen. Jedoch 
beeinfluljt die chemische Natur der Nucleobasen die Konfor- 
mation der Zucker-Phosphat-Kette intensiv und subtil. Da- 
her konnen auch Basen-modifizierte Oligonucleotide stark 
verinderte Nuclease-Resistenz aufweisen. Eine groRe An- 
zahl von Moglichkeiten komrnt hierfiir in Betracht. von che- 
mischen Veranderungen der eigentlichen Schnittstelle bis hin 
zu sterischer Hinderung des Zutritts eines Enzyms. 

3) Beim Auffinden einer komplementiren gegenlaufigen 
Sequenz und dem Binden an sie. dem Hybridisieren (Uber- 
sichtenl". "I), wird fur jede entstehende H-Briicke und jede 
Basenstapelung ein (etwas unterschiedlicher) Energiebetrag 
freigesetzt. Die Surnrne aller dieser Betrige bestimmt die Sta- 
bilitat des doppelstringigen Bereichs. Sie h a n g  nur unwe- 
sentlich davon ab, ob beide Strange der Ribo-Reihe oder der 
Desoxy-Reihe angehoren (Hornoduplex), oder ob der Dop- 
pelstrang ein Heteroduplex 1st. (Daher kann die Mehrzahl 
der Versuche auch mit Ribo- oder Desoxyoligonucleotiden 
ausgefiihrt werden; gewohnlich sind aber Desoxyoligonucleo- 
tide leichter zu synthetisieren und stabiler.) Zu kurze Oligo- 
nucleotide bilden keine stabilen Hybride. sehr lange binden 
schlieBlich unspezifisch. Dazwischen liegt ein Bereich. in wel- 
chem die Bindung schon von eineni Nucleotid mehr oder 
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weniger. oder von nur ciner fehlpaarenden Stelle darin. ab- 
hiingig sein kann. Dabei spielen die physikalischen Bedin- 
gungen wie Terriperatur und Ionenstiirke eine sehr sensible 
Rolle. Bei physiologischen Bedingungen sind Doppelstrang- 
Bereiche oberhalb von etwa 15 Basenpaaren einigermallen 
stabil; unter extremen Bedingungen konnen aber auch schon 
doppelstriingige Bereiche aus nur etwa fiinf Basenpaaren be- 
stehen. Dieses Binden der Striinge IiiIlt sich durch viele Mani- 
pulationen am Oligonucleotid sehr fein modulieren. ange- 
fangen von Modifizierungen der Nucleobasen zu besserem 
Paaren oder Stapeln iiber das Hinzufiigen intercalierender 
Substituenten bij hin zum irreversiblen Verkniipfen der bei- 
den Strange. Jedoch darf der zus2tzlich freiwerdende Ener- 
giebetrag (2. €4. aus  einer Intercalation) nicht so hoch sein. 
daB er das sequenzspezifische Hybridisieren des Oligonu- 
cleotids zunichte macht. 

1.2. Synthese 

O H  
B 

15 

HO H 

Oligonucleotide 11 konnen nach mehreren Verfahren in 
kiiuflichen Synthese-Apparaturen schrittweise aus entspre- 
chend phosphorlilierten. geschiitzten und aktivierten Deri- 
vaten 6- 10 der Nucleoside aufgebaut werden (Ubersich- 
ten[8.12-171 ). 

nucleotid das Psoralen-modifizierte Oligodesoxynucleotid 
der prinzipiellen Struktur IS[*]. 

In einer Variante der Synthese Psoralen-modifizierter Oli- 
gonucleotide 17 wird in die Phosphoramidit-Festphasen- 

11 6 7 8 9 10 

Die Synthese inodifizierter Oligonucleotide richtet man 
deshalb so ein. dall diese Verfahren und Apparaturen beibe- 
halten werden konnen. Eines der einzusetzenden Nucleotid- 
Derivate (oder rnehrere) wird in einem Synthese-Cyclus 
(oder in mehrereri) durch ein modifiziertes Nucleotid-Deri- 
vat ersetzt. Dies Nucleotid-Derivat kann bereits wie ge- 
wiinscht modifiziert oder eine Vorstufe sein, die in einem 
spiteren Schritt zum gewunschten Produkt umgesetzt wird. 
Im einfachsten Fall wird nur im letzten Schritt einer maschi- 
nellen Synthese eine veriinderte Substanz eingebracht. So 1st 
es zum Beispiel im Fall einer der Synthesen Psoralen-modifi- 
zierter Oligonuckotide~'']: Das Oligonucleotid wird nach 
der Phosphoramitlit-Methode an der Festphase von 3' nach 
5' aufgebaut (12 -+ 13). 

2 3  n" 5. _* - 5' N4p N3pN2p N' 3' 

12 13 

Im letzten Schritt bringt man statt eines Nucleotid-Deri- 
vats die Substanz 14 ein. einen Abkommling des 4,5',8-Tri- 
methylpsoralens, und erhiilt nach Ablosen des Produkts von 
der Festphase und Abspalten der Schutzgruppen vom Oligo- 

Synthese statt eines Adenosin-Derivats die Substanz 16 ein- 
gebracht 91. 

Es kann also jedes beliebige Adenosin in einer Sequenz 
durch das Psoralen-modifizierte Adenosin ersetzt werden. In 
weiteren Arbeiten zur gezielten kovalenten Verkniipfung von 

NH-Bz 
I 

0 

P-N  
I i  
I \  

16 
, I  

OZCN 

J Psora'en 
N4 pN3 pA pN1 

Psoralen und einem Oligonucleotid werden die modifizierten 
Oligonucleotide durch andere Reaktionen. aber prinzipiell 
nach demselben Baukastensystem, konstruiertl" - 12]. 

1'1 Alle hier besprochenen Psoralen-modifizierten Verbindungen enthalten dns 
in  den Formeln 14 - 16 gereichnere Psoralen-Derivnt. 
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1.3. Psoralen und Psoralen-rnodifizierte Oligonucleotide 

Psoralen kommt in Pflanzen vor; Extrakte solcher Pflan- 
zen werden scit etwa 3000 Jahren gegen Haut- und Tumor- 
Erkrankungen eingesetzt (Ubersichtenl2-' ). Dabei kommt 
es zu einer Hemmung der Replikation oder Transkription 
der DNA. wt:il sich das Psoralen wie in 18 angedeutet zwi- 
schen zwei iihereinanderliegende Basenpaare der DNA ein- 
lagern kann. Wird dieses Addukt mit Licht der Wellenliinge 
300- 400 nm bestrahlt, so kann das Psoralen sowohl mit dem 
Furan- als auch mit dem Pyran-Ring kovalente Bindungen 
bilden. bevorzugt zu Thymidinen (vgl. 19). so daB durch die 
kovalente Verkniipfung beider StrBnge die inhibierende Wir- 
kung langfristig etabliert wird. 

18 19 

Von den Psoralen-modifizierten Oligonucleotiden 21 er- 
wartet man schlieBlich eine wesentliche Verbesserung der 
therapeutischen Wirkung des Psoralens allein (dessen Bin- 
den an die DNA natiirlich statistisch erfolgt), da uber das 
H ybridisieren des Oligonucleotids an die gegenliufige kom- 
plementire Sequenz 20 das Psoralen an nur eine bestimmte 
Stelle gebracht werden kann,(vgl. 22) und es diese Stelle dann 
verschlie0t. Dabei kann es sich z.B. um einen DNA-Ab- 
schnitt handeln. der in Tumor-Zellen transkribiert wird. 
wihrend in Zellen. die einer funktionierenden Regulation 
unterliegen. die Anlagerung von 21 unterbleibt. 

- 5 ' -  3' 
341ml?L 

5,--111111111111133. 

20 21 22 

Die Richtigkeit des Konzepts wurde in vitro gezeigt: Ein 
Psoralen-modifiziertes Oligonucleotid aus 18 Nucleotiden ist 
mit einem unmodifizierten Oligonucleotid 23 etwa gleicher 
Kettenliinge und gegenlaufiger komplementirer Sequenz 
nach Hybridisieren und Bestrahlen kovalent verkniipft. Dies 

chen der gewiinschten Stelle ermoglichen und das Erreichen 
anderer Stellen unmoglich machen. Gewohnlich ist dies auf 
eine Nucleobase genau nicht erreichbar. sondern betrifft ei- 
nen Bereich um ein Maximum herum - man bezeichnet die 
Reaktionen deshalb je  nachdem als hoch bis gering regiose- 
lektiv und symbolisiert dies mit groBeren und kleineren Pfei- 
len. 

Im Falle der Psoralen-modifizierten Oligonucleotide ist 
erhohte Hydrophobie festzustellen und eine gewisse Inhibie- 
rung der Nucleasen durch den sperrigen Psoralen-Rest zu 
erwarten. Beides. Membrangingigkeit und Nucleasestabili- 
tiit. sol1 auch durch den Ersatz der geladenen Phosphat- 
Gruppen durch die ungeladenen Methylphosphonat-Grup- 
pen erhoht werden. wie es in einer anderen Familie Psoralen- 
modifizierter Oligonucleotide gelanglZ0. l']. Nachdem die 
Hybridisierung stattgefunden hat. bestimmt die Linge des 
Spacers. o b  und wo intercaliert werden kann. Bei Verbindung 
15 konnen maximal acht Atome als Spacer geziihlt werden, 
so daB kein weiter Spielraum zur Intercalation vorliegt. Die 
Hybridisierungsstelle (siehe 23) und der Spacer (siehe 15) 
sind so gewiihlt, daB das Psoralen an einer der Stellen inter- 
calieren kann. wo gegenuberliegende Thymin-Reste unter- 
halb und oberhalb des Psoralens die Photoreaktion ermogli- 
chen (siehe 23 und 18/19), Mit diesem System konnen bei 
Bedarf noch weitere Reaktionsschritte ausgefiihrt werden. 
da die Verkniipfungen der Thymin-Reste mit dem Psoralen 
iiber Cyclobutan-Strukturen durch Bestrahlen mit UV-Licht 
der Wellenlinge < 300 nm wieder gelost werden konnen. 
Auch die Bindung zwischen dem Psoralen und dem Oligonu- 
cleotid kann in einem Fall[z21. wo sie eine S-S-Briicke ein- 
schlieljt. leicht wieder gelost werden. 

