


AUFSATZE 

Die S trukturen von Nucleinsaureanaioga und Antisense-Oligonucleotiden 

Martin Egli* 

Die Hybridisierung komplementarer 
Oligonucleotide ist ein Schlusselvorgang 
bei wertvollen Forschungsmethoden in 
vielen Gebieten einschliel3lich Genetik, 
Molekularbiologie und Zellbiologie. 
Ein Antisense-Molekiil fur ein bestimm- 
tes Segment einer Sense-Messenger- 
RNA ermoglicht zum Beispiel ein selek- 
tives Abschalten der Genexpression, 
und die Polymerase-Kettenreaktion er- 
fordert komplementare Primer, damit 
sie ablauft. CroBe Hoffnungen setzt 
man auch in den inoglichen therapeuti- 
schen Nutzen von Antisense-Verbin- 
dungen bei der Behandlung verschiede- 
ner Krankheiten einschlierjlich Krebs. 
Gegenstand intensiver Forschung sind 
die Mechanismen der Aufnahme von 
Antisense-Verbindungen in die Zelle 
und ihrer Weiterleitung zu spezifischen 
Orten innerhalb der Zelle, ein verbesser- 
tes Verstandnis der Art und Weise, wie 
diese Verbindungen die Produktion von 
Proteinen hemmen, sowie die Optimie- 
rung der chemischen Stabilitat von An- 
tisense-Verbindungen und der thermo- 
dynamischen Stabilitat der Duplexe, die 
sie rnit den mRNAs bilden. Die letzten 

beiden Punkte haben besonders Chemi- 
ker motiviert, nach Oligonucleotidana- 
loga rnit verbesserten Bindungseigen- 
schaften fur die Hybridisierung mit 
RNA und hoherer Bestandigkeit gegen- 
iiber Abbau durch Nucleasen zu suchen. 
In den letzten Jahren fuhrte diese For- 
schung zu einer Vielzahl neuer chemi- 
scher Modifikationen von DNA und 
RNA, die sowohl das Zucker-Phosphat- 
Riickgrat als auch die Nucleobasen be- 
treffen. Bisher befaBten sich jedoch nur 
wenige Forschungen mit den genauen 
Ursachen von Stabilitatsgewinn oder 
-verlust bei Nucleinsaureanaloga, die an 
RNA binden. Obwohl sehr viele ther- 
modynamische Daten zusammengetra- 
gen wurden, versteht man die durch die 
Modifikationen in Hybrid-Duplexen in- 
duzierten Umordnungen der Struktur 
nur schlecht. Bei vielen modifizierten 
Oligonucleotiden ist die Chemie des An- 
bringens und Entfernens von Schutz- 
gruppen und der Kupplung inzwischen 
rnit den Standardvorschriften der DNA- 
und RNA-Synthese vereinbar. Dies er- 
moglicht es, modifizierte Nucleinsaure- 
fragmente oder gemischte Oligo- 

nucleotide, die Modifikationen an aus- 
gewahlten Stellen enthalten, in fur Un- 
tersuchungen der dreidimensionalen 
Struktur geeigneten Mengen herzustel- 
len. Solche Untersuchungen sollten die 
strukturchemischen Ursachen fur die 
beobachteten Affinitats- und Spezifi- 
tatsveranderungen der Bindung bei be- 
stimmten Modifikationen aufzeigen; sie 
konnen die Entwicklung von Antisense- 
Verbindungen der zweiten und dritten 
Generation in die richtige Richtung len- 
ken. Daruber hinaus liefert die Verfiig- 
barkeit einer zuvor unvorstellbaren Ful- 
le an modifizierten Bausteinen und die 
Erforschung ihrer Strukturen die Mog- 
lichkeit, die Strukturen nativer DNA 
und RNA besser zu verstehen. Im vor- 
liegenden Beitrag sind die Ergebnisse 
der in unserem Labor in den letzten drei 
Jahren durchgefiihrten Kristallstruk- 
turuntersuchungen rnit modifizierten 
Nucleinslurefragmenten und die daraus 
gewonnenen Erkenntnisse zusammen- 
gestellt . 

Stichworte: DNA * Kristallstrukturana- 
lyse RNA - Wasserstoffbrucken 

1. Einleitung 

Die von den vier Nucleotidbasen Adenin (A), Thymin (T), 
Guanin (G) und Cytosin (C) in genau festgelegter Reihenfolge 
gebildeten Sequenzen und die Bildung komplementarer, iiber 
Wasserstoffbrucken verbundener A-T- und G-C-Basenpaare 
bilden die Crundlage fur die Struktur und die Expression von 
Genen. In den Chromosomen liegt die DNA gewohnlich in 
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Form einer antiparallelen Doppelhelix vor, die aus dem Sense- 
Strang und dem Antisense-Strang besteht. Die Spezifitat der 
Paarung ist das Prinzip, das jeder biologischen Informations- 
ubertragung - Replikation, Rekombination, Transkription und 
Translation ~ zugrundeliegt. Bei Bakterien und Viren ist die 
Hybridisierung zwischen Sense-RNA und Antisense-RNA ein 
haufiger Mechanismus der Regulation oder Inhibierung der 
Genaktivitat. Es wurde gezeigt, daB sowohl Replikation als 
auch Transkription bei Prokaryonten iiber solche Mechanismen 
gesteuert werden" -41. Zur Steuerung der Replikation des 
E.-coli-Plasmids ColEl wird ein Sense-Antisense-RNA-Kom- 
plex zwischen zwei komplementaren Schleifen gebildetC5, 'I. Die- 
sen ersten Beobachtungen eines natiirlichen Mechanismus zur 
Unterdruckung von genetischer Information iiber Nucleinsau- 
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ren folgte eine Dekade intensiver Erforschuiig der Moglichkei- 
ten und Grenzen des Antisense-Ansatzes. 

Antisense-RNA braucht nicht unbedingt iiber Expressions- 
vektoren verabreicht zu werden, sondern 1iiRt sich auch in Form 
kurzer synthetischer Oligonucleotide in Zellen iiijizieren. Au- 
Derdeni kann auch DNA verwendet werden, um die Proteinex- 
pression effektiv zu hemmen, wie zuerst von Zamecnik und 
Mitarbeitern gezeigt wurde['. * I .  Messenger-RNA im unprozes- 
sierten und im prozessicrten Zustand ist nicht die einzige iiiogli- 
che Zielverbindung; ein Eingriff in die Proteinexpression kann 
im Prinzip auch auf dem Nivcau des Gens erfolgen. Dieser An- 
satz ist jedoch bisher weitgchend auf Homopurin-Zielsequenzen 
beschriinkt. die mit dcm Anlisense-Strang einen Triplex bilden 
konnen[' ' ' I .  Wirksamer kann die Genexpression durch Anti- 
sense-RNA mit funktionellen Eigenschaften gesteuert werden, 
z. B. durch truns-aktive Hammerkopf-Ribozyme, die eine Ziel- 
sequenz iiach UH (H = A, C, U) spalten konnen, so daR sie 
nicht nur deren Erkennung hemmen. soiidern die Sequenz aktiv 
abbauen['2* "I. 

Die in den unterschiedlichen Bereichen der Antisense-For- 
schung in den letzten Jahren gesammelte Erfdhrung weist auf 
niehrere entscheidende Punkte hin. mit denen man sich beschiif- 
tigen muB, wenn die Antisense-Methode bei der Therapie von 
Krankheiten des Menschen angewendet werdeu soll. Diese Hin- 
dernisse bei der Entwicklung von Antisense-Wirkstoffen wer- 
den hier nur kurz angesprochen ; die meisten Aspekte dieses 
Themas wurden in einer Reihe ausgezeichneter neuerer Uber- 
sichtsartikel und Bucher ausfiihrlich beha t~del t [ '~ -  331. M6gh- 
che Hindernisse fur eine erfolgreiche Anwendung von Antisen- 
se-Therapeutica sind die hiiufig geringe Aufnahme in die Zelle 
sowie die unzureichende chemische Stabilitiit naturlicher und 
chemisch modifizierter Oligonucleotide gegenuber dem Abbau 
durch einige Nucleasen. Ein modifiziertes Oligonucleotid, das 
gegenuber Nucleaseii bestiindig ist und seinen Wirkungsort er- 
reicht hat, kann vielleicht nicht in ausreichendem MaRe zwi- 
schen einer gewiihlten Zielsequenz und anderen Sequenzen un- 
terscheiden. Weitere Komplikationen konnen sich daraus 
ergeben, daR die meisten inodifizierten DNAs und RNAs keine 
durch RNase H vcrniittelte Spaltung der mRNA i n d ~ i z i e r e n [ ~ ~ ] .  
daB die Faltung zelluliirer RNAs zur  Sekundir- und Tertiir- 
struktur die gewihlten Zielsequenzen unzuginghch machen 
kann und daI3 sich Antisense-Strang und Zielsequenz innerhalb 
der Zelle an ver-schiedenen Orten befinden konnen. 

Es wird erwartet, daB eine geeignete chemische Modifikation 
von Ohgonucleotiden ddbei helfen kann, einige dieser Problcine 
zu iiberwinden. Insbesondere konnen Modifikationen zu ver- 
besserten Hybridisierungseigenschaften, verbesserter Bestiin- 
digkeit gegeniiber Nucleasen und einem verbesserten Eintritt in 
die Zelle fiihren. Angesichts der Struktur von DNA und RNA 
ist eine Vielzahl chemischer Modifikationen am Phosphatriick- 
grat, an den Zucker- und an den Baseneinheiten moglich. Zu 
den Nucleinsiureanaloga (im folgenden auch kurz Analoga ge- 
nannt) der ersten Generation, die auf der Modifikation dieser 
drei Bestandteile beruhen, gehoren die Phosphorothioate[". 3''J, 

die M ~ t h y l p h o s p h o n a t e [ ~ ~ -  381 und eine Reihe von 02'-modifi- 
zierten Nucleinsauren[3y -421 . Di e zur Zeit vorliegende Vielfalt 
von Analoga ist uberwiiltigend, und der interessierte Leser sei 
hierzu z. B. auf die genannten U b e r s i c h t ~ a r t i k e l [ ' ~ - ~ ~ I  ver- 
wiesen. 

Zu einer neueren Generation von Ruckgrat-Modifikationen 
gehoren 3'-Allylether und 3 ' -Al ly l~ul f ide[~~~,  Amide[441. Ami- 
ner451, K~hlenstoffketten'~'~], Forniacetale und Thioform- 
a ~ e t a l e [ ~ ~ ~ ~ * ] ,  G~anid in iumbr i icken[~~~,  5'-Methyl-DNA und 
-RNA["', Pho~phoramidateL~ ' I ,  P h o ~ p h o r o d i t h i o a t e [ ~ ~ ~ ,  S U E -  
deLS31, S ~ l f o n a m i d e [ ' ~ ~  und S ~ l f o n e [ ~ ~ ] .  Die Modifikationen am 
Zuckerteil beinhalten carbocyclische Verbindungen 15'. 'I, L-2'- 
D e s o x y r i b o ~ e n [ ~ ~ ~  und H e x o ~ e n [ ~ ~  -"I. Oligonucleotide, die an 
C5 der Pyrimidinringe propinsubstituiert sind, sind ini Hinblick 
auf Anwendungen als Antisense-Verbindungen sehr vielverspre- 
chend["], und die 1994 erstmals hergestellten Peptidnucleinsiu- 
ren (PNA) gehoren zu den Analoga, die am stiirksten von den 
nativen Nucleinsiuren abweichen[h31. 