1.4. Substrat-Analoga 

Eine dritte Gruppe von Anwendungen modifizierter Oli- 
gonucleotide besteht darin. dalj sie als Substrat-Analoga von 
Nucleasen. Polymerasen und weiteren Enzymen und als Bin- 
dungspartner von Proteinen dienen konnen. Dabei werden 
die modifizierten Oligonucleotide nicht nur als Einzelstrang. 
sondern auch als Duplex eingebracht. Auf diese Weise sind 
Untersuchungen von Reaktionsmechanismen (siehe z. B. 
Restriktions-Endonucleasen), Markierungen (siehe z. B. Se- 
quenzieren), regulierende Eingriffe (siehe z. B. Nucleasen) 
und weitere Manipulationen moglich. 

5' P ~ T A G ~ : C G C T A T C G G T T A G T  3' 
3' GCCATCGGCGATAGCCAATCA 5 '  23 

1.5. Literatur 

l i B t  sich am chromatographischen Verhalten der Oligonu- 
cleotide in eiriem Medium nachweisen, in dem keine Doppel- 
strange. die n u r  durch Basenpaarung zusammengehalten wer- 
den, existieren konnen['*. ''1. Mit weiteren Psoralen-modifi- 
zierten Oligonucleotiden wurde dariiber hinaus die Inhibi- 
tion der Transkription und Translation gezeigt[". 2 1 .  2 6 .  "I. 

Von besonderer Wichtigkeit ist. o b  ein Substituent unmit- 
telbar an ein Oligonucleotid gekniipft ist und deshalb wenig 
Beweglichkeit hat. oder o b  ein Spacer ihm mehr Beweglich- 
keit verschafit. Ein direkt gebundener Substituent kann un- 
ter Umstindtm iiberhaupt nicht agieren; ein giinstig gewihl- 
ter Spacer -- gewohnlich zwischen drei und zwanzig Atomen 
je nach Einzelfall - sol1 der funktionellen Gruppe das Errei- 

Uber Oligonucleotide - unmodifiziert und chemisch modi- 
fiziert - sind mehr als 3000 Publikationen erschienen. Dem- 
entsprechend wurden auch modifizierte Oligonucleotide 
schon nach mehreren Gesichtspunkten kritisch zusammen- 
gefd3t; insbesondere wurden neben ihrer Chemie['.'l und 
ihrer Bedeutung bei der Untersuchung der Replikation['81 
ihre hemmende Wirkung auf die Genexpression in Zellauf- 
schliissen und Zellkulturen sehr sorgfiltig analysiert['. 2 ' - 3 5 1  
und ihre Anwendung als Cytostatica d i s k ~ t i e r t [ ~ ~ - ~ ~ ]  . Da s- 
selbe gilt fur die Anwendung zur Identifizierung von Nu- 
cleinsiuren und Proteineni3'] bis hin zu entsprechenden An- 
wendungen in der Diagnose[401. In diesem Aufsatz werden 
als Beispiele die Gebiete gewiihlt. in denen Publikationen aus 
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jiingstcr Zeit (bis etwa Mitte 1990) vorliegen; selbst dann 
konnen die vorgestellten Publikationen nicht ohne gewisse 
Willkiir ausgewiihlt sein. Linger zuriickliegende und grund- 
sitzliche Arbeiten sind insbesondere bei17.q.30-3'. 3 7 - 4 0 1  b e- 
sprochen. 

2. Inhibieren \'on RNA- und DNA-Funktionen 
durch modifizierte Oligonucleotide 

Psoralen-rnodifizierte Oligonucleotide, die in der Einlei- 
tung als Beispiel zur Erklirung einiger allgemeiner Fragen 
dienten. sind eine Untergruppe der zur Inhibierung von 
Funktionen der RNA und DNA konstruierten Oligonucleo- 
tide. Zahlreiche weitere Gruppen potentiell inhibierender 
Oligonucleotide existieren. Hier werden fiinf Beispiele be- 
sprochen. nirnlich aus der Gruppe der rnit Intercalatoren 
( U  bersicht I' ' I )  iubst i t uierten Oligonucleotide noch die 
Acridin-rnodifizi1:rten Oligonucleotide. dann modifizierte 
Oligonucleotidc. die zurn Gegcnstrang (oder cinern Protein) 
kovalente Bindu ngen bilden, modifizierte Oligonucleotide, 
die den Gegenst-ang spalten, Oligonucleotide. die mit tu- 
morhemmenden Platin-Verbindungen beladen sind. und 
schlie13lich poten tiell virustatische Oligonucleotide. 

2.1. Acridin-modifizierte Oligonucleotide 

Acridin-rnodifizierte Oligonucleotide ihneln (Ubersich- 
Psoralen-rnodifizierten Oligonucleotiden darin. 

da13 die intercalationsfihige Gruppe (rneist nicht Acridin 
selbst. sondern 9-Amino-6-chlor-2-methoxyacridin (siehe 
28)) etwa gleicher. Crone und Art 1st; daher sind die bei der 
Intercalation von Acridin und Psoralen freiwerdenden Ener- 
giebetrige auch etwa gleich groB. Dagegen ist die reversible 
Photoreaktion nur fur Psoralen typisch. Der Acridinrest 
kann nach rnehrei-en Methoden. aber imrner iiber die 9-Ami- 
no-Gruppe. an rnehrere Stellen eines Oligonucleotids ge- 
kniipft werden. niirnlich iiber das 3'-Phosphat (24)l4']. iiber 
das 5'-Phosphat (25)[45.461, iiber beide (26)[451 oder iiber ein 
internes Phosphat (27)'4s.471. Ein Beispiel fur ein Acridin- 

24 25 26 

27 

modifiziertes Oligonucleotid ist Verbindung 28[481. Sie ist 
zusitzlich durch eine Neopentyl-Gruppe modifiziert. die das 
Oligonucleotid etwas lipophiler rnacht und Nuclease-Angrif- 

ri- 
H 

28 

fe iiber sterische Hinderung teilweise abwehrt['*I. Neben Oli- 
gonucleotiden vom Typ 28 sind weitere Acridin-rnodifizierte 
Oligonucleotide bekannt, die eine zweite Modifizierung auf- 
weisen. beispielsweise Phosphorothioat-Gruppen 1''. '"I odcr 
Triester des 3'-Phosphats rnit  einer zusitzlichen positiven 
Ladung["] oder rnit einer photoreaktiven Gruppe["l. Das 
Binden dieser Stoffe an Nucleinsiuren. einschlieBlich ihrer 
Intercalation. 1st an kurzen Nucleinsiure-Fragrnenten sehr 
gut dokurnentiert. etwa mit NMR148.4q1. lhre biologische 
Wirksamkeit wurde in vitro und in Zellen an mehreren Syste- 
men gezeigt, beispielsweise an der Inhibierung der Protein- 
biosynthese rnit  P-Globin-mRNA["~ '31  oder rnit Trypano- 
~omen-mRNA~' '~ .  Auch die Proliferation viraler Systerne, 
beispielsweise von Influenza-Viren["l. von SV-40-Virenls21 
und von Bactcriophagen~"]. wird inhibiert. Acridin-rnodifi- 
zierte Oligonucleotide konnen nicht nu r  an Einzelstringe 
binden. um Doppelstriingc zu bilden. sondern auch an Dop- 
pelstringe unter Bildung von Tripelstringen'". ''I (siehe 
Abschnitt 5 ) ;  auch in diesern Fall intercaliert das Acridin. 

Die Stabilitit solcher Acridin-modifizierten Oligonu- 
cleotide gegeniiber dern Abbau durch zelleigenc Nucleasen 
nirnmt steil zu. wenn das Oligonucleotid aus z-Anorneren 
der iiblichen Nucleoside aufgebaut ist (30 statt 29)[s8-"1: 
entsprechend steigt auch die hemmende Wirkung["]. Wih-  
rend in normalen Nucleinsaure-Doppelstringen, wo beide 
Strange aus P-Anorneren bestehen, die beiden Strange anti- 
parallel verlaufen. paaren sich Stringe aus r-Anorneren rnit 
Stringen B U S  P-Anorneren parallel"8."1 Diese Gebilde kon- 

/ 

--gp -- 

/ 
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nen sehr stabil sein. besonders der Duplex aus einem z-Des- 
oxyoligonucleotid und P-RNA; jedoch 1st die Stabilitit se- 
quen~abhingig[ '~] .  Dies sind zwei Vorteile beim Einsatz von 
a-Oligonucleotiden als Inhibitoren; einer ihrer Nachteile 
(wie auch von Methylphosphonat-Oligonucleotiden) besteht 
darin, daB sie RNase H nicht aktivieren konnenIh2] (siehe 
Abschnitt 2.4). Ihre inhibierende Wirkung auf RNA riihrt 
also nur  von der blockierenden Wirkung der Duplex-Bil- 
dung her und ist nicht von einer Spaltung des Gegenstrangs 
begleitet . 

Oligonucleotide aus a-Anorneren. ihre typischen Struk- 
turen und ihre Verhaltensweisen in biologischen Systernen 
wurden jedoch nicht nur im Zusammenhang rnit Acridin 
beschrieben ( U  bersicht ['41;[6' -"I ). Oligonucleotide a m  r -  
Anorneren inhi bieren beispielsweise die Reverse Transkrip- 
tase von HIV-Viren[6'~h'] und die P-Globin-Synthe~e~"~ 
und blockieren die Spaltung von RNA-StrCngen durch 
RNase H1''.'']. In anderen Konstrukten - analog zu den 
Acridin-rnodifizierten a-Oligonucleotiden - wurden Oligo- 
nucleotide aus z-Anomeren mit weiteren reaktiven Gruppen 
verkniipft wie der Proflavin-[6q1 und der p-Azidophenacyl- 
Gruppe[", 701: in beiden Fillen konnen nach dem Hybridi- 
sieren eines solchen rnodifizierten Oligonucleotids an einen 
RNA- oder DNA-Einzelstrang durch Bestrahlen Photoreak- 
tionen gestartet werden (siehe Abschnitt 2.2). 
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2.2. Kovalentes Verknupfen von modifizierten 
Oligonucleotiden mit ihrem Gegenstrang 

Es gibt weitere Moglichkeiten, die hemmende Wirkung 
auf die Funktion eines RNA- oder DNA-Einzelstrangs. die 
vom Hybridisieren eines Oligonucleotids ausgeht. zu erho- 
hen: Das Oligonucleotid 32 kann derart modifiziert werden, 
dan es nach dem Hybridisieren kovalent mit dem Gegen- 
strang 31 verknupft wird (31 + 32 ---* 33) und dadurch dort 
langfristig fixiert 1st ( U b e r ~ i c h t e n ~ ~ ' .  721). 

Ein Beispiel fur ein solches Oligonucleotid 1st 35[731. in 
welchem die reaktive Funktion iiber die 2'- und 3'-Stelle der 
3'-stindigen Ribose angebunden 1st; die 5'-seitig gebundene 
Phenazinium-Gruppe dient zur  Verbesserung des Bindens 
nach dem Hybridisieren und vor der kovalenten Verkniip- 
fung (vgl. Abschnitt 2.1). Solche Oligonucleotide inaktivie- 

C H I - i H I - O H  

NH-:H;--Ch2-NH-pd (CCTCTTCCC)  r A z _ ( H  
' [ H ~ - c H ~ - c I  

35 

ren die Funktionen einzelstringiger DNA174. 7 5 1  und doppel- 
stringiger DNA[76' wie auch von Phagen oder Viren[731. 
Unter Umstinden kann die Ziel-Nucleinsiure. die gewohn- 
lich am Guanosin alkyliert wird. in einer Folgereaktion ge- 
spalten werden (siehe 33 + %)I7'. 7 s 1  . Enthilt das Oligonu- 
cleotid anstelle der Phenazinium-Gruppe eine Cholesteryl- 
G r ~ p p e [ ~ ~ ] ,  so ist seine Aufnahme in Zellen wesentlich bes- 
ser. wihrend tias Binden wenig verindert wird. In einer an- 
deren Gruppe von Reagentien mit analogen Wirkungen ist 
die p-Azidop11enacyc1-Gruppe~~~~ 701, der Proflavinrest[6'1. 
der Azidop~.of lavinrest[~~~.  ein 5-Azido-substituiertes 
Uridin[7'.801. 5-Methyl-N4.N4-ethanocytosin[R'1 oder ein 
Naphthochinon-Derivat[n'l dic Stelle. von der eine kovalen- 
te Verkniipfuiig ausgehen kann. in den Fillen 1-4 und 6 
nach Bestrahlen. Auch Psoralen-modifizierte Oligonucleo- 
tide. die photoreagieren (siehe Abschnitt 1.3). sind ein sol- 
cher Fall. Schlienlich konnen eine Nucleinsiure und ein (mo- 
difiziertes) Oligonucleotid auch uber ein drittes Agens ver- 
knupft werden. z. B. iiber einen P l a t i n - K ~ m p l e x [ ~ ~ ~ .  Ein 
modifiziertes Oligonucleotid kann naturlich auch kovalent 
an ein Protein  binder^[^'. 8 4 - 8 6 1 .  Wihlt man die Mercapto- 
Gruppe eines modifizierten Oligonucleotids und die eines 
Cysteins als Rcaktionspartner. so entsteht eine reversible ko- 
valente Verkniipfung[*']. 

Von dieser Art von Reagentien wird die deutlichste und 
am langsten anhaltende inhibierende Wirkung - etwa gegen- 
uber Viren - erwartet. wenn sie sich bis zu Arzneimitteln 
entwickeln lassen. 

2.3. Spalten des Gegenstrangs 
durch ein modifiziertes Oligonucleotid 

Eine weitere Moglichkeit, die aus dem Hybridisieren eines 
Oligonucleotids hervorgehende hemmende Wirkung zu ver- 
lingern, besteht darin, im Gegenstrang 36 einen Strangbruch 
zu veranlassen. Dies kann iiber die Aktivierung einer zellei- 
genen Nuclease erfolgen (siehe Abschnitt 2.4) - der entste- 
hende Duplex mun dann bestimmte strukturelle Vorausset- 
zungen erfiillen -. kann aber auch vom Oligonucleotid aus- 
gehen. Im einfachsten Fall ist ein spaltendes Enzym an das 
Oligonucleotid 37 gekniipft[".881. etwa eine Ribonuclease 
an ein Desoxyoligonucleotid, die nach dern Hybridisieren zu 
38 den RNA-Gegenstrang in der Nahe der Hybridisierungs- 
stelle spaltet (siehe 39). Bei einer weiteren Familie von Stof- 
fen wird die Spaltung des Gegenstrangs durch ein komple- 
xiertes Metall-Ion bewirkt, das uber einen Spacer mit dem 
Oligonucleotid verknupft ist. 

36 38 

--4 

39 

Als geeignete Oligonucleotid-Derivate eingesetzt wurden 
Eisen-Porphyrin-K~mplexe[~~~ 901 sowie Eisen-EDTA-Korn- 
plexe[" zur Spaltung einzelstringiger DNA["'-yJ1 und 
RNA ( P ~ r p h y r i n [ ~ ~ ] ;  EDTA['S1); gespalten werden kann 
aber auch durch einen Eisen-EDTA-Komplex doppelstrin- 
gige DNA iiber Tripelstrang-Bildung'y6-y81. Auch mit ei- 
nem Kupfer-Phenanthrolin-Komplex konnen einzelstringi- 
ge DNA[9', Iool. RNA["'] und doppelstringige DNA["'] 
gespalten werden. Ein Beispiel eines Phenanthrolin-modifi- 
zierten Oligonucleotids ist 4011011. 

OH 

II 
0 

N H - I 0  -cH,-NH-P-AATTGTTATCCGCTCACAATT 

40 

Die Reaktionen fiihren bisher nicht in ~ i n e i 7 1  ubersichtli- 
chen Schritt zu nur cineni Produkt. Von diesen Metall-Kom- 
plexen werden weitere Reaktionen. Nebenreaktionen und 
Folgereaktionen bewirkt. Daher ist auch die Frage der mog- 
lichen Anwendung der Reaktionen in lebenden Zellen noch 
ungelost. Erwihnt sei, dal3 Strangspaltungen auch von ginz- 
lich anderen Reagentien ausgehen konnen, nimlich als Fol- 
gereaktion von photochemischen Prozessen und/oder AI- 
kylierungen verschiedener Spielarten[', ". ". 70. 7 R .  

Durch Ellipticin-modifizierte Oligonucleotide 41 konnen 
beide Stringe eines DNA-Doppelstrangs nach Bildung eines 
Tripelstrangs gespalten ~ e r d e n [ ' ~ ~ ~ .  
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Langfristig ist der wichtigste Aspekt dieser Spaltungen 
vermutlich nicht der des Spaltens einer Nucleinsiure zur 
Inaktivierung, scndern der des Spaltens zur gentechnischen 
Weiterarbeit an einer bestimmten Stelle. An der Moglichkeit 
zur kiinstlichen crtsspezifischen Spaltung von immer wieder 
anderen RNA- oder DNA-Einzelitringen besteht Bedarf: 
Auch fur DNA g bt es nicht iiberall giinstig gelegene Schnitt- 
stellen von Restriktions-Endonucleasen. bei RNA fehlen 
analoge Enzyme im allgemeinen. Urn gentechnisch weiterar- 
beiten zu konnen, ist natiirlich Spezifitit oder wenigstens 
hohe Regioseleklivitiit notig - diese Systeme miissen daher 
noch betrichtlich verbessert werden, urn in der Praxis 
brauchbar zu sein. 

2.4. Spalten des Gegenstrangs durch RNase H 
uber ein modifiziertes Oligonucleotid 

Biologisch konimen Situationen vor. bei welchen nur ein 
Strang eines Duplex gespalten wird. so etwa bei Repair-Pro- 
zessen, bei denen ein Teil eines Strangs ausgeschnitten und 
ersetzt wird. und beim Start der Replikation, wenn der Pri- 
mer - ein Ribooligonucleotid - wieder entfernt wird. In allen 
Fiillen bewirkt di- von der Norm abweichende Struktur des 
Duplex-Bereichs, da6 ein Enzym tiitig wird. Es lag deshalb 
nahe. durch Zugabe eines Oligonucleotids zu einern Einzel- 
strang (oder einein Doppelstrang mit Einzelstrang-Bereich) 
eine solche Situation zu simulieren und die Spaltung der 
Nucleinsiure durch ein natiirlich vorhandenes Enzym an 
einer Stelle zu errcichen. die von der Sequenz des zugesetzten 
Oligonucleotids bestimmt ist. Sol1 RNase H aktiviert wer- 
den. so geht es darum, einen RNA-Einzelstrang 42 auf Zu- 
satz zuerst eines Desoxyoligonucleotids (Bildung von 43) 
und danach der RNase H (Bildung von 44) zu spalten 
(44 + 45). 

Solche Spaltungen gelangen mit unmodifizierten Desoxy- 
ohgonucleotiden['05 - ' 0 8 ]  sowie mit modifizierten Oligonu- 
cleotiden. so etw.1 mit Phosphorothioat-Oligonucleotiden. 
wiihrend Methylphosphonat- und Phosphoramidat-Oligo- 
nucleotide (oder Oligonucleotide mit lingeren solchen Berei- 
chen) keine RNase-H-Spaltungen einleiten konnen["'. I o H i .  

Weitere modifiziei te Oligonucleotide, die RNase-H-Spaltun- 
gen veranlassen sc4len. sind nicht-uniform aufgebaut. um die 
Spaltung im RNA-Gegenstrang auf rnoglichst nur eine In- 
ternucleotidbindung zu beschriinken. Derartige Stoffe, die 
auch im wesentlichen die Spaltung an nur einer Stelle errei- 
chen. sind Oligonucleotide aus etwa gleich gro6en Desoxy- 
und Ribo-Teilen. die in der Nahtstelle statt der Phosphat- 
gruppe auch eine Pyrophosphatgruppe tragen konnen1'091. 
oder Oligonucleotide aus einem lingeren Ribo-Teil, der 2'- 
0-methyliert ist. ind einem kiirzeren Desoxy-Teil[' "1. In 

einer weiteren Gruppe von Oligonucleotiden ist ein Desoxy- 
Teil aus zwei bis vier Nucleotiden in ein Riboohgo- 
nucleotid" I ' I  oder ein Methylphosphonat-Oligonucleo- 
tid" I 2 I  eingeschaket. oder ein Desoxy-Phosphorothioat-Teil 
ist in ein Methylphosphonat-Oligonucleotid eingeschal- 
tet[""I. Wiihrend in einem Duplex 46 aus je neun Nucleo- 
tiden etwa drei Internucleotidbindungen gespalten werden. 
gibt es im Duplex 47 nur eine Spaltstelle. weil statt 
Desoxynucleotiden 2'-O-Methylribonucleotide den zentra- 
len Desoxy-Teil flankieren" I 31.  