Die groI3e Zahl von Modifikationen steht in starkem Kontrast 
zu den wenigen detaillierten Strukturuntersuchungen an Analo- 
ga durch NMR-Spektroskopie in Losung oder mit Molecular- 
Modeling-Reclinungen. Zu den bereits analysierten Ver- 
bindungen gehoren amidverknupfte DNACh4, 05], Formacetal- 
DNAL66,671, Thioformacetal-DNA[681, harnstoffverkniipfte 
DNA["], Phosph~rodithioat-DNA[~", 2'-O-Methyl-RNA[711, 
2'-5'-verkniipfte RNA[''] und ein PNA-RNA-['31 sowie ein 
P N A - D N A - D U ~ ~ ~ X ~ ' ~ ' .  AuRerdem wurde kurzlich iiber die 
Kristallstruktur eines dreistringigen Nucleinsiurekomplexes 
berichtet, der aus einem Homopurin-DNA-Nonamer und zwei 
iiber sechs Aminosiiuren miteinander verknupften Homopyri- 
midin-PNA-Nonameren be~teht"~] .  Es werden noch viele 
Strukturuntersuchungen notwendig sein, uni die thermodyna- 
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mischen Daten von modifizierten Oligonucleotiden zLi interpre- 
tieren und zu einem Verstiindnis des komplexen Zusammen- 
spiels zwischen enthalpischen und entropischen Faktoren zu 
gelangen, wobei unter anderem konformative Priiorganisation. 
Hydratisierung, Salzkonzentration und Kooperativitat zu be- 
rucksichtigen sind'". 771. 

Neben der Suche nach therapeutisch einsetzbaren Antisense- 
Verbindungen gab es in letzter Zeit Fortschritte bei der chemi- 
schen Veriinderung von DNA und RNA;  daraus ergeben sich 
zahlreiche Moglichkeiten, die Struktur von Nucleinsiiu- 
 en['^. 7y1 sowie Protein-Nucleinsiiure- Wechselwirkungen naher 
zu untersuchen[801. 

2. Die Strukturen von DNA und RNA 

RNA unterscheidet sich von DNA durch die zusiitzliche Hy- 
droxygruppe an der 2'-Position der Ribose. Dieser scheinbar 
geringfiigige Unterschied hat wichtige Folgen fur die chemi- 
schen Eigenschaften und die Struktur von R N A  sowie fur deren 
biologische Rolle. DNA liegt normalerweise als Doppelstrang 
vor, wiihrend R N A  einzelstriingig ist und komplexc Faltungs- 
motive mit einer Vielzahl von Strukturelementen annehmen 
kann, wie Doppelhelix-Bereiche, Ausbauchungen (mit unge- 
paarten Basen), Haarnadelschleifen und Pseudoknoten [' '1. 

DNA wird in zwei allgemeinen Klassen rechtsgangiger Duplexe 
mit antiparalleler Orientierung der Strange beobachtet : der 
A- und der B-Form (Abb. 1 ) .  Es sei allerdings daran 
erinnert, dafi Nucleinsiiuren polymorph sind und in weiteren, 
nicht unbedingt doppelstriingigen stabilen Konformationen 

Abb. 1 Oben: van-der-Waals-Darstellungeii der beidcn rechtsgiingigen Grund- 
konforinationen der DNA-Doppelhelix (die RNA-Doppelhelix nimmt eine A-Kon- 
formation ein). Die Riinder der Basenpaare i i i  dci- grol3en Furche slnd gelb und die 
in der kleincn Furche hellblau dargeskllt. Unten: axiale Projektionen der relativcn 
Anordungen \'on Basenpaar und Hclixachse (row) bei A-DNA -RNA (links) und 
B-DNA (rechts). 

vorliegen[8211. Im folgenden beschriinken wir uns auf die Be- 
schreibung von rechtsgiingigen Duplexen von DNA- und RNA- 
Analoga. 

Doppelstriingige RNA nimmt ausschlieRlich die Konforma- 
tion des A-Typs an und ist relativ wenig flexibel. Dagegen weist 
doppelstrlngige DNA eine betrichtliche konformative Poly- 
morphie auf und kann in einer Rcihe von Konformationen vor- 
kommen, die sowohl Merkmale der A- als auch der B-Form 
aufweisen. Diese werden unter anderem von der Basense- 
quenz[8311, vom Hydrat is ierungszu~tand[~~~ 851, von den Wech- 
selwirkungen im Gitter einer bestimmten Kristallform[86-s91 
sowie bei Protein-DNA-Komplexen vom Bindungsmotiv und 
von der WechseIwirkungsfllche["' beeinflufit. Die Bestimmung 
der Kristallstruktur von mehr als 100 DNA-Fragmenten'" -941 

und gut vier Dutzend Protein-DNA-K~rnplexen~~~ -981 hat uns 
ein detailliertes Bild von der DNA-Doppelhelix vermittelt. 
Wahrend die Kristallstrukturanalyse unser Verstiindnis von 
Struktur und von der biologischen Funktion der DNA stark 
vorangebracht hat, sind ahnliche Erfolge mit RNA wegen der 
Schwierigkeiten bei der Herstellung hochreiner RNA-Proben 
bisher - abgesehen von dem friihen Erfolg bei der Aufkliirung 
der Struktur von tRNA ~ nicht erzielt worden. 

Duplexe des A- und des B-Typs weisen sehr unterschiedliche 
Topographien auf (Abb. 1 ) .  Die grol3e Furche des A-Duplex ist 
schmal und tief, die kleine Furche breit und flach. Beim B-Du- 
plex ist die grofie Furche breit. aber weniger tief als die der 
A-Form, und die kleine Furche ist schmller als die der A-Form, 
jedoch iihnlich tief. Der A-Duplex hat einen grofieren Durch- 
messer, und die Helixachse befindet sich innerhalb der groRen 
Furche, wiihrend sie beim B-Duplex durch die Mitte der Basen- 
paare verliuft. Die beiden Duplexe unterscheiden sich noch 
durch mehrere weitere Merkmale voneinander : Die Basenpaare 
sind beim A-Typ zur Helixachse hin geneigt, beim B-Typ sind sie 
mehr oder weniger senkrecht zur Achse angeordnet. Beim A- 
Typ sind die benachbarten Phosphatgruppen eines Stranges ein- 
ander niiher als beim B-Typ (im Mittel 5 . 9 &  B-DNA 7 A .  
Abb. 2 ) .  Diese Unterschiede in der Geometrie sind eine direkte 
Folge der konformativen Flexibilitiit der Zuckereinheit. Bei der 
A-DNA liegen die Zuckerbausteine in der C3'-endo- und bei der 

0 I 
P o  Lz 

A: C3'-endo 6: C2'-endo 

Abb. 2. [dcalisicrte ..Di;imantgittcr"-Darstcilungen der Konforniationrn des Zuk- 
ker-Pliosphat-Riickerates in Doppelhelices des A- und des B-Typs. Beziiglich der 
Toraionrwinkel 1, /I, ;'. 6. I :  und liegen bei A-DNA und A-RNA die Konforinatio- 
nen sc-,  q i .  .wL. .r+. up hzw s ( C  und hci B-DNA die Konformationcn v -. op. 
(117. (ip b ~ w .  i c  \or.  B = Nucleinsiiure-Base. 
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B-DNA in der C2'-endo-Konformation vor. Man 
beobachtet auch ganz lhnliche Zuckerkonforma- 
tionen, die durch Pseudorotation der Furanose 
entstehen, die Gesamtkonformdtion aber nicht 
wesentlich andern. 

Die Geometrie des Zucker-Phosphat-Ruckgrats 
von Oligonucleotiden kann durch sechs Torsions- 
winkel, u, f l .  y, 6, E und [, beschrieben werden, 
wobei der Winkel 6 die Verdrehung um die C4-  
C3'-Bindung der Ribose angibt (Abb. 2). In Du- 
plexen des A-Typs entspricht 6 einer x+-Konfor- 
mation, in solchen des B-Typs einer up-Konforma- 
tion. Alle anderen Torsionswinkel liegen bei bei- 
den Duplexen in denselben Bereichen. Leser, die 
init der Struktur von Nucleinsauren nicht vertraut 
sind, seien beziiglich Nomenklatur und Definitio- 
nen auf einen ausgezeichneten Ubersichtsartikel 
von Kennard und sowie auf das Buch 
von Saenger iiber die Prinzipien bei Nucleinsaure- 
strukturen["] verwiesen. 

3. Kristallisation von Oligonucleotidanaloga 

3.1. Wahl der Matrizensequenz und der Stellen 
fur den Einbau modifizierter Nucleotide 

Ein entscheidender Schritt auf dem Wege zur 
rontgenstrukturanalytischen Erforschung che- 
misch modifizierter Nucleinsauren ist die Gewin- 
nung von Matrizensequenzen, von denen man 
weiB, daB sie ausreichend gut beugende Kristalle 
liefern (Auflosung typischerweise besser als 
2.5 A), sowie die Bestimmung der Zahl und Lage 
von Stellen fur den Einbau eines bestimmten 
Nucleotidanalogons, das die Kristallisation nicht 
beeintrlchtigt. Wir haben solche Sequenzen und 

d(C G C G Acc Acc Tcc Tcc C G C G) 
rhomboedrische Kristalle mit Fehlordnung 
Auflosung ca 5 A 

d(C G C G AoHAoHFHToH C G C G) 
rhomboedrische Kristalle mit Fehlordnung 
Auflosung ca. 5 A 

d(C G C G A A T T C G C G) 
natives DNA-Dodecamer 

/ 

d(C G C G AoH ATToH C G C G) 
rhomboedrische Kristalle mit Fehlordnung 
Auflosung ca 5 A 

d(C G C G A ATMe TMe C G C G) 
Kristalle ohne Fehlordnung (Mg*+, orthorhombisch, P2,2,2, 
2 3 A, Ca2+, rhomboedrisch. R3iR32.3 A) 

die Stellen fur den Einbau sowohl bei modifizierten DNA- als 
auch RNA-Oligonucleotiden bestimmt. Schema 1 zeigt die Er- 
gebnisse rnit rontgenographisch unterschiedlich geeigneten Kri- 
stallen einer B-DNA-Matrize mit carbocyclischen Nucleotiden. 
Mit dem Dickerson-Drew-Dodecamer d(CGCGAATTCGCG) 
wurden optimale Kristallisationsergebnisse erhalten, wenn die 
carbocyclischen Analogd an den Stellen T(7) und T(8) eingebaut 
waren. Das Dodecamer wurde urspriinglich wegen seiner in 
iiber 35 Fallen nachgewiesenen Mutationstoleranz und Gitter- 
konservierung ausgewahlt (NDB, Nucleic Acid Crystal Struc- 
ture Data Base['oo1, Recherche Dezember 1994). 

Es wird heute allgemein angenommen, daB die Bindung eines 
RNA- Analogons an ein bestimmtes Teilstiick einer Messenger- 
RNA hinsichtlich Stabilitat und Selektivitat vorteilhafter ist als 
die entsprechende Bindung eines DNA-Analogons. RNA. 
RNA-Duplexe sind betrachtlich stabiler als die entsprechen- 
den RNA.DNA-Hybride["']. Daher ist es wichtig, RNA- 
Modifikationen in einer RNA- oder A-Form-Doppelhelix zu 
untersuchen. Wir haben zwei Matrizensequenzen fur den 
Einbau von RNA-Analoga verwendet : das RNA-Octamer 
r(CCCCGGGG)['Oz3 und die A-DNA mit der Sequenz 
d(GCGTATACGC)[104-Lo61. 