I 
5 ' r  A C U U A C C U G  3 '  5 ' r  A C U U A C C U G  3' 
3 ' d  T G A A T G G A C  5 '  3 ' 6  UmGmAATGGAmCm 5' 

46 47 

Die Reaktion ist insbesondere fur molekularbiologischc/ 
gentechnologische Anwendungen. nimlich zur  Spaltung ei- 
nes Ribo-Strangs an einer bestimmten Stelle. sehr interessant 
(siehe Abschnitt 2.3). Umgekehrt liuft bei der Mehrzahl der 
Desoxyoligonucleotide mit antimessenger-Wirkung nicht 
nur eine Blockade durch Hybridislerung ab. sondern auch 
eine Hemmung dadurch. daD RNase H den Heteroduplex 
angreift. 

2.5. Tumorhemmende Platin-Verbindungen 

Cisplatin (ci.~-[Pt(NH,)~Cl,1; Ubersichtl"") sowie wei- 
tere Platin-Verbindungen unterschiedlicher Strukturen (Uber- 
sicht" I 'I) werden als Therapeutica gegen neoplastische Er- 
krankungen eingesetzt. ohne da6 man den Mechanismus 
dieser Wirkung kennt. Mit DNA bilden diese Platin-Verbin- 
dungen - ohne zu intercalieren - Addukte. die die DNA 
kriimmen[l 16- 1201 , und binden dabei bevorzugt an zwei be- 
nachbarte Guanosin-Reste desselben Stranges. Bei einem 
Modell-Experiment wurden Oligonucleotide mit zwei be- 
nachbarten Guanosin-Resten zu ci.~-[Pt(NH,)~dGpG]-ent- 
haltenden Oligonucleotiden 48 umgesetzt und dann in DNA 

b 

48 

einkloniert. worauf die Funktion des betroffenen DNA-Ein- 
zelstrangs weitgehend inhibiert dies zeigt. dafJ dies 
der (oder ein) Mechanismus der cytostatischen Wtrkung der 
Platin-Verbindungen sein konnte. 

Durch Agentien gekriimmte Nucleinsiiure kommt noch in 
weiteren Fallen vor. etwa beim Vorhandensein von Thymin- 
Dimeren (siehe Abschnitt 4.2) in der DNA. Auch unmodifi- 
zierte DNA kann gekriirnrnt sein. besonders dann, wenn sie 
A . T-Bereiche enthilt. deren A,-Sequenzen immer auf der- 
selben Seite der Helix liegen (siehe Abschitt 4 und 5 ) .  
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2.6. Modifizierte Oligonucleotide 
als potentielle Virostatica 

Die inhibierende Wirkung auf die Gen-Expression. die 
modifizierte Oligonucleotide haben konnen, wurde oben 
schon mehrlach andiskutiert und auch anderswo geordnet 
nach Stofferi[L22. 1 2 3 1  oder nach W i r k u r ~ g e n [ ~ ' . ~ ~ .  1241 zu- 
sarnmengefant ; so wurde beispielsweise die bisher erreichte 
Hernmung der Onkogene b e s p r o ~ h e n [ ~ ~ ~ .  Hier sollen einige 
antivirale Wirkungen noch einmal zusammengestellt und be- 
sprochen werden. Dabei spielen Phosphat-modifizierte Oli- 
gonucleotide eine wichtige Rolle. Daher sollen die wichtig- 
sten Klassen zuvor in Formeln vorgestellt werden: 4 9 4 .  

I YH I Y H  I Y I 7 I Y R 2  I YH I YR I Y 3  
0-P-0 0-P-0 0-P-0  0 - P - 0  0 -P-0  0-P-0 0 - P - N H  0 - P - 0  

: I  ' d l  b \ l R ; I  ' d l  
49  50 51 52 53 54 55 56 

1123. 1128.129 1128.129. 11301 IL7.129. 11291 1139.1LOI 1129.131, 
125-1311 131.133. 133.131 1LlLlL61 

1361 137.7381 

57 58 59 60 61 62 63 64 

1130,1381 11381 11281 1130.1L71 11671 l l L 8 l  11381 llL9.1501 

Das Spektrum reicht von Verbindungen, in denen nur ein 
Atom ersetzt ist (Beispiel Phosphorothioate), bis zu Stoffen, 
in welchen Phosphat und/oder Zucker durch ein ganz ande- 
res Trigersyitem ersetzt sind (hier nicht besprochen). Die 
ilteste und wichtigste Gruppe Phosphat-modifizierter Ver- 
bindungen sind Phosphorothioat-haltige Stoffe 49 (Uber- 

). Das Ladungsmuster naturli- 
cher Nucleinsiuren ist hier erhalten. Am wichtigsten neben 
Phosphorothioaten sind Methylphosphonate 56, weil sie ei- 
ne Ladung weniger enthalten und deshalb membrangingiger 
sind; hier existieren noch weitere Variationen, die die Eigen- 
schaften feinzr modulieren konnen, z. B. Oligonucleotide rnit 
CHF2- statt der C H , - G r ~ p p e n [ ' ~ ~ ~ .  In einigen Fillen ist die 
Modifizierung nicht nur chemisch und strukturell gesehen 
gering, sondern eine wesentliche Verinderung, etwa bei Tri- 
estern 51, wenn der Substituent lipophil  IS^"^^]. bei Amida- 
ten 53 wenn er positiv geladen ist (R = -X-NR:)[133. 
oder wenn er intercalationsfihig ist[471. Wird ein 0-Atom 
ausgetauscht, das zur Hauptkette gehort (55. 61. 62). entste- 
hen unterschiedliche Stoffe, je nachdem o b  dies 5'- oder 3'- 
seitig vom Phosphor erfolgt. Die Si-haltigen Stoffe 64 sind 
die einfachsten Beispiele aus der Familie nicht mehr Phos- 
phor-haltiger Oligonucleotide (hier nicht besprochen). 

Durch die Einfuhrung einer Gruppe wie beispielsweise 
CH, oder SH am Phosphor entsteht dort ein stereogenes Zen- 
trum. Bei n niodifizierten Zentren konnen 2" Isomere auftre- 
ten, die von Enzymen als unterschiedlich erkannt werden 
(hier nicht besprochen) und bei einer Hybridisierung nicht 
gleich gut an die Zielsequenz binden (ein Substituent kann 
ins Innere der Doppelhelix oder nach aul3en ragen, was ste- 
risch gunstiger ist). Uber die Stabilitat des Hybrids wirkt sich 
dies auch auf die biologische Aktivitat aus. Es gibt deshalb 
eine Reihe von Versuchen zur stereoselektiven Synthese von 

s,chten [ I  23.  I25 - 1271. [ I  28 - I 3  11 

modifizierten Oligonucleotiden (hier nicht besprochen ; 

Eine betrachtliche Anzahl modifizierter Oligonucleotide 
wurde auf die Fihigkeit getestet. die Proliferation von HIV 
(Human Immunodeficiency Virus) oder von anderen Viren 
und Phagen zu hemmen. Im einfachsten Fall wird getestet. 
o b  in einem in-vitro-System die Zunahme von Viren oder 
Phagen oder von Teilen dieser Spezies oder die Expression 
eines einzelnen viralen Proteins unterbunden 1st. Solche 
Wirkungen haben Acridin-modifizierte Oligonucleotide ge- 
gen T4-Phagen[561. Polylysin-modifizierte Oligonucleotide 
gegen VSV (Vesicular-Stomatitis-Viren)[' I "I. Methyl- 
phosphonat-Oligonucleotide gegen VSV. SV-40- (Simian) 
und H e r p e ~ - V i r e n [ ' ~ ~ .  I s 2 1  und Phosphorothioat-Oligo- 
nucleotide gegen Herpes-Viren" 531. Entsprechende Wirkun- 
gen gegen HIV sieht man bei Phosphorothioat-Oligo- 
nucleotiden[Is4. I 551 und bei Oligonucleotiden aus a-Anome- 
ren[6s.661 (siehe Abschnitt 2.1). Phosphorothioate sind weni- 
ger toxisch und wirksamer als entsprechende Selen-Oligo- 
nucleotide[' 561. DaB auch S-dC-28, eine Desoxyoligocytidyl- 
saure mit Phosphorothioat-Gruppen (und andere Homo- 
Oligonucleotide), eine virostatische Wirkung gegen 
HIV[66. l S s 1  und gegen Herpes-Viren'' s31 hat, erstaunte, 
da sich zu der Substanz keine komplementire Sequenz im 
Virus findet. Hier ist offensichtlich der Angriffspunkt die 
Reverse Transkriptase oder die virale Polymerase, mit wel- 
cher sich stabile funktionsstorende Assoziate bilden. die 
nicht dem Antisense-Prinzip zugehoren. Dabei 1st die Re- 
verse Transkriptase ein besonders interessantes Ziel, weil sie 
in normalen eukaryotischen Zellen fehlt. 

Im Hinblick auf den angestrebten Einsatz als Arzneimittel 
sind Versuche in Zellkulturen bereits relevanter. Zwei Viren. 
HIV und VSV, wurden intensiv untersucht; daruber hinaus 
wurde auch die Hemmung von Influenza-Viren rnit Acridin- 
Ol igon~cleot iden[~~] ,  von Herpes- und SV-40-Viren mit 
Methylphosph~nat-[~~~.~~~l oder Acridin-Oligonucleoti- 
den['*] und von Coliphagen rnit alkylierenden Oligonucleo- 
t i d e r ~ ' ~ ~ ]  erprobt. Gegen VSV erwiesen sich sowohl Methyl- 
phosphonat-Olig~nucleotide['~~~ ' '? ]  und Polylysin-Oligo- 
nucleotide['5'. 1 5 * -  I6O] als auch Lipid-substitutierte Oligo- 
nucleotide['6'] als wirksam. In Zellkulturen sieht man eine 
inhibierende Wirkung auf HIV durch Desoxyoligo- 
nucleotide, die P h o ~ p h o r a m i d a t - [ ' ~ ~ .  1 6 2 1  , Ph osphorothio- 
at-[137. 1 6 2 -  1651 oder MethyIphosphonat-Gr~ppen"~~~ ent- 
halten. Dasselbe gilt fur Oligonucleotide rnit Polylysin- 
Gruppen1I6'] und fur Ribooligonucleotide. die Phosphoro- 
thioat- und 2'-O-Methyl-Gruppen enthalten[lh7]. In beiden 
Fillen sind die Oligonucleotide kornplementir zu viralen 
Sequenzen; die Wirkung der Stoffe im Sinne von Antisense- 
Oligonucleotiden ist wahrscheinlich. Ebenso wurde bei Oligo- 
nucleotiden (ohne oder mit Phosphorothioat-Gruppen), die 
zusatzlich einen Cholesterylrest tragen. sehr deutliche Anti- 
HIV-Wirkung gesehen; jedoch beruht hier die Wirkung of- 
fensichtlich nicht auf dem Antisense-Prinzip1'6"1. Eine weite- 
re Studie (Vergleich von unmodifizierten Oligonucleotiden 
und Phosphorothioat-Oligonucleotiden sowie Vergleich von 
Antisense-Oligonucleotiden und zufilligen Sequenzen) 
sprach sich klar fur Phosphorothioat-Antisense-Oligonu- 
cleotide als wirksamste Stoffe ~ u s I ' ' ~ ~ ,  wie schon fruher po- 

Zusarnmenfassend ist festzustellen. dal3 virostatische 
Wirkungen eindeutig vorhanden sind. wihrend ihr Entste- 

1. UbersichtenI7. 39. 1351 

stUliertl?3. 1 5 7 .  1671 
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hen noch weithin unklar ist - mindestens zwei Mechanismen. 
einer irn Sinne dei Antisense-Prinzips und einer. der an einer 
Polymerase angrcift. sind im Spiel, vielleicht auch noch wei- 
tere. Bisher ist kein rnodifiziertes Oligonucleotid fur den kli- 
nischen Gebrauch als virostatischer Stoff zugelassen; solche 
Versuche sind abcr begonnen worden. Ein gegen ein Virus als 
wirksam gefundznes Prinzip wiirde sich wahrscheinlich 
schnell auf viele andere Viren ausdehnen lassen. Forrnel 65. 
ein Ausschnitt ails einem Methylphosphonat-Oligonucleo- 
tid[1441. sol1 die gelinde Lipophilisierung beim Ersatz einer 
Phosphat- durch eine Methylphosphonat-Gruppe aufzei- 
gen; aus der Zusammenstellung der Oligonucleotide 66 geht 
hervor[1441. welche Kornbinationen von Phosphat- und Me- 
thylphosphonat ( p  bzw. p) an einigen Beispielen praktisch 
gewii h I t w urden . 

0 
I 

65 

Eine vielversprechende Modifikation beziiglich der Ver- 
besserung der Membranglngigkeit von antiviralen Oligonu- 
cleotiden ist die Ankniipfung von Polylysin an ein Oligonu- 

, z. B. Lysin and Oligonucleotide 
von etwa 15 Nucleotiden KettenlCnge[1s91. Sie wurden bis- 
her ausfiihrlich und mit guten Erfolgen an Zellen, die rnit 

cleotid[ I S  I .  158  - 1 0  I .  1661 

radioaktive Markierung, bei modifizierten Oligonucleotiden 
(68) im einfachsten Fall iiber farbige. lumineszierende oder 
fluoreszierende Substituenten gelingt (67 + 68 + 69). Da- 
fur geeignete und verwendete Substituenten R sind von 
Fluorescein[iao-'H71. Isolurninol~lBol. Rhodamin-Farbstof- 
fen[180. 1881 , einem Ruthenium-Bathophenanthrolin-Kom- 
pIex[lM9I und Pyren-Abkommlingen abgeleitct['"]. Die 
Farbstoffe (z.  B. 71) konnen mit den Oligonucleotiden auf 
viele Weisen verkniipft werden. z.  B. iiber das 3'-Phosphat 
(70 t71 -72)11831. Dem Vorgang des Erkennens kann sich 
das Isolieren["g 1791 unmittelbar anschlieDen. 

+ H o y o u  - 
/ /  oL'"vhy H O - 6 - O - I C H z 1 3 - S - S ~  0 HS-lCH,Iz-NH-CS-NH - 

0 
7 0  71 

Eine andere Variante des Erkennens ist. das Oligonucleo- 
tid mit antigenen Gruppierungen zu verkniipfen und nach 
dern Binden des Oligonucleotids und des Antikorpers und 
geeignetem Flrben die Bindungsstelle elektronenmikrosko- 
pisch zu betrachten. So wurden bestimmte ribosornale Stel- 
len iiber die antigenen Gruppierungen 2.4-Dinitrophenyl 
und Isopentenyladenosyl lokalisiert[lg0. l y l l .  

- - 
VSV infiziert waren. getestet[I5'. 1 5 a - 1 6 1 1  , aber auch mit 
HIV-infizierten Zellen erprobt[1661. In einigen Fallen erwie- 
sen sie sich aber auch als toxisch. Oligonucleotide rnit Pepti- 

3.1. Oligonucleotid-Sonden, 
die mit Enzymen verkniipft sind 

den nichtunifornier Sequenz wurden ebenfalls syntheti- 
~ i e r t [ ' ~ ~ .  I7O1; ihrc antivirale Brauchbarkeit ist noch unklar. 

Derivate der 2'-5'-Oligoadenylate bilden eine eigene Serie 
antiviraler Stoffe. Sie sollen in diesem Zusammenhang er- 
wChnt. hier aber nicht besprochen werden; ihr Wirkprinzip 
beruht nicht auf dem Antisense-Prinzip (Ubersich- 
,,,[isa. 171-1741\ 

Wird beim Erkennen eines RNA/DNA-Abschnitts durch 
ein komplementiires Oligonucleotid eine hohe Empfindlich- 
keit verlangt. so eignet sich neben radioaktiver Markierung 
und Farbstoff-Markierung - die Verkniipfung des Oligonu- 
cleotids rnit einem Enzym (zu 74). wodurch das Signal (2. B. 
die Bildung eines farbigen oder fluoreszierenden Produkts) 

I .  vervielfacht werden kann (73 + 74 -75). Dabei ist die Emp- 
LCll 

3. Identifizieren und Orten von RNA/DNA mit 
modifizierten Oligonucleotiden 

Produkt - -  --+ 
Das Vorkommen eines RNA/DNA-Abschnitts wird da- 

durch nachgewiesen. daD ein komplementlres Oligonucleo- 
tid dort andockt. Dieses muD .- nach Abtrennen des nichtge- 
bundenen Anteils - erkennbar sein, was bei unmodi- 
fizierten Oligonucleotiden (Ubersichten13'. 17']) iiber 

73 74 75 

findlichkeit von radioaktiv markierten Proben erreichbar. 
Zur Verkniipfung mit einem Enzym sind zwei Methoden 
etabliert. Bei der ersten konnen ein Oligonucleotid und ein 
Enzym iiber ein divalentes R e a g e n ~ ~ ~ ~ ' - ~ " ~ ~  oder durch UV- 
Bestrahlung[lgH1 unmittelbar chernisch verkniipft werden - 
hier meist iiber einen etwa 30 Atome langen Spacer. Ein 
solches Konstrukt rnit alkalischer Phosphatase ist 76["("; 
das modifizierte Oligonucleotid (5'-3') paart zu einer Teilse- 
quenz des Phagen M13mp8 (3'-5') (77). 



00 
76 

M13mp8 3' CAACATTTTGCTGC C GGTCACGGT 5 '  

~ G T A A A A C G A C G G C C A G T  3 '  

77 

Als Erkennung dient eine durch das Enzym katalysierte 
Reaktion. dcren Edukt oder Produkt gut nachweisbar 1st; 
bei alkalischer Phosphatase ist dies die Bildung von p-Nitro- 
phenol aus p-Nitrophenylphosphat[Iy4- I Y h 1  oder die Bil- 
dung eines Farbstoffs auf 5-Brom-4-chlorindolylphosphat 
( BCIP) und 4-Nitrotetrazoliumchloridblau (N BT)" 93 ,  I 9h1.  

die beide colorirnetrisch erfal3t werden. oder die Spal- 
tung von 4-Methylumbelliferonphosphat. die fluorogen 

. el Peroxidase die Urnsetzung von o-Pheny- 
lendiamin und Wasserstoffperoxid zu einem Farbstoff[lMO]. 

Bei der zwsiten Gruppe von Stoffen ist das Enzym, das das 
Signal vervielfacht. nicht unmittelbar an das Oligonucleotid 
gebunden. Vielrnehr enthiilt das Oligonucleotid einen Substi- 
tuenten. der erst in situ iiber einen weiteren Stoff rnit dem 
Enzyrn verkriupft wird. Die Variante iiber Antikorper geht 
so. dal3 dns Oligonucleotid (79) einen antigenen Substituen- 
ten trigt. z .  B. einen Digoxigenin(Di)-llYY. 5-Brom-2'- 
desoxyuridin-[""' oder Fluorescein-Rest['8'] oder das 
DNA-Protein AI"'I; an diesen bindet sein Antikorper. der 
rnit einern weiteren Agens verkniipft 1st. das das Signal ver- 
vielfacht. beispielsweise einern Enzyrn. das einen Farbstoff 
bildet (78 +79 -, 80). Das wichtigste solche System ist das 
System Biotin-(Strept)Avidin (siehe Abschnitt 3.2). 

i s t [ 1 Y 3 .  l Y 4 .  IYh]  b . 

78 79 80 

3.2. Das System Oligonucltotid-Biotin-Avidin-XXX 

Biotin-markierte Oligonucleotide gehen in Losungen, 
Aufschliissert oder Gewebcproben iiber Biotin 81 rnit dem 
Protein Avidin (Av) (oder Streptavidin) eine aul3erordentlich 
spezifische und feste Bindung ein. Avidin seinerseits kann 
ohne wesentliche Schwierigkeiten mit weiteren Agentien ver- 
kniipft werdsn, die dann das Erkennen ermoglichen. Dafiir 
kommen insbesondere alkalische Phosphatase und Peroxi- 
dase infrage (siehe Komplex 82); in beiden Fallen ld3t man 
durch das Enzyrn eine chromogene in eine chromophore 
Spezies iiberfiihren (oder urngekehrt) (siehe Abschnitt 3.1). 