0 0 0 
Schema 1 .  Bestimmung der Positionen fur den Einbau von carbocyclischen Nucleotiden in ein 
B-DNA-Dodecamer [I071 unter Erhaltung der Moglichkeit zur Ziichtung von rontgenographisch 
geeigneten Kristallen. Mit carbocyclischen 6-a-Methyl-Thymidinen (TM') in den Positionen 7 und 
8 wurden Lwei Kristallformen erhalten, wobei die orthorhombischen Kristalle mit denen des nati- 
ven DNA-Oligonucleotids isomorph sind. Dies eroffnet die Moglichkeit, weitere carbocyclische 
Analoga an diesen Stellen einzubauen, mit dem Ziel, gut streuende Kristalle zu ziichten, um dann 
die resultierenden Strukturverlnderungen vergleichen LU konnen. 

3.2. Kristallzucht 

Viele der zum Ziichten der Oligonucleotidkristalle verwende- 
ten Bedingungen sind einander erstdunlich ahnlich. In mehr als 
90 % der Falle sind Natriumdimethylarsinat-Puffer, Magne- 
siumchlorid, Spermintetrahydrochlorid und das Fallungsmittel 
2-Methyl-2,4-pentandiol (MPD) Bestandteile der Mutterlauge. 
Es ist daher sinnvoll, zunachst zu versuchen, die Nucleinsaure- 
analoga in Gegenwart dieser Komponenten zu kristallisieren. 
Doch selbstverstandlich fiihren solche bewahrten Metho- 
den['08, 'Ogl nicht immer zur Bildung von Kristallen. Die Bedin- 
gungen fur das Zuchten von Proteinkristallen sind anders als die 
bei Nucleinsauren erheblich vielfaltiger. Mit den zur Untersu- 
chung von Kristallisationbedingungen haufig verwendeten 
Sparse-Matrix-Screening-Verfahren" "1 ist eine effiziente Er- 
probung unterschiedlicher Puffer, Kationen und Fallungsmittel 
moglich. Entsprechende Screen-Kits sind im Handel erhalt- 
lich[L'll; modifizierte Versionen wurden erfolgreich bei der Kri- 
stallisation mittelgroDer und grol3er RNAs eingesetzt["23 1131. 

Zur Kristallisation von RNA-Doppelhelix-Fragmenten ha- 
ben wir handelsiibliche Screen-Kits verwendet. Zwei Kristall- 
formen des Octamers r(C,G,) konnten aus Puffern mit pH-Wer- 
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ten zwischen 4.5 und 8.5 mit unterschiedlichen Fallungsmitteln 
wie Ammoniumsu1fdt in hoher Konzentration, niedermolekula- 
ren Polyethylenglycolen (PEGs) und MPD['oZI geziichtet wer- 
den. Es wurde auch iiber die erfolgreiche Verwendung von 
niedermolekularen PEGs bei der Kristallisation von RNA-Oh- 
gonucleotiden berichtet" 14]. Die rhomboedrischen Kristalle des 
Octamers r(C,G,) beugen Rontgenstrahlen rnit einer unge- 
wohnlich hohen Auflosung (besser als 1.5 A> und konnen auch 
aus Losungen geziichtet werden, die zweiwertige Metall-Kat- 
ionen (Mg", Ca2+, Zn2+ usw.) in Konzentrationen von 100 bis 
250 mM enthielten. Auf der Grundlage solch hochaufgeloster 
Kristallstrukturen sollte eine Untersuchung der Bindung dieser 
Ionen an die RNA moglich sein. Die besondere Anordnung von 
[r(C,G,)],-Duplexen im rhomboedrischen Gitter zeigt fur viele 
Nucleotide keine Abstande, die einer dichtesten Packung ent- 
sprechen. Daher ist die r(C,G,)-Sequenz eine ideale Kristallisa- 
tionsmatrize fur RNA, die an mehreren Stellen modifiziert wur- 
de. Versuche zur Kristallisation solcher modifizierter RNAs 
sind derzeit im Gange. Dieses Beispiel zeigt. dalj man sich nicht 
nur auf klassische Kristallisationsbedingungen verlassen, son- 
dern auch nach Alternativen sucheii sollte. Modifikationen ver- 
andern die physikalischen Eigenschaften von Nucleinsauren, 
und um rontgenographisch geeignete Kristalle von Analogd zu 
erhalten, wird man hiiufig die typischen DNA-Kristallisations- 
bedingungen entsprechend anpassen oder einen vollig neuen 
Ansatz wahlen mussen. 

3.3. Hydratisierung 

Fur ein tieferes Verstindnis der Art und Weise, wie Antisense- 
Modifikationen die Struktur und Stabilitat von Nucleinsaure- 
fragmenten beeinflussen, ist es erforderlich, die Anderungen der 
Hydratisierung, die durch die Modifikationen induziert werden, 
sowohl auf globalem als auch auf lokalem Niveau zu bewerten. 
Durch die Kristallstrukturanalyse konnen aber nicht nur die 
Atomkoordinaten bestimmt werden, sondern auch die erste Hy- 
dratationssphare sowie die thermische Bewegung von Molekiil- 
fragmenten und Wassermolekiilen ,,sichtbar" gemacht werden. 
Wenn Beugungsdaten mit atomarer Auflosung zur Verfugung 
stehen, kann die Hydratisierung der Molekule in Kristallen sehr 
eingehend studiert ~ e r d e n " ' ~ ,  151.  Durch Vergleich der Hydra- 
tisierung eines Oligonucleotidfragments in kristallographisch 
unterschiedlichen Umgebungen konnen konservierte Hydrati- 
sierungsmuster erkannt werden, und durch Kristallisation mo- 
difizierter Fragmente im Gitter der nativen Verbindung konnen 
die durch die chemische Modifikation hervorgerufenen Unter- 
schiede bei der Hydratisierung bestimint werden. 

Das ,,Hydratgeriist" von B-DNA-Dodecameren weist ein 
konserviertes Hydratisierungsmuster auf, bei dem die Phos- 
phatruckgrat- und Basen-Atome in der kleinen Furche beteiligt 
sind"16. ' I 7 ] .  Anhand der Kristallstruktur solcher Dodecamere, 
in die nennenswerte Mengen an Nucleotidanaloga eingebaut 
sind, welche die Topographie der kleinen Furche beeinflussen 
(Schema 1, Tabelle l ) ,  sollten die Veranderungen der globalen 
Hydratisierung deutlich werden, die durch diese Modifikatio- 
nen verursacht werden, d. h. die Verdriingung und der Ersatz 
von Wassermolekiilen des Hydratgeriistes. Entsprechend sollten 
anhand der Kristallstrukturen von Oligonucleotiden, in die ein- 

zelne modifizierte Nucleinsauren eingebaut sind, die Konse- 
quenzen fur die lokale Hydratisierung untersucht werden kon- 
nen. So lieferte der Einbau eines 2'-0-Methyladenosinrestes in 
eine DNA-Matrize einige Erkenntnisse hinsichtlich der Hydra- 
tisierung von 2'-O-methylierten Ribosen und der sich daraus 
ergebenden auljergewohnlichen Stabilitat von RNAs, die am 
2'-Sauerstoffatom methyliert sind[lo6]. 

3.4. Die Modifikationen 

Chemische Modifikationen von DNA und RNA beeinflussen 
verschiedene Bereiche in der Doppelhelix. In Tabelle 1 sind die 
Positionen der ausgewlhlten Zucker- und Basenmodifikationen 
in den Furchen zusammengestellt. Zu den Nucleinsauremodifi- 

Tabelle 3 .  Orte ausgewihlter Modifikationen von Zuckern und Basen im Duplex 
(siehe Abb. 1 und 2). 

Position der Modifikation Ort 

C 2  (Zucker) 
04 (Zucker) 
C5' (Zucker) [ S O ]  
C5 (Base) 

kleiiie Furche 
kleine Furche 
kleine Furche (Substituent ersetzt HR') 
grol3e Furche 

kationen, die wir bisher rontgenstrukturanalytisch untersucht 
haben, gehoren Bicyclo-DNA, Sulfon-RNA, carbocyclische 
DNA und 2'-0-methylierte RNA. Die mit jedem Analogon ver- 
bundenen chemischen Verinderungen sind in Abbildung 3 dar- 
gestellt. Drei der Modifikationen betreffen den Riboseteil; in 
Sulfon-RNA ist dagegen die verbriickende, negativ geladene 
Phosphatgruppe durch die neutrale Dimethylensulfongruppe 
ersetzt. In den folgenden Abschnitten sind die Befunde aus Ein- 
kristall-Rontgenstrukturanal ysen fur jedes dieser Nucleinsaure- 
analoga zusammengefafit. 

Sulfon-RNA 

o G S \ l C H 2  i / 

Bicyclo-DNA 

(+ &H3 

2-OMezRNA 

Abb. 3. Vier Arten von DNA- und RNA-Analoga. 

CL - 6's 

carbocyclische DNA 
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4. Bicyclo-DNA 

Priiorganisation und geeignete Starrheit des Einzelstrangs 
sind fur die Bildung stabiler Duplexe entscheidend. Dies wurde 
anhand der drastisch erniedrigten Schmelzpunkte T, von Du- 
plexen gezeigt, die sich aus dem Einbau offenkettiger Glycerin- 
bausteine in Oligonucleotide ergeben" ''', sowie anhand der 
teilweise entropischen Stabilisierung bei Hexose-DNA-Duple- 
xenl' l9I. Die Moglichkeiten zur entropischen Stabilisierung der 
Hybridisierung wurden in mehreren Fallen untersucht. Zu den 
Modifikationen mit strukturell eingeschrankten bicyclischen 
Zuckern gehoren die neutralen internucleosidischen Ribo- 
acetale" 201, carbocyclische Bicyclo-AnalogaLlZ1. ' 221 sowie ein 
DNA-Analogon mit einer Ethylenbriicke zwischen C3' und C5', 
die Bicyclo-DNA (bcDNA, Abb. 3)[1231. Obwohl bei diesen 
Analoga der Entropiebeitrag bei der Duplexbildung verringert 
ist, war die Affinitat von Oligonucleotiden, die bicyclische NU- 
cleotide enthalten, zu DNA und RNA im Vergleich zu der der 
nativen Oligonucleotide im allgemeinen geringer. Dies zeigt, 
daB die Starrheit des Einzelstranges allein fur die Bildung eines 
stabilen Duplex nicht ausreicht, sondern daM auoerdem die 
Konformation des strukturell eingeschrankten Nucleotids mit 
der des Zielstranges im Duplex vereinbar sein mu& 

Die Kristallstruktur eines zwischen C3' und C5' intranucleosi- 
disch ethylenverbruckten, bicyclischen Analogons des Desoxy- 
cytidyl-3'-5'-desoxycytidin-Dimers (Abb. 3) wurde rontgeno- 
graphisch mit atomarer Auflosung b e s t i r n ~ n t " ~ ~ .  1251. Im K ri- ' 

stall bilden zwei bcd(CC)-Strange einen parallelstrangigen 
Duplex, bei dem die Paarung uber hemiprotonierte C-C+- 
Basenpaare erfolgt (Abb. 4). Die Konformationen der 
beiden Einzelstrange des Duplex weichen nur minimal vonein- 

Ahh. 4. Projektionen der [hcd(CC)]l-Doppelhelix mlt paralleler Anordung der 
Stringe entlang der Basenpaar-Ebenen (oben) und entlang der Hehxachse (unten). 
Phosphoratome sind (hier wie im folgendcn) dunkelgrau, Suerstoffatome hellgrau 
und Wasser$toflhriicken alc gestrichelte Linlen dargestellt. 

ander ab;  daher werden wir uns bei unserer Diskussion nur auf 
die Konformation des bcd(C(I)pC(2))-Dimers konzentrieren. 