Die Einfiihrung eines Biotins (Bi) in ein Oligonucleotid 
kann -- iiber einen Spacer von wenigstens zehn Atomen - 
enzyrnatisch oder chemisch erfolgen. Im einfachsten Fall 
werden Biotin und ein Oligonucleotid durch ein difunktio- 

81 82 

nelles Reagens unspezifisch verbunden oder photoche- 
rnisch ~ e r k n i i p f t ~ ~ ' ~ ] .  In der Mehrzahl der Priiparate wird 
aber eine spezifische Bindung gekniipft, so daB auch die An- 
zahl der Biotin-Gruppen pro Oligonucleotid gewiihlt werden 
kann. Gewohnlich wird ein rnit  dern Spacer (oder einern Teil 
davon) derivatisiertes Nucleotid in die autornatische Synthe- 
se eingebracht und anschlienend biotinyliert. Verwendet 
wurden an C-8 derivatisiertes Adenosin["" (ausgehend 
von 8-Mercaptoadenosin), 5-substituiertes 2'-Desoxy- 
urid,n[lH2. 2051 . das sogenannte Biotin-I 1-dUMP und 
an der exocyclischen Arninogruppe substituiertes Cyti- 
din['  82. 2 0 h .  2071 (Beispiele 8312051, B oder Bi = Biotinyl). 
Auch am endstandigen Phosphati'84. 'OM. 'OYJ oder einer 
endstiindigen Hydroxygruppe[' 921 kann biotinyliert werden 
(Beispiele 84. 85). Die Biotinylierung eines Oligonucleotids 
gelingt aber auch. indem an ein Oligonucleotid ~- syntheti- 
siert oder isoliert - ein weiteres Nucleotid, das das Biotin 
triigt, rnit PoIyrnerase1210.21il oder Terminaler Nucleotidyl- 
Transferase["'. angefiigt wird. 

0 B 

B B 
83 G U CATAG CTGTTTC CUG 

83 G T C A  u AGCTGTTU CCTG 

83 84 85 86  

Das als Verbindung 86 schernatisch abgebildete Oligo- 
nucleotid besteht aus einem Desoxy-Teil aus vier biotinylier- 
ten CMP und einem Ribo-Teil aus 2'-O-Methylribonucleo- 
tiden (Formel siehe 122 in Abschnitt 5). Es verbindet gute 
Erkennbarkeit durch Streptavidin mit Stabilitit gegeniiber 
N ~ c l e a s e n [ * ' ~ ~ .  Oligonucleotide vom Typ 86 sind auch in 
komplizierten biologischen Vorgangen wie dern Splice-Vor- 
gang zur Erkennung und Inaktivierung einsetzbarl2l3. 'I4]. 

Zu den zahlreich synthetisierten Biotin-rnodifizierten Oli- 
gonucleotiden paljt, daD nahezu alle molekularbiologischen 
Experimente, in denen eine Nucleinsiiure erkannt werden 
soll. (auch) rnit den Biotin-haltigen Spezies ausgefiihrt wer- 
den konnen. Die Ernpfindlichkeit des Systems ist imrner her- 
vorragend. sowohl bei der bisher beschriebenen Erkennung 
iiber Farbreaktionen als auch bet der Erkennung iiber Irn- 
munfluoreszenz12' '1. 

Die in den Abschnitten 3. 3.1 und 3.2 beschriebenen Ver- 
fahren sind nicht auf biologische und molekularbiologische 
Anwendungen (Ubersicht["']) beschriinkt - dort kann man 
einzelne Gene oder Gen-Fragmente auffinden[' I ' I  7 .  'I. 

Enterotoxin-Gene['". 2 ' y 1  oder Sequenzen aus enterotoxi- 
schem E. co/i[lY5I aufspiiren. RNA l ~ k a l i s i e r e n [ ~ ' ~ ~  und 
Viren nachweisen[18'. 2 2 1 1  -. sondern erlangen zunehmende 
Bedeutung in der Biologie. etwa urn phylogenetische Klassi- 
fizierungen vorzunehmen oder die Anwesenheit von Mi- 
kroorganisrnen nachzuweisen["". und in der Medizin 
(Ubersi~ht '~ '~) .  z. B. bei der Diagnose von Virus-Infektionen 
iiber den Nachweis viraler Sequenzen in Proben (Uber- 
sicht[2221), den Nachweis anderer Infektionen[2221. von Erb- 
krankheitenI4'* 2221 und von T ~ m o r e r k r a n k u n g e n ' ~ ~ ]  sowie 
bei der Identifizierung von P e r ~ o n e n I ~ ~ ] .  Unter genau defi- 
nierten Bedingungen kann die Reaktion so empfindlich sein. 
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daB mit einer Soride aus 15 Einheiten riri Basenaustausch in 
der Zielsequenz crkennbar ist[1y21. 

4. Modifizierte Oligonucleotide als Substrate 
fur Nucleasen und Polymerasen 

Die dritte Weise von Anwendungen modifizierter Oligo- 
nucleotide 1st ihr Gebrauch als Substrat-Analoga von Nucle- 
asen. Polymerasen und weiteren Enzymen sowie als Bin- 
dungspartner von Proteinen. Hier werden folgende Beispiele 
vorgestellt: Untersuchungen zum Mechanismus der Restrik- 
tions-Endonucleasen einschliel3lich der kiinstlichen Varia- 
tion der Spaltung durch diese Enzyme. Untersuchungen zu 
den mutagenen Ereignissen, die rnit dem Vorkommen apuri- 
nischer Stellen odzr von Thymin-Dimeren beginnen. und das 
Sequenzieren mit Fluoreszenz-Farbstoffen. 

Duplexe. Helix-stabilisierend sind der Einbau von 2-Amino- 
2’-desoxyadenosin 92 (n2dA)IZ2‘. 2 2 y .  2 3 0 1  sowie eines fluo- 
reszierenden Pyridopyrimidins 105. das rnit Guanin und Ade- 
nin ~ a a r t [ ’ ~ ’ ] .  Kern-modifizierte Stoffe sind Oligonucleotide 
mit 7-Desaza-2’-desoxyguanosin 93 ( C ~ ~ G ) ~ ~ ~ ’ ] .  7-Desaza- 

7-Desaza-8-aza-2’-desoxyadenosin 95 ( ~ ‘ c ~ d A ) [ ~ ~ ’ .  23’. 2 3 y 1 .  

7-Desaza-8-aza-2’-desoxyguanosin 96 ( z ’ ~ ~ d G ) [ ~ ~ ’ ~  und 3- 
Desaza-2’-desoxyadenosin 97 ( ~ ~ d A ) [ ~ ~ ’ l .  Zum Teil enthal- 
ten sie noch weitere Verinderungen. nimlich N‘-Methylie- 
rung (bei 94 und 95)[24i1 sowie eine glycosidische Bindung zu 
N-8 anstatt N-9[238. 2 4 1 1 .  Zur Untersuchung von zwei Gebie- 
ten sind sie besonders wichtig, dem der DNA-Struktur (z. B. 
der DNA-Kriimmung) und dem der DNA-Erkennung. 

Im Pyrimidin-Bereich gibt es analoge Untersuchungen: 
2’-Desoxycytidin 98 (dC) und Thymidin 100 (T) jeweils ohne 
die funktionelle Gruppe inp-Stellung zur glycosidischen Bin- 

2’-desoxyadenosin 94 (c7dA. 2’-Desoxytubercidin[’”” 2 3 7 1  ). 

88 89 90 91 92 93 94 95 96 97 87 drtb 

dA d l  dNeb dXoo n’ Pudr n’dA c’dG c’dA zec7dA z’c’dG C’dA 
1223- 12281 12281 1226 ni‘Pudr 12321 d lub 1235. 1239i [240. 
227, 2 6 1  1226.229. 1233- 238. 2631 
2111 2301 2371 2391 

98 dr’b 39 100 101 102 103 104 105 106 107 108 

dC 1 Im‘T) dU m5dC z5dC 
1; 121 I2121 12131 (2271 1227. 12311 I2151 I2L61 12171 

2111 

Schema I 

Da Nucleasen schlieIjlich die Ribose-Phosphat-Kette 
spalten, sind Modifizierungen des Zuckers und des Phos- 
phats natiirlich die erste Wdhl (siehe Abschnitt 2.1 und 2.6), 
wenn beabsichtigt wird. die Eigenschaften eines Oligonu- 
cleotid-Substrats ;!u modulieren. Mit solchen Stoffen wurde 
der Mechanismus zahlreicher Nucleasen untersucht[’]. ins- 
besondere rnit Ph~sphorothioat-Analoga[~~~~ 1 2 6 1 .  Die Nu- 
cleobasen spielen jedoch nicht nur durch die Sequenz eine 
wichtige Rolle. Auch die Neigung der Nucleobasen zur 
Helixachse, die Verdrehung der Nucleobasen gegeneinander. 
der Helix-Durchniesser. die Ganghohe. die Stabilitit der 
Doppelhelix usw. - alle im wesentlichen von der Natur der 
Nucleobasen bestimmt -, gehen in die Erkennung durch En- 
zyme (Nucleasen und Polymerasen) ein. Eine Zusammen- 
stellung der unlirigst beschriebenen Nucleobasen-Analoga 
wird deshalb der 13esprechung der Restriktions-Endonucle- 
asen vorangestellt (Schema 1). 

Inosin kann in tier Doppelhelix allen Nucleobasen gegen- 
iiberstehen. 2’-Desoxyinosin 88 (dI)[223-2271 enthal tende 
Oligonucleotide sind deshalb als polyvalente Sonden geeig- 
net. Ahnliches kann fur Oligonucleotide rnit 2’-Desoxyne- 
bularin 89 (dNeb)[2281 und 2’-Desoxyxanthosin 90 
(dXao)[2281 gelten; Doppelstrlnge mit diesen Nucleobasen 
sind meistens weniger stabil als entsprechende normale 

dung (vgl. 99 bzw. 101)[2421 dienen dazu, die Struktur-stabi- 
lisierenden Anteile dieser funktionellen Gruppen in einem 
Duplex zu quantifizieren. Weitere modifizierte Pyrimidine. 
die in Oligonucleotide eingebracht wurden. sind 04-Methyl- 
(ethyl)-thymidin 102 (m4T. et4T)[2431, 2’-Desoxyuridin 103 
(dU)[2271, 5-Methylcytidin 104 (m’dC)[227. 2441,  das schon 
erwahnte Pyridopyrimidin 105[23’1 und ein ihnliches System 
106[24’1, das ebenfalls mit mehreren Basen paart. 5-Putres- 
cinyl-thymidin 107 (und einige weitere einfacher substituier- 
te Thymidine) [24‘1, das in Phagen vorkommt und in Oligo- 
nucleotiden den Abbau durch Nucleasen hindert. und ein 
Oligonucleotid rnit 5-Azacytidin 108 (z’dC) (oder 5.6- 
Dihydr0-5-azacytidin)[*~~~. womit auch bei Pyrimidinen der 
Bereich Kern-modifizierter Stoffe betreten wurde. 

ErwChnt (aber hier nicht besprochen) sei, daI3 es eine wei- 
tere Serie von Nucleinsgure-Analoga mit kiinstlichen neuen 
Basenpaaren oder analogen Strukturen gibt[2R. 2 4 R .  249]. 

4.1. Erkennungssequenzen und 
Spaltstellen von Restriktions-Endonucleasen 

Restriktions-Endonucleasen - ungefahr 600 sind derzeit 
bekannt - unterscheiden sich von einfachen Nucleasen da- 
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durch, dal3 sie nur an den von der Erkennungssequenz fest- 
gelegten Stellen spalten (siehe 109- 111). 

I A  1 

t 
E c o R I I  ~~~~~ E coRY GATAT‘  

3 1 V l V E )  

111 
t 

109 110 

Der Mechmisrnus der Spaltung und die Struktur der Er- 
kennungssequenz wurden in vielen Beispielen durch rnodifi- 
zierte Oligonucleotide untersucht, nirnlich solchen rnit rno- 
difizierten Phosphaten (z. B. Pyrophosphat, Triester, Phos- 
phorothioat)[ 1 4 8 . 2  5 0  2 521 , rnit rnodifizierten Zuckern 
(z. B. Ribose oder Xylose statt Desoxyribose)[2s0, 2 5 1 . 2 5 3 1 ,  

rnit rnodifizierten Nucleobasen rnit Pyrirnidin rnit oder 
ohne 5-Methylierung12So~ 2 5 4 - 2 5 R 1  , rnit anderen Substitu- 
tionen (2. B. Thio-. Brom-, Alkyl-, Fluor-. Cyan-Grup- 

. rnit rnethylierten Puri- 
, rnit Purinen rnit rnodifizierten funk- 

tionellen Gruppen1230. 2 6 0 . 2 6 3 - 2 6 5 1  und rnit Kern-modifi- 

gonucleotid-Serie des Beispiels 1 12IzSy1 sind zwei Thyrnidine 
durch Uridin und Uridin-Derivate ersetzt; in der Oligonu- 
cleotid-Serie des Beispiels 1 13[2361 sind Adenosinreste in drei 
Oligonucleotiden durch Desazaadenosine ersetzt. 

pen)[2~0. 2 5 1 . 2 5 3 . 2 5 4 . 2 5 7 . 2 5 9 - 2 6 l ]  

nen[25H. 260 .  2 6 2 .  2631 

zierten purinen1235. 236 .  238. 240. 241 .262 .  2 6 3 .  2651 In der OIi- 

T dU br’dU cn’dU et’dU 

GGAGATCTCC GGAGATCTCC 

GGAGATCUCC GGAGAUCTCC 
GGAGATCbr ’ UCC GGAGA br’UCTCC 
GGAGATCcn’UCC GGAGAcn5UCTCC 
GGAGATCet’IJCC GGAGAct’UCTCC 

I12 

dA C’dA 

GGAATTCC CGCGAATTCGCG 

GGc7AATTCC CCCGc’AATTCGCG 
GGAc7ATTCC CGCGAC~ATTCCCG 
GGc’Ac’ATTC’C CGCGc7Ac7ArTCGCG 

113 

GTAGAATTCTAC 

GTAGc7AATTCTAC 
GTAGAc’ ATTCTAC 
GTAGc’ Ac7 ATTCTAC 
GTc’ AG A ATTCTAC 
GTAG A ATTCTC’ AC 

Obwohl eine Serie von funktionellen Gruppen als essen- 
tielle Elernenw des Erkennens und Spaltens identifiziert wur- 
den (z. B. die exocyclischen Arninogruppen von Adenin und 
Cytosin, N-7 von Adenin und die Methylgruppe von Thy- 
rnin - jeweils an bestirnrnten Nucleobasen - fur das Enzyrn 
Eco RV[26S1 und eine weitere Serie von funktionellen Grup- 
pen fur das Enzyrn Em RIr3601), wird irn allgerneinen aus den 

Systernen Restriktions-Endonuclease/rnodifiziertes Oligo- 
nucleotid auf die Frage. o b  eine bestirnrnte Gruppierung 
vorhanden sein rnul3. keine Ja-Nein-Antwort erhalten. Viel- 
rnehr ist festzustellen. daB Erkennung und Spaltung in sub- 
tiler Weise von der gesarnten riurnlichen Struktur der Erken- 
nungsstelle abhingen; daher sieht man nicht nur ver- 
langsarnte oder gestoppte Spaltungen. sondern auch Zwi- 
scheneffekte. z. B. das Spalten nur einen Strangs. Der sehr 
verlangsarnte oder unterbleibende Abbau eines Phosphoro- 
thioat-haltigen DNA-Strangs, der irn Duplex rnit einern un- 
rnodifizierten DNA-Strang vorliegt. ist auch einer der ent- 
scheidenden Kniffe bei der ortsspezifischen Mutagenese 
nach Ecksrc4n et aI.I1*”. IZ7] .  

4.2. Polymerasen und Oligonucleotide mit 
apurinischenlabasischen Stellen und mit Thymin-Dimeren 

Die vielfiltigen lnteraktionen von Polyrnerasen (Ligasen 
usw.) rnit RNA und DNA konnen rnit (rnodifizierten) Oligo- 
nucleotiden sirnuliert werden; man kann auf diese Weise also 
Untersuchungen anstellen und regelnd eingreifen. Hier sol- 
len Oligonucleotide rnit abasischen Stellen und Oligonucleo- 
tide rnit Thyrnin-Dirneren wegen ihrer biologischen Bedeu- 
tung bei Mutationen besprochen werden. 

114 115 

Apurinische oder abasische Stellen oder Teilstrecken 115 
spielen biologisch eine Rolle. weil die glycosidische Bindung 
zwischen Nucleobase und Zucker unter in-vivo-Bedingun- 
gen zerbrechen kann. An diesen Stellen ist dann die zuruck- 
bleibende Zucker-Phosphat-Kette labilisiert. RNA/DNA 
rnit solchen Stellen rnuB abgebaut oder repariert werden: 
andernfalls entstehen dort Mutationen (Ubersicht[2661). Als 
Modell-Substrate fur Nucleasen und Polyrnerasen dienen 
a b a ~ i s c h e l ~ ~ ~  -2701  und a p ~ r i n i s c h e [ ~ ~ ‘  - 2 7 4 1  Oligonucleo- 
tide. bei denen je eine oder rnehrere (bestirnrnte) Nucleoba- 
sen fehlen; diese Basen wurden cntweder herausgespal- 
ten[268. 2 7 ’ 1 ,  oder es wurden bei der Synthese Bausteine ein- 
gesetzt, die nur Phosphat und Z ~ c k e r [ * ‘ ~ .  2 7 0 . 2 7 3 .  2741 

enthalten. Bei einigen dieser Oligonucleotide ist die Struk- 
tur rnit NMR, CD, IR usw. sorgfiltig untersucht wor- 
den[267. 2 7 3 .  2741 . Priparativ kann die apurinische/abasische 
Stelle in einern Oligonucleotid zur Spaltung der Kette an 
dieser Stelle ( a l k a l i ~ c h [ ~ ~ * l )  oder zur Einfuhrung von Repor- 
ter-Gruppen (z. B. uber A r n i n ~ g r u p p e n [ ’ ~ ~ - ’ ~ ~ I  ) benutzt 

116 117 
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werden. In biologischen Test-Systemen verhalten sich weder 
die abbauenden loch die aufbauenden Enzyme an solchen 
Stellen nach einer einheitlichen Regel. Einige Enzyme stop- 
pen, einige fiihreri weitere Reaktionsschritte aus, deren Ursa- 
che und Zweck noch unklar sind. 

Thymin-Dimete 117 sind das wichtigste Produkt der 
Strahleneinwirkung auf DNA. Dabei werden zwei in einem 
Strang iibereinanderliegende Thyminreste unter Bildung ei- 
ner Cyclobutanstruktur verbunden. Die Funktionen der 
DNA sind dadurch gestort. Deshalb wird eine solche Stelle 
in vivo durch da!. Reparatursystem wieder instandgesetzt. 

Zahlreiche Oligonucleotide mit Thymin-Dimeren sind 
hergestellt worden - entweder durch Bestrahlen unmodifi- 
zierter Oligonucl~:otide['~~ - 2 7 9 1  oder durch Synthese unter 
Einbeziehung des Thymin-Dimers[2so. 2 8 1 1  - um ihre Struk- 
tur zu anaIysiereri[282-2851 und daraus Schliisse auf analog 
modifizierte DNA[28b1 (Thymin-Dimere biegen D N A ;  vgl. 
Abschnitt 2.5). ihre R e p a r a t ~ r l ~ ~ ~ ,  2 8 7 1  oder. im Falle des 
Versagens der Remratur, die mutagene Wirkung der Modi- 
f i z i e r ~ n g [ ~ " ~  zu iiehen. 

4.3. Sequenzieren mit Fluoreszenz-Farbstoffen 
anstelle von radioaktiver Markierung 

Sequenzierungstechniken werden rnit mehreren Zielrich- 
tungen weiterentwickelt (Ubersicht[2881): Von einigen Syste- 
men erwartet man, dal3 sie sehr gleichmll3ige Banden erge- 
ben und deshaltb maschinenlesbar werden[28y-29'1. von 
anderen Systemen. dal3 sie die Einbeziehung seltener Nucleo- 
tide e r l a ~ b e n [ ~ ~ ~ ~ .  dal3 sie mit sehr kleinen Mengen moglich 
sind (massenspek troskopisches Sequenzieren) und schlieD- 
lich. dal3 sie ohne Radioaktivitat auskommen. Im letzten 
Fall werden die Banden statt iiber die iibliche Autoradiogra- 
phie fluoreszenz-spektroskopisch erkannt. Der Fluoreszenz- 
Farbstoff (F), z. B. Rhodamin oder Fluorescein und weitere 
Systeme. kann arr Primer hangen['s9.291.293-297] 5 d . .  h bei 
der schlieDlichen chromatographischen Trennung aller Oli- 
gonucleotide am 5'-Ende jedes Oligonucleotids sein 
( 1  18 + 119). oder mit demjenigen Nucleotid eingebracht 

118 

119 

1 2 0  

121 

werden. das den Kettenabbruch bewirkt, so daD jedes Oligo- 
nucleotid 3'-stindig markiert i ~ t [ ~ " .  298 .  2991 (120 + 121). 