Der helicale Anstieg pro Basenpaar betragt 3.4A und die 
rechtsgingige helicale Windung pro Basenpaar 34". Die gepaar- 
ten Basen sind leicht propellerartig verdreht (Abb. 4, oben). 
Diese Anordnung fuhrt zu einer weitgehenden Uberlappung 
zwischen Cytosinringen desselben Stranges, und die Carbonyl- 
gruppen der Basen eines Stranges stabilisieren den Duplex 
durch Dipol-Dipol-Wechselwirkungen wahrscheinlich zusltz- 
lich (Abb. 4, unten). Die bicyclischen Zuckereinheiten im Dimer 
nehmen unterschiedliche Konformationen an. Die Desoxyribo- 
seeinheit von C(l) liegt in der Cl'-exo- und die von C(2) in der 
C2'-endo-Konformation vor. 

Die Konformationen der beiden Cytidinreste unterscheiden 
sich auch durch die Torsionswinkel der glycosidischen Bindun- 
gen: In beiden Fallen liegt zwar eine anti-Konformation vor, 
doch unterscheiden sich die Torsionswinkel um etwa 40' 
(Abb. 5). Wegen der konformati- 
ven Heterogenitat der Reste im 
Duplex ist es nicht moglich, einen 
parallelstrangigen poly(bcdC)- 
poly(bcdC)-Duplex mit durchgan- 
gigen Riickgraten und nur einem 
Basenpaar als Wiederholungsein- 
heit aufzubauen. 

Die Struktur des bcDNA-Di- 
mers weicht erheblich von der 
Standardgeometrie von B-DNA 
ab, was auf Unterschiede in den 
Torsionswinkeln f l  und y im Riick- 
grat zuruckzufuhren ist. Dement- 
sprechend liegt im bicyclischen 
Zucker-Phosphat-Ruckgrat eine 
sc+- bzw. up-Konformation vor, 
wahrend in B-DNA und A-RNA 
(bei der y in einer Variante mit ver- 
lingertern Ruckgrat auch eine up- 

,-. 

Ahh. 5.  Nucleosid-Koiiformatio- 
nen in bcd(CC). Die Nucleoside 
C(1) und C(2) liegen in der C1'- 
exo- (oben) brw. CZ'-end(~-Kon- 
formation (unten) vor. Die 
Bindunyen der Ethylenbriicke 
zwischen C3' und C5' in bcDNA 
sind als unausgefullte Linien dar- 
gestellt. 

Konformation einnehmen kann) die Konformationen up bzw. 
SC' aufweisen. Die Aufweitung des Torsionswinkels 7 ist eine 
direkte Konsequenz der Modifikation im Zuckergerust der 
bcDNA. 

Cytidin-reiche DNA kann eine vierstrlngige Anordnung bil- 
den, die aus zwei miteinander verzahnten Duplexen besteht, die 
uber hemiprotonierte C-C+-Basenpaare miteinander gepaart 
sind[1261. Bei diesem Intercalations-Motiv (i-Motiv) ist der Ab- 
stand zwischen benachbarten Basenpaaren auf etwa 6.2 8, ver- 
groBert, so daR die Intercalation von Basenpaaren des zweiten 
parallelstrangigen Duplex moglich ist (Abb. 6). Bei dieser An- 
ordnung uberlappen nur exocyclische funktionelle Gruppen, 
wahrend die nElektronensysteme der Cytosinringe nicht direkt 
an der Stapelung beteiligt sind. Daher scheinen die Dipol-Dipol- 
Wechselwirkungen zwischen benachbarten C2=02-Carbonyl- 
bindungen und zwischen benachbarten C4-N4-Bindungen sowie 
C-H . . 04'-Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Desoxy- 
ribosen der naher beieinander liegenden Zucker-Phosphat-Ruck- 
grate intercalierter Duplexe (Abb. 6) die hauptsachlichen stabili- 
sierenden Faktoren zu seinr'*']. Beim i-Motiv sind benachbarte 
Carbonylbindungen antiparallel zueinander ausgerichtet, wlh-  
rend sie im [bcd(CC)],-Duplex parallel sind (siehe Abb. 4 und 6). 
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Abb. 6. Der C(Z)pC(3).C(6)pC(7)-Basenpaar-Bereich in einer der beiden intercn- 
liertcn [d(CCCC)],-Doppelhelices mil paralleler Aziordnung der Strange. betrachtrt 
parallel zu den Basenpaar-Ebenen (oben) und in Richtung der Helixachse (untcn). 
Das intercdlierende C-C+-Basenpaar wurde in die axiale Projektion mitrinbezogen. 
und die Bindungeii des C(3)-C(7)-Basenpa;ires sind 81s unausgefiillte Linien dargr- 
stellt. 

Gtwa die Halfte der Desoxyriboseeinheiten im i-Motiv ninimt 
Zuckerkonformatioiien des A-Typs an. Die VergroBerung der 
Abstande zwischen benachbarten Basenpaaren in axialer Rich- 
tung ist durch lokale Veranderungeii der Torsionswinkel im 
Riickgrat gekennzeichnet. So treten hiufig CI- und ?-Winkel fur 
ap,ap-Konformationen auf, ein Muster, das haufig bei DNA- 
Wirkstoff-Komplexen im Bereich des Riickgrats an den Interca- 
lationsstellen a ~ f t r i t t [ ~ ~ ] .  

Die Geometrie des Zucker-Phosphat-Riickgrats in bcDNA 
unterscheidet sich von der in B-DNA und der im i-Motiv. Ob- 
wohl der Zuckerteil durch die Ethylenbrucke starrer wird, fiih- 
ren die eingefuhrten Struktureinschriinkungen zu einer erhebli- 
chen Abweichung der Strangkonformation von der eines 
typischen B-Duplex, wodurch die Cewinne an entropischer Sta- 
bilitat zum Teil wieder verloren gehen. Bisher wurden noch kei- 
ne rontgenographisch geeigneten Kristalle des nativen d(CC)- 
Dimers erhalten. Moglicherweise ist fur die Bildung eines stabi- 
len intercalierten vierstriingigen Motivs eine Cytidinsequenz mit 
einer bestimmten Mindestlange erforderlich. Vielleicht bildet 
die parallelstrangige zwitterionische bcDNA-Doppelhelix eine 
unabhangige Paarungsstruktur, die bei Cytidin-reichen Oligo- 
desoxynucleotiden nicht vorkommt. 

5. Sulfon-RNA 

Die Auswirkungen einer Entfernung der negativen Ladung, 
die die Phosphodiester-Riickgrate in DNA und R N A  tragen, 
auf die Struktur der Doppelhelix wurde bisher kaum untersucht. 
In Duplex-DNA fiihrt die Anordnung negativ geladener Phos- 

phatreste entlang des Riickgrats zu einer symnietrischen La- 
dungsverteilung. Eine Storung dieses ausgewogenen Zustands 
durch Neutralisation der negativen Ladungen auf einer Seite der 
DNA fiihrt dazu, daB sich die DNA zu dieser Seite hin 

formung bei Neutralisation der Ladungen der Phosphatreste 
auf einander gegenuberliegenden Seiten der engen, kleinen Fur- 
che ausgepriigter ist als bei Neutralisation der Ladungen der 
Phosphatreste in der breiten, groBen Furche. 

Da zu erwarten ist, daB im Vergleich zu DNA und RNA 
lipophilere Spezies besser in die Zelle gelangen, wurden mehrere 
nichtionische NucleinsCureanaloga entwickelt. Uberdies konnte 
die fehlende LadungsabstoBung zwischen Phosphatresten bei 
Duplexen, die eine ungeladene Spezies sowie R N A  enthalten, zu 
einer erhohten Bindungsstabilitiit solcher Analoga im Vergleich 
zu der von DNA und RNA fiihren. Die Methylphosphonate 
waren die ersten ungeladenen Nucleinsiiureanaloga. Der Ersatz 
eines der nichtverbriickenden Phosphatsauerstoffatome durch 
eine Methylgruppe fuhrt jedoch zu Diastereomeren. Die Di- 
methylensulfongruppe ist ein nahezu iso-sterischer, neutraler 
und achiraler Ersatz fur die Phosphatgruppe der DNA 
(Abb. 3)[55, Kiirzlich wurden Methoden zur Synthese von 
Dimethylensulfon-verbriickter R N A  e n t w i ~ k e l t [ ' ~ ~ ] .  Die Fol- 
gen der Entfernung der Ladung fur die Struktur der RNA-Dop- 
pelhelix wurden anhand der Kristallstruktur des Dimethy- 
lensulfonverkniipften Ribodinucleotidanalogons r(G-S02-C) 
analysiert[l3'': Dabei zeigte sich. daB das neutrale RNA-Analo- 
gon die Struktur eines relativ regelmCBigen Teils einer rechts- 
giingigen Doppelhelix des Watson-Crick-Typs annimmt (Abb. 7 ) .  
Insgesamt ist dieser Duplex dem des natiirlichen r(CpC)-RNA- 
Dimers sehr ihnlich. Zwar erscheint der Dimethylensulfon- 
RNA-Duplex auf den ersten Blick breiter, doch unterscheiden 
sich die S-S- und P-P-Abstande zwischen den Strangen in den 
Duplexen tatsiichlich nur um 0.3 A. Die Achsen der Ruckgrate 
im Dimethylensulfon-RNA-Duplex sind allerdings starker in 
Richtung der Ebenen der Basenpaare geneigt als die in 
[r(GpC)], . Dies geht mit einer ausgepriigten gegenseitigen Ver- 
schiebung von Basenpaaren in [r(G-SO,-C)], , mit einem gleich- 
zeitigen Verlust von Uberlappung zwischen den aromatischen 
Ringen aufeinandergestapelter Basen sowie mit einem etwas 

kriimrnt[78. 1281 . Be' 1 B-DNA kann man erwarten, daB die Ver- 

Abb. 7 .  Darstellungcn dcr durch dns iiichtionischc Dimcthqlcnsulfon-RNA-Ana- 
logon r(G-SO,-C) und das natui-liche KNA-Diniei- r(CpC) gehildeten Doppelheli- 
ces [ I  32.1331. Obeii sind jeweils Projektioiien mit Blick in die kleine Furche. unge- 
fiihr entlaiig der kristallographischen 7weizihhgen Rotationsichse. wiedergegeben, 
iintcn Projektionen entlang der Normaleii zur Ebeiie der obereii Basenpaare (griin). 
Die Schwefelatoiiie sind gelb uiid die Phosphoratoine oraiigefuben dargestellt. 
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kleineren Stapelabstand im Sulfon-Duplex (3.4 8,) im Vergleich 
mit dem im Phosphat-Duplex (3.68 A) einher. Neben diesen 
Veranderungen ist auch die helicale Windung in [r(G-SO,-C)], 
im Vergleich zu der in [r(GpC)], um etwa 14" kleiner, was an- 
hand des Winkels zwischen den giycosidischen Bindungen der 
Guanosin- und Cytidinreste bei beiden Dimeren zu erkeniien ist 
(Abb. 7, unten links und rechts). 

Nach einer sorgfaltigen Betrachtung der moglichen Griinde 
fur die Strukturveranderungen beim Dimethylensulfon-RNA- 
Duplex scheint hierfiir nicht so sehr die fehlende Ladung ent- 
scheidend zu sein, sondern vor allem die Tatsache, daB die ver- 
briickenden Sauerstoffatome der Phosphatgruppen durch 
Methylengruppen ersetzt sind. Bernerkenswerterweise liegen al- 
le Torsionswinkel des Zucker-Sulfon-Riickgrats innerhalb der 
fur einen Duplex des A-Typs zu erwartenden B e r e i ~ h e " ~ ~ ' .  Bei- 
de Riboseeinheiten liegen weitgehend in der Standard-C3'-endo- 
Konformation vor. und die glycosidischen Bindungen weisen 
anti-Konformation auf. Der bei natiirlichen Nucleosiden 
zwischen 0 3 '  und 04 auftretende guuclze-Effekt fehlt bei 3'- 
CH,-substituierten Ribonucleosiden, was die C3'-endolo-Konfor- 
mation stabilisieren wiirde. Um aber die Methylengruppe unter- 
zubringen, die 0 5 '  ersetzt. ist eine Anpassung der Nucleotid- 
konformation erforderlich (Abb. 8 ;  die Kohlenstoffatome der 
Dimethylensulfongruppe werden mit C3" bzw. C6 bezeichnet) . 
So besetzt das HR'-Wasserstoffatom an C6' ungefahr die Posi- 
tion, die im Standard-Phosphatruckgrat von Duplexen der A- 
Form von 05 '  eingenommen wird. Dies wird durch leichte Ver- 
iinderungen der Zuckerkonformation erreicht, und zwar insbe- 
sondere dadurch, daR der Winkel 6 auf beinahe 90" geoffnet 
wird, so daR die C4'-C5'- und die C1'-N1-Bindung in bezug auf 
den Ribosering starker lquatorial angeordnet sind. Dariiber 

Abb. 8. Konformation von Cytidin in dei- 
Dimethylensulfon-Doppelhelix [r(G-SO,- 
C)12 (oben) und in der nativen [r(GpC)J,- 
Doppelhclix (unten). Die gepunkteten Li- 
nien markieren die Abstfnde zwischen H6 
und HeHC bei der Diniethyieiisulfon- 
Doppellielix (2.21 8) sowie zwischen H6 
und 0 5 '  bei der nativen Doppelhelix 
(2.34 A).  Man beachte die etwas unter- 
schiedlichen Ribose-Konformationcn der 
beiden Nucleotide. Das Schwefelatom 1st 
schwarr und das Phosphoratoin dunkel- 
grau dargestcllt. die S=O- und S-CH,- 
Bindungen sind a l s  unauagefullte Linien 
wiedergegeben. 

hinaus kann durch die aus- 
gepragte antiperiplanare 
Konformation an der gly- 
cosidischen Bindung die 
Wechselwirkung zwischen 
dem HKe-Atom an C6' und 
dem Wasserstoffatom an 
C6 minimiert werden. 

Die genannten Verande- 
rungen der relativen Lage 
von Zucker und Base so- 
wie der Unterschied zwi- 
schen der P-0- und der 
etwa 0.28, Iangeren S-C- 
Bindung tragen entschei- 
dend zur veranderten rela- 
tiven Verschiebung der 
Basen in [r(G-SO,-C)], 
bei. Da die C6-S-Bindung 
parallel zu den Watson- 
Crick-Wasserstoffbrucken 
ausgerichtet ist (Abb. 7), 
ist die ausgepragte Ver- 
schiebung im wesentlichen 
auf C6' und weniger auf 
C3" zuriickzufiihren. Die 
geringere Verdrehung im 
Dimethylensulfon -Duplex 

ist sehr wahrscheinlich eine Folge des Unterschieds zwischen 
den Bindungswinkeln S-C6'-C5' (1 11') und P-O5'-C5' (120' ; 
Abb. 7, unten). Wegen des kleineren Winkels in [r(G-S0,-C)12 
ist das C(2)-G(3)-Basenpaar (griin) nach hinten. iiber das G(1)- 
C(4)-Basenpaar (blau) hinaus gedreht. 

Wegen der nahezu identischen Konformationen der Nucleosi- 
de im Dimethylensulfon-Dimer kann ein verlingerter Oligonu- 
cleotid-Duplex mit einer helicalen Windung und einer Steigung 
wie in [r(G-SO,-C)], aufgebaut werden. Ein Vergleich zwischen 
einem solchen Duplex und einem Standard-A-RNA-Duplex ist 
in Abbildung 9 gezeigt. Der Sulfon-RNA-Duplex weist etwa 

Abb. 9. Projektionen einer vollstindigen Windung einer Sulfon-RN A-Doppelhelix 
(zur Konstruktion des 17mers ging man von der Konforination der [r(G-SO,-C)],- 
Dimer-Doppelhelix aus) und einer Standard-A-RNA gleicher Lfnge senkrecht zur  
Helixachse (obeu) sowie entlang der Helixachse (unten). Die Rinder der Basenpa- 
re in der gronen Furche sind weiD und die in der kleinen Furche hellblau. die 
Schwefelatoine sind gelh tind Phosphoratome orangefhrben drrrgcstcllt. 

17 Basenpaare pro helicaler Windung (1 1 Basenpaare pro Win- 
dung in A-RNA) auf und ist durch einen im Vergleich zu RNA 
50 % grooeren Durchmesser sowie durch einen zylinderformi- 
gen Hohlraum entlang der Helixachse gekennzeichnet. Die tiefe, 
groRe Furche der A-RNA 1st im Sulfon-Duplex stark aufgewei- 
tet, und der Abstand zwischen den Schwefelatomeii in gegen- 
iiberliegenden Strangen dieser Furche ist auf etwa 15 A. unge- 
fahr das Dreifache des Wertes fur die Phosphatgruppen bei 
RNA, vergroRert. Die Veranderungen bei der kleinen Furche 
sind im Vergleich hierzu vie1 geringer. 

Man moge jedoch bedenken, daR die recht drastischen topo- 
graphischen Unterschiede zwischen Sulfon-RNA und RNA. die 
aus der Bestimmung der Struktur des [r(G-SO,-C)],-Duplex 
hervorgehen, vielleicht nur dem ungunstigsten Fall entsprechen. 
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Der Einbau eines kurzen Segments Sulfa-RNA in ein natives 
oder in ein auf andere Weise modifiziertes RNA-Oligonucleotid 
konnte weniger weitreichende Folgen fur die Konformation ha- 
ben. Genauso konnten die groI3ere Verschiebung und die kleine- 
re Verdrehung zwischen Basenpaaren in Sulfon-RNA zu einer 
verbesserten Stapelung zwischen den Purinringen zweier 
Strange aus 5'-Pyrimidin-Purin-3'-Einheiten und damit zu einer 
hoheren Stabilitat fuhren. Derzeit werden DNA/Sulfon-DNA- 
und RNA/Sulfon-RNA-Oligonucleotid-Chimare synthetisiert, 
und es wird interessant sein, die Auswirkungen des Einbaus 
Dimethylensulfon-verknupfter Dimere in Standard-Oligonucleo- 
tide auf die thermodynamische Stabilitit zu untersuchen sowie 
die entsprechenden Strukturen zu analysieren. 

Die Folgen des Ersatzes von 0 5 '  durcli eine Methylengruppe 
fur die Konformation wurden am r(UpcA)-5'-Desoxy-5'-phos- 
phonomethylen-Dimer['34] und an den r(A-(pcA),-pcA)-5'- 
Desoxy- 5'-phosphonomethylenadenosin-Decameren [' unter- 
sucht. Circulardichroismus-Untersuchungen" 341 ergaben, dalj 
die eingebaute Methylengruppe die Stapelung im Dimer unter- 
bindet. Triplexe, die das obige 5'-modifizierte Homo(A)-Deca- 
mer mit zwei r(U), ,-Strangen bildet, sind allerdings ahnlich 
stabil wie die der natiirlichen RNA-Oligonucleotide. Diese 
widerspriichlichen Befunde konnen mit den unterschiedlichen 
Langen und Sequenzen der untersuchten Verbindungen zusam- 
menhangen. Wahrscheinlich sind dariiber hinaus die Folgen des 
Ersatzes von 0 5 '  durch eine Methylengruppe fur die Konforma- 
tion der Purin- und die der Pyrimidinnucleoside unterschiedlich. 
So kann die Methylengruppe moglicherweise leichter in der 
Nachbarschaft von H8 des Adenosinrestes untergebracht wer- 
den als im Falle von [r(G-SO,-C)], in der Nachbarschaft von H6 
des Cytidinrestes (Abb. 8).  Da sich die S-C- und die P-C-Bin- 
dungslangen nur minimal unterscheiden, ist es unwahrschein- 
lich, daB die Phosphonomethylen- und die Dimethylensulfon- 
Briicke zu sehr unterschiedlichen Stapelungen fiihren. Weiterhin 
konnte eine vermutlich etwas schwachere Stapelwechselwirkung 
innerhalb eines Stranges, wie bei [r(G-SO,-C)], festgestellt, die 
Stabilitlt von Doppel- und Tripelhelices rnit einem Homopurin- 
strang (z. B. dem oben genannten Oligo-5'-desoxy-5'-phospho- 
nomethylenadenosin) weniger stark beeinflussen als die von 
Doppel- und Tripelhelices aus gemischten Sequenzen rnit Purin- 
und Pyrimidinbasen. Vor kurzem wurde iiber die Synthese eines 
Thymidin-Dimers, das eine Phosphinatobriicke zwischen Nu- 
cleosiden enthalt (05 '  sowie 03 '  durch Methylengruppen er- 
setzt), und seinen Einbau in Oligonucleotide b e r i ~ h t e t ~ ' ~ ~ ' .  Be- 
merkenswerterweise fiihrte die Hybridisierung einer DNA, die 
zehn aufeinanderfolgende Phosphinato-verbriickte Nucleotide 
aufweist, und ihres RNA-Komplements zu einer Erniedrigung 
des Schmelzpunkts im Vergleich zu dem des nativen Hybrids 
von etwas weniger als 2 Grad pro Modifikation. Es bleibt abzu- 
warten, wie sich der zusatzliche Ersatz der negativ geladenen 
PO; -Gruppe durch die SO,-Gruppe auf die Affinitat der RNA 
auswirkt. 