5. Zusammenfassung und Ausblick 

In diesem Beitraz wurde eine Reihe von Anwendungen der 
modifizierten Oligonucleotide vorgestellt, die teilweise aus- 
fiihrlich untersucht wurden; viele weitere Gebiete. z. B. das 

kiinstlicher Enzyme oder Ribozyme, und viele weitere Sub- 
stanzen blieben unerwiihnt, z. B. c y c l i ~ c h e [ ~ ~ ~ -  3021,  ver- 
~ w e i g t e [ ~ ' ~  - 3061, m a g n e t i ~ c h e ~ ~ ' ~ ] ,  kataly~ierende[~ '~,  30yl, 
gekriimmte['26~227.233. 234.244. 2 8 6 1  (vgl. Abschnitt 2.5 und 
4), Spin-Label-tragende[3'01, zur Immobilisierung einer 
Nucleinsaure geeignetel3 ' 3121, Schwermetall-bindende fur 
Rontgenstr~kturanalysen~~~~~~'~] oder Elektronenmikro- 
~ k o p i e [ ~ ' ~ ]  und antigene oder die Immunantwort modulie- 
rende"' 51 Oligonucleotide. 

Schematisch eingeteilt fallen die bisher bekannten Anwen- 
dungen modifizierter Oligonucleotide in drei Gebiete: Modi- 
fizierte Oligonucleotide als Substrat-Analoga. fur Identi- 
fizierungen und als Antisense-Oligonucleotide. Einige An- 
wendungen als Substrat-Analoga wurden in Abschnitt 1.4 
besprochen. Vorgange zur Identifizierung und Lokalisierung 
mit Hilfe modifizierter Oligonucleotide werden derzeit All- 
tagspraxis. Dagegen ist bisher kein Antisense-Oligonucleo- 
tid als Arzneimittel im Gebrauch, obwohl dies besonders 
interessant erscheint, denn der sequenzspezifische Zugriff 
auf einen bestimmten RNA- oder DNA-Abschnitt ist nur 
iiber ein Protein (natiirliches Beispiel: Repressor, Antikor- 
per, Restriktionsendonuclease) oder ein Antisense-Oligo- 
nucleotid denkbar. Erstere konnen aber derzeit nicht ent- 
worfen und nicht synthetisiert werden. Dagegen sind Oligo- 
nucleotide gut herstellbar und ihre inhibitorische Wirkung 
iiber die Basenpaarung ist wohl etabliert. Griinde, die dem 
Einsatz als Arzneimittel entgegenstehen, sind in drei schon 
genannten Bereichen zu suchen: Aufnahme in Zellen. Abbau 
durch zelleigene Nucleasen, geniigend lange Existenz des 
Duplex. Das Problem der Synthese Nuclease-stabiler Oligo- 
nucleotide kann als gelost betrachtet werden. Fur die Verlin- 
gerung der Lebensdauer des Duplex steht ein grol3es Arsenal 
von Verbindungen bereit, bis hin zu solchen. die in geord- 
neter Reihenfolge erst nach Bildung des Duplex eine kova- 
lente Bindung zum Gegenstrang herstellen; auch die Verfah- 
ren zur Induzierung einer Spaltung des Gegenstrangs sind 
leistungsfahig. Als Hauptproblem bleibt das der Aufnahme 
der modifizierten Oligonucleotide in Zellen. Mit der anderen 
Moglichkeit, das Oligonucleotid in der Zelle iiber ein einge- 
brachtes kiinstliches Gen zu erzeugen, ist die Molekularbio- 
logie derzeit noch iiberfordert. 

Uber den Mechanismus der Aufnahme von Oligonucleoti- 
den in Zellen ist wenig gesichertes Wissen vorhanden[' ' 1 .  

Wahrscheinlich miissen geladene Oligonucleotide, modifi- 
ziert oder nicht, durch einen aktiven Transport aufgenom- 
men ~ e r d e n l ~ ' ~ . ~ '  71 . F" ur ungeladene Oligonucleotide wird 
auch eine passive Aufnahme diskutiert. 

Die Konzentrationen an Oligonucleotiden im Zellkultur- 
Medium fur die wirksame Hemmung der Virus-Proliferation 
in Virus-infizierten Zellen liegen im Bereich von 0.5-30 p~ 
fur Phosphorothioat-Oligonucleotide. Fur Methylphospho- 
nat-Oligonucleotide ergeben sich erst deutliche Effekte bei 
50-200 PM, was einerseits auf die schlechtere Wasserloslich- 
keit, andererseits auf die fehlende Aktivierung von RNase H 
zuriickzufiihren sein diirfte. Dabei wird grob veranschlagt, 
daD die intrazelluliire Konzentration der Oligonucleotide bis 
zu 10% der A u D e n k o n ~ e n t r a t i o n [ ~ ' ~ ~  erreicht und daD die 
Aufnahme Minuten bis Stunden benotigt. Ein weiteres Vor- 
dringen der Oligonucleotide in den Zellkern ist in mehreren 
Experimenten (siehe z. B. ['?I), insbesondere durch die hem- 
mende Wirksamkeit von Antisense-Oligonucleotiden gegen 
Splicestellen, beIegt['44, 1 5 7 .  2 ' 3 ] .  Die Verteilung von 
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Oligonucleotiden iiber alle Zellkompartimente ist aber im 
wesentlichen noch ~ n k l a r [ ~ ' " ] .  Zu diesen Daten iiber die 
in-vivo-Verh;iltnisse ist noch erginzend zu erwihnen. dal3 in 
vitro. wenn cine 80-90proz. Inhibition erzielt werden soll. 
das wirksame Verhiltnis von Oligonucleotid und Zielse- 
quenz im Bueich von 1000: 1 bis 5 :  1 liegt['71. An dieser 
Stelle ist die Erarbeitung weiterer Kenntnisse am notwendig- 
sten. Erwihnt sei. daO fur Arzneimittel auch noch ganz an- 
dere Prinzipien zur Aufnahme in Zellen in Frage kommen. 
etwa der EinschlulJ von Oligonucleotiden in Liposomen. die 
auljerdem iiber eine Antigen-Antikorper-Reaktion an be- 
stimmte Stellen im Korper gebracht werden kijnnen[31y1. 
oder die Bintlung eines Oligonucleotids an ein Protein, z. B. 
I n t e r l e ~ k i n [ ~ " ~ .  mit dem es iiber den entsprechenden Rezep- 
tor gewebespezifisch intenalisiert wird, und noch weitere 
Verfahren ( ~ i e h e l ~ ~ l ) .  

0 

worden sein. Das Testen in vielen Kombinationen von Erre- 
gern und Wirten oder gesunden und neoplastischen Gewe- 
ben etc. ist notwendig. da vorherzusehen ist. daIJ sich dassel- 
be modifizierte Oligonucleotid in verschiedenen Systemen 
verschieden verhalten wird. Im giinstigsten Falle konnten 
anhand der dann vorliegenden vielen Daten einige Grund- 
regeln aufgestellt werden. die beschreiben. wie man - im 
Sinne des ..rational drug design" - Oligonucleotide durch 
chemische Modifizierung wenigstens in bezug auf die drei 
Probleme Membrangangigkeit. Nucleaseresistenz und Hy- 
bridstabilitit verindert, ohne dal3 andere Eigenschaf- 
ten (und weitere medizinische wie etwa die Toxizitit) 
sich drastisch verschlechtern (vgl. die Ubersichtsarbei- 

Modifizierte Oligonucleotide werden deshalb in naher 
Zukunft weiterhin Objekte der Forschung sein; die darauf 

). t e n [ 7 .  31 -34 .  37.40, 3251 

122 

125 124 

Die fur gute Wirksamkeit zu erreichende Konzentration 
wire dann riiedriger, wenn die Transkriptionsebene und 
nicht die Tr;inslationsebene das Ziel der Oligonucleotide 
ware, da die Konzentration der Ziel-Nucleinsiure auf der 
Transkriptionsebene wesentlich geringer 1st. Wihrend auf 
der Translationsebene Inhibierung im wesentlichen die Bil- 
dung eines Duplex aus der einzelstringigen mRNA und dem 
Oligonucleotid bedeutet. geht die Transkription im Prinzip 
von doppelstringiger DNA aus. Die Bildung von Tripelhe- 
lix-Strukturen als inhibierende Einheiten iiber Hoogsteen- 
Wasserstoffbriicken ist bisher nur fur Polypurin-(Poly- 
pyrimidin-)Bereiche der DNA gezeigt ", y7. 1021  , wie sie 
in Kontrollregionen eukaryotischer Gene vorkommen 
(2. B. [3221),  wihrend sie bei gemischten Sequenzen noch 
nicht eindeutig belegt i ~ t [ ~ " l  und bisher keine klaren Erfolge 
festgestellt wcrden konnen ( U b e r s i ~ h t [ ~ ~ ~ ] ) .  

Eine weitere Voraussetzung auf dem Weg zum Arzneimit- 
tel. nimlich das Testen der potentiell dafiir geeigneten Stoffe 
in vielen biologischen Systemen. ist bisher kaum erfiillt. Je- 
der synthetisierte Stoff mag etwa in einem System getestet 

folgende Moglichkeit klinischer Anwendung wire sehr er- 
freulich. Sehr wahrscheinlich wird das Oligonucleotid. 
das allen Fallen entkommt. recht exotisch aussehen. d .  h. 
mehrfach vom natiirlichen Oligonucleotid abweichen. Als 
Beispiele fur die Generation dieser Oligonucleotide betrach- 
ten wir ein Biotin-modifiziertes Oligonucleotid 12212071. ein 
5'-y-Phosphorothioat(2'-5')A4-poly( Lys)-Konjugat 123" 741, 

ein Trinucleotid-Analogon 124[32hl. das dreifach ver- 
indert ist (es sol1 in der Zelle das letzte Kettenglied. 
das antivirale Acyclovir. als M o n o p h o ~ p h a t [ ~ ' ~ ]  frei- 
setzen). oder ein Cholesteryl-Phosphorothioat-Oligonucle- 
otid 125['6x1. 

Vorstellbar fur uns ist auch das ..mitdenkende". mehrstu- 
fig agierende Oligonucleotid: beispielsweise hydrophob 
beim Membrandurchtritt, dann durch ein Ereignis, etwa ei- 
nen Kontakt mit RNase. seine Eigenschaften zur Erfiillung 
einer nichsten Aufgabe indernd und am richtigen Ort in 
einen Dead-End-Komplex iibergehend. Kaum vorstellbar 
dagegen ist. daB die Organische Chemie das richtige Oligo- 
nucleotid nicht synthetisieren konnte. 
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