Die Kristallstruktur des r(A-SO,-U)-Dimers in einzelstrangi- 
gem Zustand sowie der Vergleich seiner Konformation rnit der 
des r(G-SO,-C)-Stranges im Duplexzustand haben etwas Licht 
auf die Konformationsumordnungen geworfen, die - in diesem 
besonderen Fall - beim Ubergang vom Einzelstrang zum Du- 
plex erforderlich ~ ind[ '~ ' ] .  Das einzelstrangige Dimer liegt in 
einer gestreckten Konformation vor, wobei alle Torsionswinkel 

des Zucker-Sulfon-Riick- 
grats (au8er 6) einer up- 
Konformation entspre- 
chen. Interessanterweise 
liegen die Riboseeinheiten 
im r(A-SO,-U)-Dimer in 
der C2'-exo-Konforma- 
tion vor (Abb. 10). Wegen 
der up-Konformation be- 
ziiglich des Winkels y ist 
eines der Wasserstoffato- 
me an C5' starker in Rich- 
tung der /I-Flache des Ri- 
boseringes gedreht. Eine 
normale C3'-endo-Konfor- 
mation der Ribose, wie 
man sie im Duplex findet, 
wiirde zu einer ungiinsti- 
gen sterischen Wechselwir- 
kung zwischen diesem 
Wasserstoffatom und H3' 
fiihren. Dies wird durch 
,,Herunterbiegen" des C3'- 
Atoms der C4'-C3'-C2'- 
Einheit in der Ribose ver- 
mieden (Abb. 10). Eine 
Anderung von c( und y un- 
ter Bildung einer sc+-Kon- 
formation konnte zu einer 

Ahb. 10. C3'-endo-Konformation van 
Cytidin in [r(G-SO,-C)], (oben) und C2'- 
elo-Konformation von Uridin im r(A- 
SO,-U)-Einzelstrang (unten). Die ge- 
punkteten Linien mdrkieren die AbstHnde 
zwischen HSi von C 6  und H3' von Cyti- 
din (2.16 A) sowie zwischen HRe von C5' 
undHYvonUridin(2.35 .&).Manbeach- 
te die unterschiedlichen Konformationen 
heruglich des Torsionswinkels ;' in den 
beiden Nucleotiden. Eine C3'-mdo-Kon- 
formation von Uridin wurde LU einer un- 
gunstigen Wechselwirkung zwischen H3' 
und dem HRe-Wasserstoffatom von C5' 
fiihren. Das Schwefelatom ist schwarz 
dargestellt. 

C3'-endo-Faltung der Ribose fiihren, und durch eine zusiitzliche 
Drehung um < wurde dann aus der gestreckten, einzelstrangigen 
Konformation von r(A-SO,-U) eine gestapelte Anordnung 5hn- 
lich der im [r(G-SO,-C)],-Duplex des A-Typs. 

6. 6'-a-Substituierte carbocyclische DNA 

Bei carbocyclischen Analoga ist das 4-Sauerstoffatom des 
natiirlichen Furanosylnucleosids durch eine Methylengruppe 
ersetzt (Abb. 3, Schema 1 ) .  Das Entfernen des elektronenzie- 
henden 4-Sauerstoffatoms der Furanosyleinheit hat eine erheb- 
liche Wirkung auf die Basizitat des Pyrimidinrings. Das carbo- 
cyclische Analogon von 5-Methyl-2'-desoxycytidin weist einen 
hoheren pK,-Wert auf als die Stammverbindung, und entspre- 
chende Oligonucleotide bilden sehr stabile Triplexe vom Pu 'Py- 
Py-Typ, bei denen eine Protonierung von Cytidin im dritten 
Strang erforderlich ist[561. AuBerdem laljt sich die hohere Stabi- 
litat, die durch carbocyclische R a t e  im Pyrimidinstrang vermit- 
telt wird, auf das Fehlen abstoljender Wechselwirkungen zwi- 
schen Phosphatresten des Purinstranges und den 4-Sauerstoff- 
atomen des in der groljen Furche gebundenen dritten Stranges 
zuriickfuhren[25]. Carbocyclische Analoga sind gegeniiber einer 
enzyrnatischen Spaltung der glycosidischen Bindung bestiindi- 
ger [ I  381. 

Obwohl Oligonucleotide, die unsubstituierte carbocyclische 
Bausteine enthalten, giinstige RNA-Bindungseigenschaften 
aufweisen, reicht die erhohte Stabilitat gegeniiber einem Ab- 
bau durch Nucleasen fur biologische Anwendungen vermutlich 
nicht Oligonucleotide, die carbocyclische Analoga mit 
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%-Substitlienten an der CH2-Gruppe (C6', Abb. 3) enthalten, 
erwiesen sich als resistentcr gegeniiber enzymatischem Ab- 
bau["]. Die Analoga init der stiirksten Abnahme der Stabilitiit 
des DNA-RNA-Duplex sind jedoch gerade die, die gegeniiber 
Nucleasen am bestandigsten sind. Nach den bisher gesammelten 
Befunden zur Stabilitlt von DNA-Homo- und DNA-RNA- 
Heteroduplexen. die carbocyclische Oligonucleotide enthalten, 
ist keine der Konformationen des Cyclopentanrings merklich 
bevorzugt. Stattdessen ist er wegen fehlender stereoelektroni- 
scher Einfliisse auf die Konformation der Furanosyleinheit vie1 
flexibler, was dazu fuhrt, daB carbocyclische Nucleotide unter- 
schiedliche, durch den Duplex induzierte Geometrien einneh- 
men konnen. 

Um die Konformationsmerkmale carbocyclischer Nucleo- 
tide zu beurteilcn, haben wir drei unterschiedliche carbo- 
cyclische Analoga - sowohl solche mit als auch eines ohne 
6'-a-Substituenten - in die Dickerson-Drew-Matrizeiisequenz 
d(CGCGAATTCGCG) eingebaut (Schema 1) .  Von allen vier 
bisher synthetisierten, modifizierten Striingen konnten Kristalle 
geziichtet werden, die abgesehen von einem Fall rontgenogra- 
phisch wenig geeignet waren. Unseres Wissens wurde die rhom- 
boedrische Raumgruppe von Kristallen carbocyclischer Dode- 
camere bei keinem der zahlreichen, in den letzten 15 Jahren 
kristallisierten Varianten der Dodecamersequenz beobachtet. 
Mehr als 30 Dodecamere des d(CGCxyyyyzGCG)-Typs (x = G, 
A. T; y = A. T; z = C, A, T), die entweder veriinderte Sequen- 
zen aufwiesen, cheinisch modifiziert worden waren oder als 
Komplexe mit in der kleinen Furche gebundenen Wirkstoffen 
vorlagen, kristallisierten siimtlich wie auch das native Dodeca- 
iner in der orthorhombischen Raumgruppe P2,2,2,['071. Es ist 
bemerkenswert. daB eine geringfiigige chemische Modifikation, 
wie der Ersatz von 04 '  durch CH, bei einigen wenigen Nucleoti- 
den des Dodecamers. dazu fiihren kann, dafi dieses im Kristall 
eine andere Packung aufweist, die miiglicherweise die Konfor- 
mation der DNA beeinflufit. 

Die Kristallstruktur von d(CGCGAATM'TM'CGCG). das 
zwei carbocyclische 6'-!-MethyIthymidinreste enthiilt, wurde 
init einer Auflosung von 2.5 A b e s t i m ~ n t [ ' ~ ~ ~ .  Die Struktur ist zu 
der des unmodifizierten Dodecainers isomorph, und die vier 
modifizierten Nucleotide pro Duplex nehmen Konformationen 
an, die mit denen einer B-DNA vereinbar sind. Von den 20 
Zuckereinheiten der nativen Struktur (terminale Reste sind 
nicht berucksichtigt) liegen zehn in der Cl'-e.yo-, sieben in der 
C2'-c~lo- ,  zwei in der 04 ' - i~do-  und eine in der 04-em-Konfor-  
mation I 4 l 1 .  Die Zuckereinheiten der Reste T(7) und 
T(8) weisen die 04'-enrlo- bzw. CI'-cm)-Konformation auf, wah- 
rend sie im modifizierten Dodecamer in der C2'-endo- bzw. C1'- 
exo-Konformation vorliegen (Abb. 11). Im zweiten Strang neh- 
men die Zuckerbausteine von T(19) und T(20) im nativen 
Dodecamer beide die C1 '-em-Konformation an, wlhrend die 
von TM'(19) und TM'(20) im modifizierten Duplex die C2'-erzdo- 
bzw. C1'-rso-Konformation bevorzugen. Die carbocyclischen 
Reste verursachen also nur sehr geringfugige Abweichungen 
von der Standard-Geometrie des Desoxyoligonucleotid- 
Duplex, und die Cyclopentanringe passen sich den geometri- 
schen Anforderungen des Furanosyl-Phosphat-Riickgrats gut 
an. Dies ist ein Hinweis darauf, daB die Konformation des Cy- 
clopentanrings unsubstituierter und 6'-x-substituierter carbocy- 
clischer Nuclcotide nicht festgelegt ist und  sich an unterschied- 

Ahb. 11. Konformationen der vier carhocyclischen 6-a-Methyl-Thymidinresle in 

[d(CGCCrAAT"'T"'CCTCG)]~: T(8) (C2'-c.nh, ohen links), T(9) (CI'-cwi, oben 
rechts). T(19) ( C T - e n h .  unten links) und T(20) (CI'-c\-a. unteti rechts). Die C 6 -  
C7'-Bindungcn siiid ills unausgefullte Linien dargestellt. 

lichste geometrische Gegebenheiten anpassen kann, die durch 
die RNA- oder DNA-Ruckgrate festgelegt werden. 

In [d(CGCGAATTCGCG)], werden N3 oder N2 von Gu- 
anin, N 3  von Adenin und 0 2  von Cytosin sowie Thymin vom 
jeweils anderen Strang in der Mitte der kleinen Furche durch 
sieben Wassermolekule der ersten Hydratationssphiire ver- 
bruckt, so dafi diese zwei benachbarte Basenpaare iiberspannen 
(Abb. 12, links). Daruber hinaus koordinieren sechs Wasser- 
molekule der zweiten Hydratationssphiire die der ersten Hydra- 
tationssphiire, die somit nahezu tetraedrisch koordiniert 
sind[' ''I. Die 4'-Sauerstoffatome der Ribose in der kleinen 
Furche stabilisieren das Hydratgerust entweder uber Wasser- 
stoffbriickenbindungen oder die durch sie geschaffene polare 
Umgebung[" '1. Es ist uberraschend, wie wenig die Methyl- 
gruppen der carbocyclischen Thymidineinheiten im mittleren 

Abb. 12. Hydratisierung der kleinen Furche in den B-DNA-Doppelhelices 
[(d(CGCGAATTCGCG)], (links) uiid [d(CGCGAATM'TM'CGCG)l, (T"' = 
carbocyclischcs 6-x-Methyl-Thymidin: rechts). Wassertnolekitle sind als hellblaue 
Kugelii dargestellt und die CH,-Kohlenatoffdtome der 4ubstirLicnten in dcti niodi- 
fizierten Thymidinresten als gelbe Das Hydratgerust ist a l s  Kette aus Wasserinolc- 
kiilen der ersten und tweilen Hydratationssphiren erkennbar, dic sich entlanp der 
kleinen Furche der inodifizierten Doppelhclix windet. Beim niitiven Dodecamer 
wird der Blick auf  den zentralcn Teil dcs Ruckgrates durch Was\ei-tnolekiilc hiihercr 
HydratationsFph~ireii etwiis verdeckt 
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Bereich des modifizierten Duplex die erste Hydratationssphiire 
beeinflussen : Wie im nativen Dodecamer verbruckt ein Wasser- 
molekul die 02-Atome der Reste TM'(7) und TM'(19) (Abb. 12, 
rechts) . Dieses Wassermolekul wird durch die vier Methylgrup- 
pen vom iiuneren Teil der kleinen Furche abgeschirmt, von de- 
nen sich eine in einem Abstand von 3.12 8, zum Wdssermolekul 
befindet. Zwei Wassermolekiile, die dieses Wassermolekiil flan- 
kieren und die die Reste TM"(8) und A(18) bzw. A(6) und 
TMe(20) verbrucken, sind ebenfalls konserviert, wie auch das 
gesamte Hydratisierungsmuster am Grund der kleinen Furche 
sehr iihnlich ist. Der von den Methylgruppen in der Mitte der 
kleinen Furche gebildete lipophile Bereich fuhrt zu einer Ver- 
driingung der beiden Wassermolekule der zweiten Hydrata- 
tionssphiire, die in [d(CGCGAATTCGCG)], die drei Wasser- 
molekiile im Zentrum der kleinen Furche miteinander verknup- 
fen. Im B-DNA-Duplex stehen die Vektoren, die durch die 6-1- 
Methylkohlenstoffatome der Reste T''(7) und TM"(20) sowie 
durch die entsprechenden C-Atome von TMe(8) und TM'(19) de- 
finiert werden, ungefahr senkrecht zur Langsrichtung der klei- 
nen Furche, und die Abstande zwischen den van-der-Waals- 
Oberflachen der Methylgruppen dieser Reste uber die Furche 
hinweg betragen 1.21 bzw. 0.87 8, (der van-der-Waals-Radius 
einer Methylgruppe wurde mit 2 8, angesetzt). Die entsprechen- 
den Abstande zwischen den Methylgruppen von TM'(7) und 
TM'(8) sowie zwischen denen von TM'(19) und TMe(20) betragen 
1.03 bzw. 0.53 8,. 

Anhdnd dieser Struktur wird deutlich, dal3 6-a-substituierte 
carbocyclische Nucleotide ahnliche konformative Konsequen- 
Zen haben wie die Furanosyl-Nucleotide in einem Duplex des 
B-Typs. Der Einbau isolierter 6'-~-methylierter Bausteine in 
DNA konnte den Duplex durch Verzerrung des globalen Hy- 
dratisierungsmotivs destabilisieren. Zusammenhangende Ab- 
schnitte von zehn 6'-z-methylierten carbocyclischen Pyrimidi- 
nen fuhrten hingegen zu etwas hoheren Schmelztemperaturen 
des Duplex pro eingebautem Rest im Vergleich zu denen nach 
Einbau isolierter Nucleinsaureanaloga (AT,, = - 1.3 bzw. 
- 1.7 Grad, bezogen auf komplementare . D'  iese 
kooperative, relative Stabilitatserhohung kann auf die Freiset- 
zung von Wassermolekulen in der Nahe der Methylsubstituen- 
ten und auf die kleinen Absthnde zwischen den van-der-waals- 
Oberflachen der Methylgruppen benachbarter Reste eines 
Stranges zuriickgefuhrt werden. 

7. 2'-O-Methylierte RNA 

2 ' - O - A l k y l i e r ~ n g [ ~ ~ ~  ". und 2'-Alkylsubstitution['441 fuh- 
ren zu Oligonucleotiden mit erhohter metabolischer Stabilitht. 
Heteroduplexe aus 2'-O-alkylierter RNA und natiirlicher RNA 
sind stabiler als solche aus D N A  und RNA, wobei kleinere 
Substituenten wie Methyl, Ethyl und Ally1 in hoherem Malje 
stabilisierend wirken als Iangerkettige Alkylgruppen[39.421. Die 
2'-Hydroxygruppe der RNA tragt zur thermodynamischen Sta- 
bilitat des RNA-Duplex bei und zwar sowohl enthalpisch durch 
eine Verbesserung der Hydratisierung als auch entropisch durch 
eine konformative Praorganisation der Ribose. 

Die hochaufgeloste Kristallstruktur des A-RNA-Duplex 
[r(C4G4)]211031 und der Vergleich mit der Kristallstruktur des 

A-DNA-Duplex mit gleicher S e q ~ e n z " ~ ~ .  1461 lieferten Hinwei- 
se fur die auljergewohnliche Hydratisierung des RNA-Duplex 
an den 2'-Hydroxygruppen in der kleinen Furche (Abb. 13). 

Abb. 13. Hydratisierung der 2'-Hydroxygruppen in der klsirien Furche der RNA- 
Doppelhelix [r(C,G,)], . Jedes der Wassermolekule (hellblau, teilweise verdeckt) 
hefindet sich in einer Entfernuiig von weniger als 3.4 8, von einem 2'-Sauerstoffatom 
(rot). Die Phosphoratome sind orangefarben, die iibrigen Ribose-Phosphat-Ruck- 
grat-Atome gelb und die Basen-Atome g r i n  dargestellt. 

Diese bilden Wasserstoffbruckeiibindungen mit durchschnitt- 
lich zwei Wassermolekulen und fungieren auljerdem in einigen 
Fallen als Donoren in einer Wasserstoffbrucke zum 4-Sauer- 
stoffatom der in 5' + 3'-Richtung benachbarten Ribose. 

Die thermodynamischen Daten der Hybridisierung wurden 
fur r(C,G,) und d(C,G,) aus den Daten temperaturabhangiger 
UV-spektroskopischer Messungen berechnet (Tabelle 2). Die 

Tabelle 2. Thermodynamische Datcn von r(C,G,) und d(C,G,) auf der Basis tem- 
pernturabhingiger UV-Hyperchromie-Messungen [a] 

Oligonier 7;,, [ 'C] AC A H  - f A S  
[ k ~ a l r n o l ~ ~ ]  [kcdlmol-'1 [kcalmol '1 

d(C4Gd 44 6 - x  4 -54 0 +45 6 
r(C,G,) 70 1 - 1 5  5 -85 I +69 6 

[a] Die 7;;Wcrtc wurden in 10 mM Natriumdimethylarsinat (pH =7) ,  l 0 0 m ~  
NaCl und 0.1 ink1 EthyleiidiainintetraessigsIure bei Strangkoiizentr~tionen von 
8.2 PM gemessen. Die thermodynamischen Daten sind fur 37 'C angegeben. 

hohere thermodynamische Stabilitiit der Duplexbildung bei 
RNA im Vergleich zu der bei DNA beruht, was vielleicht uber- 
rascht, nicht auf einem gunstigeren Entropieterm infolge der 
konformativen Praorganisation des Ribose-Phosphat-Ruck- 
grats in einzelstrangiger RNA bei einem Duplex der A-Form. 
Stattdessen ist die Reaktionsenthalpie der Duplexbildung bei 
R N A  uber 30 kcalmol-' groljer als bei DNA, was mit der vie1 
besseren Hydratisierung der R N A  im Kristdll iin Einklang ist 
(siehe 2'-OH-Hydratisierung in Abb. 13). Bei der Bildung eines 
DNA-Duplex konnen mehrere Wassermolekiile abgegeben wer- 
den, wohingegen sich die Gesamtzahl der Wassermolekule zwei- 
er RNA-Einzelstrange von der eines RNA-Duplex nicht not- 
wendigerweise erheblich unterscheidet. Die sehr geringfiigige 
Verringerung (oder die moglicherweise sogar leichte Erhohung) 
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des Hydratisierungsgrades bei der Duplexbildung von R N A  
(entropisch ungiinstig) steht dem Enthalpiegewinn durch ge- 
bundenes Wasser sowie dem Beitrag aus der Priiorganisation des 
Einzelstranges, die den Entropieterm giinstig beeinflussen sollte, 
gegeniiber. Die Enthalpiezunahme ist jeweils gro5er als die En- 
tropieerniedrigung, und im Fall der C,G,-Octamersequenz ist 
AG der Duplexbildung bei R N A  etwa doppelt so groR wie bei 
DNA. Hierbei ist folgendes interessant : Oligonucleotide rnit 
2'-alkoxysubstituierten carbocyclischen Bausteinen, in denen 
keine gauche-Wechselwirkung zwischen dem 2'-Substituenten 
und dem 4-Sauerstoffatom der Ribose auftritt, weisen eine 
niedrigere RNA-Bindungsaffinitat auf als entsprechende DNA- 
Oligonucleotide[571. Dies bedeutet, dalj sich der aus der groRe- 
ren Starrheit des Ribose-Phosphat-Ruckgrats (gmche-Effekt 
zwischen 02 '  und 04') ergebende entropische Vorteil fur die 
erhohte Stabilitat der Duplexbildung sowohl bei R N A  als auch 
bei 2 ' 0 M e - R N A  von groljer Bedeutung ist. 

In der Kristallstruktur des Decamer-Duplex 
[d(GCGT)o"M'r(A)d(TACGC)]z, der 2'-O-methylierte Adeno- 
sineinheiten enthalt, bilden die beiden Methoxysauerstoffatome 

Ahh. 14. Konaervierte Hydratisie- 
rungsmuster in der kleinen Furche im 
Bercich voii I-C (ohen). rG (Mitte) 
tind 2'-O-Mc-rA (unlen). Die I-C- tind 
rG-Ddrstellungcn wurden durch Su- 
perposition derjc acht Nucleoside aus 
der [r(C,G,)],-Kriatallstruktur (in 
den Darstellungen ersetzt durch e m  
Nucleosid mil durchschnittlichcr 
Geometrie) und dcr sie umgebenden 
Wassermolekule erhalten. Das Hy- 
dratationsmuster fur ' "YA heruht 
auf den beobachteten Anordungen 
von Wasqerrnolekulen uni die beiden 
modifiticrtcn Adenosinreste in der 
Kriclallctruktui-einer DNA:?'-O-Mc- 
R NA-Dcc;imei--DoppelheIix [10h] 

je eine Wasserstoffbriicken- 
bindung zu nur einem Wasser- 
molekulr'061. Durch die Me- 
thylierung der 2'-Hydroxy- 
gruppe wird der Hydratisie- 
rungsgrad im Vergleich zu 
dem bei nativer RNA (bei der 
die 2'-Hydroxygruppen mei- 
stens an zwei Wassermolekule 
gebunden sind) erniedrigt und 
daruber hinaus die Bildung 
der inneren Wasserstoffbriik- 
kenbindung verhindert, die 
hiiufig zwischen 0 2 '  und 04 
der benachbarten Ribose des- 
selben Stranges auftritt. Die 
Consensus-Muster der Hy- 
dratisierung der kleinen Fur- 
che fur Cytidin und Guanosin 
sind auf der Basis der Kristall- 
struktur von [r(C,G,)], im 
oberen Teil von Abbildung 14 
dargestellt. Die 2'-Hydroxy- 
gruppen stabilisieren hier eine 
ununterbrochene Reihe von 
Wassermolekulen in der Fur- 
che, die mehr oder weniger in 
der durch die G-C-Basenpaa- 
re definierten Ebenen liegen 
und die die Ruckgrate und 
Basen miteinander verbinden 
(Abb. 13, Vordergrund). Bei 
den meisten G-C-Basenpaa- 
ren befindet sich eines der 
beiden Wassermolekiile, die 
mit den 2'-Sauerstoffatomen 
Wasserstoffbriickenbindungen 
bilden, am Rande der kleinen 
Furche und verbriickt 02' und 

die Phosphatgruppe. Das andere Wassermolekiil verbriickt 
0 2 '  und N3 vom Guanosin- oder 0 2  vom Cytidinrest (Abb. 14). 
Diese Wassermolekiile bilden entweder direkte Wasserstoff- 
briickenbindungen untereinander oder werden ihrerseits durch 
ein Wassermolekiil miteinander verbriickt, das gewohnlich 
ebenfalls eine Wasserstoffbruckenbindung zu N2 des Guano- 
sinrestes bildet (in Abb. 13 nicht gezeigt, da diese Wasser- 
molekiile nicht direkt mit den 2'-Sauerstoffatomen wechsel- 
wirken)['"". 

Beim Vergleich rnit der Anordnung der Wassermolekiile im 
Bereich der 2'-O-methylierten Adenosinreste wird deutlich, dalj 
hier das Wassermolekd, das bei Guanosin im RNA-Duplex 0 2 '  
und N3 verknupft, durch die Methoxygruppe zur Mitte der 
Furche verschoben ist (Abb. 14, unten). Die Kristallstruktur 
von [d(GCGT)02'Mer(A)d(TACGC)]2 sowie NMR-Experimente 
in L o ~ u n g ~ " ~  belegen, dalj die Methoxysubstituenten in die klei- 
ne Furche ragen, was zu einer angenaherten trans-Anordnung 
der C2'-C3'- und der 02'-CH,-Bindung fuhrt. Durch die 2'-0- 
Methylierung von R N A  scheint somit die Hydratisierung in der 
kleinen Furche lokal und global veriindert zu werden; die hohe 
Stabilitat von 2 ' 0 M e - R N A  ist daher moglicherweise haupt- 
siichlich entropisch bedingt. Dafur spricht auch die noch hohere 
thermodynamische Stabilitiit von Hybriden aus 2'-Desoxy-2'- 
fluoroligonucleotiden und RNA[423 14']. Eine Wasserstoffbruk- 
kenbindung zum kovalent gebundenen Fluoratom wurde postu- 
liert['481; doch ist Fluor (anders als das Fluorid-Ion) ein iiuljerst 
schlechter Wasserstoffbriickenbindungsa~ceptor[~~~~. Es ist da- 
her unwahrscheinlich, daR die hohe RNA-Affinitiit von einheit- 
lich 2'-Fluor-substituierten Oligodesoxynucleotiden auf eine 
enthalpische Stabilisierung durch Hydratwassermolekiile zu- 
riickzufuhren ist. Allerdings triigt auch die veriinderte Elektro- 
negativitdt durch Stabilisierung der C3'-enu'olo-Zuckerkonforma- 
tion wesentlich zu der aufiergewohnlich hohen RNA-Affinitiit 
beirggl. Insgesamt stiitzen die Struktur- und die therrnodynami- 
schen Daten die Vorstellung, daR 2 '4-Me-RNA zum einen wie 
D N A  durch Wasserverlust bei der Duplexbildung und zum an- 
deren wie RNA infolge konformativer Praorganisation des Ein- 
zelstranges entropisch stabilisiert wird. Daruber hinaus konnen 
auch hydrophobe Wechselwirkungen zwischen unmittelbar be- 
nachbarten 02-Substituenten entlang des Stranges zur Stabili- 
tiit beitragen'lo6'. Eine feine Balance zwischen Entropiegewinn 
und Enthalpieverlust infolge einer Verinderung der Hydratisie- 
rung kann auch an der enorm stabilisierenden Wirkung einer 
Methylgruppe an C5 in Pyrirnidir~en['~''~ sowie an der auRerge- 
wohnlich hohen RNA-Affinitiit von Oligonucleotiden, die 5-  
propinsubstituierte Pyrimidine enthaltenr621, beteiligt sein. 

8. Sequenzspezifische Spaltung von RNA 

Heteroduplexe aus RNA und fast allen Oligonucleotidanalo- 
ga mit modifizierten Zucker- und/oder Phosphateinheiten kon- 
nen den naturlichen Abbau von mRNA durch RNase H nicht 
aktivieren. Das Enzym spaltet den RNA-Strang in DNA.  RNA- 
Hybriden, und die einzigen Analoga, bei denen die Erkennung 
des Heterosubstrats durch das Enzym nicht unterbunden ist, 
sind Phosphorothioate, Phosphorodithioate und solche rnit Ba- 
senmodifikationen, die die grolje Furche betreffen (z. B. %Pro- 
p i n p ~ r i m i d i n e ) ~ ~ ~ ' .  Bei fehlender Induzierung des RNA-Abbaus 
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konnte die therapeutische Anwendbarkeit von Antisense-Ver- 
bindungen stark eingeschrankt sein. Funktionalisierte RNAs, 
die einen spezifischen mRNA-Bereich erkennen und effzient 
spalten konnen" "I, sowie nichtmodifizierte und chemisch 
modifizierte Hamrnerk~pf-Ribozyme['~. 41, 1 5 3 1  k"  onnten 
sich als leistungsfahigere Antisense-Therapeutica erweisen. 

Bei der Ribozym-katalysierten Spaltung von RNA-Strangen 
durch Phosphodiester-Umesterung wird das Ruckgrat fur eine 
SN2-Substitution vororientiert. Die angreifende 2'-0H-Gruppe 
und die 5'-OH-Abgangsgruppe miissen beide im trigonal-bi- 
pyramidalen Ubergangszustand, den das Nucleophil und die 
Phosphatgruppe rnit der zu spaltenden P-05'-Bindung bilden, 
die apicalen Positionen einnehmen" 54-  1561. Bei einem intakten 
A-RNA-Duplex ist eine solche lineare Anordnung wegen der 
relativen Positionen der 2'-OH- und der benachbarten 5'-Phos- 
phatgruppe nicht moglich. Verzerrungen des Ruckgrats in der 
Nachbarschaft von ein- oder mehrbasigen ,,Ausbauchungen" 
scheinen allerdings die fur eine effiziente Spaltung des Stranges 
notwendige konformative Freiheit liefern zu konnen. So wurde 
in Gegenwart von Mg2+ ein RNA-Strang an der Phosphatgrup- 
pe eines ungepaarten Nucleotids ge~palten['"~. Durch die Spal- 
tung der 3'-5'-Phosphodiesterbindung zwischen dem ungepaar- 
ten Nucleotid und den in 5' + 3'-Richtung benachbarten 
Nucleotiden wird, wie bei der durch Hanimei-kopf-Ribozyme 
katalysierten Spaltung, ein cyclischer 2',3'-Phosphodiester gebil- 
det und die 5'-Hydroxygruppe freigesetzt" "I. 

Wir haben die Kristalistruktur einer seibstkomplenientaren 
RNA-DNA-Chimare rnit einzelnen ungepaarten Adenosinein- 
heiten rnit einer Auflosung von 2.8 8, bestimmt (Abb. 15)~'"1. 

8 

1 2 3 4 5 6 7@9 10 11 

5 ' G C G  A T A T  C G C  
W G C  T A T A  G G G Y  
22 21 20A 18 17 16 15 14 13 12 0 

19 

Abb. 15. Sequenr der kristallographisch untersuchten selbstkomplementiren 
RNA-DNA-ChimBre mit zwei ungepaarten Adenosinresten (DNA-Bausteine sind 
durch unausgefiillte und RNA-Bausteinc durch ausgefullte Buchstaben gekenn- 
zrichnet). Der zentrale Tell des Undecatners wurde ui-sprdnglich als DNA belassen. 
urn einige Eigenschaften einer koinplett basengepaarten RNA-DNA-Chimire, von 
der bereits gut strencnde Kristalle erhalten wurden. zu konservieren [I591 und um 
eine Spaltung des Stranges zwischen den Nucleotiden A(8) und C(9) (oder A(19) 
und C(20)) be1 Kristallisattotisversuchen i n  Gegenwart von zweiwerrigen Metall- 
Kationen zu berhindern. 

Im Kristall liegt das Fragment auf einer kristallographischen 
zweiziihligen Achse, und beide Adenosineinheiten ragen aus 
dem Duplex heraus (Abb. 16). Die Desoxyriboseeinheiten der 
ungepaarten Nucleotide A(8) und A(19) sowie die der Reste 
A(6), T(7), A(17) und T(18) liegen in der C2-endo-Konforma- 
tion und alle anderen in der C3'-m&Konformation der A- 
RNA vor. Infolge der Storungen der Ruckgratgeometrie, die 
durch die ungepaarten Adenosineinheiten hervorgerufen wer- 
den, ist das Fragment um 20" geknickt und die enge, grol3e 
Furche auf etwa das Doppelte ihrer normalen Breite aufgewei- 
tet. 

Ausgehend von der Struktur dieser RNA-DNA-Chimare im 
Kristall wurde durch Molecular Modeling die Struktur der 
selbstkomplementaren RNA-DNA-Chimare rnit 2'-OH-Grup- 

Abh. 16. Globale Konformation der einer A-RNA-ihnlichen Doppelhelix rnit 
ungepaarten Adenosinresten. Phosphoratome sind schwarz dargestellt, und 
dunklere Regionen befinden sich niher heini Betrachter. Ungepaarte Adenosin- 
reste sind wichtige RNA-Sekundarstruktur-Elemente, von Bedeutung beispielswei- 
se fur die RNA-Faltung, fur Protein-RNA-Wechselwirkungen sowie fur das 
Spleil3en von Gruppe-I- und -11-lntronen und van Vorliufern der Boten- 
RNA [I61 -1651. 

pen an den ungepaarten Adenosinresten berechnet. Diese Hy- 
droxygruppe ist relativ weit von der zu spaltenden P-OS-Bin- 
dung entfernt (02'-P 4.2 8,; Abb. 17, unten) und liegt ungefahr 
in der durch die Phosphatsauerstoffatome OIP,  0 2 P  und 03'  
aufgespannten Ebene. Der berechnete OT-P-OS'-Winkel von 
90" wiirde eine Spaltung der Phosphodiesterbindung nicht be- 
gunstigen (Abb. 17, unten). Durch ,,Umklappen" der CT-endo- 
Zuckerkonformation der ungepaarten Adenosineinheit in die 
C3'-endoo-Konforrnation wiirde die 2'-0H-Gruppe in die im 
Ubergangszustand erforderliche apicale Position gelangen (02- 
P 3.6 A, 02'-P-05' 150"; Abb. 17, oben). Durch lokale konfor- 
mative Umordnungen des Ruckgrats im Bereich des ungepaar- 
ten Nucleotids konnten also das Nucleophil und die Abgangs- 
gruppe relativ leicht in die apicalen Positionen des trigonal- 
bipyramidalen Ubergangszustands gebracht werden; dies ist mit 
dem Befund im Einklang, dal3 die effiziente metallkatalysierte 
Spaltung an diesen Stellen stattfindet. Der kristallstrukturana- 
lytisch bestimmte POSi-OReP-Abstand von 3.95 8, zwischen 
C(9) und G(10), die dem ungepaarten Nucleotid in 5'-Richtung 
benachbart sind, ist der kleinste im gesamten Duplex und deut- 
lich kleiner als die iiblichen entsprechenden Abstande zwischen 
benachbarten Phosphatgruppen innerhalb eines Stranges bei 
Duplexen des A-Typs (Abb. 17). Diese nahe beieinanderliegen- 
den Phosphatgruppen konnten somit als Bindungsstelle fur ein 
MgZ + fungieren, das die Phosphatgruppe fur den nucleophilen 
Angriff aktivieren und die 5'-Hydroxy-Abgangsgruppe stabili- 
sieren konnte. 
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Ahh. t 7 .  Ruck~rat-Koi?f~i i rnat ion in der Uiugehune de5 unscpaartcn Adenosinrc- 
5tcs (gelh) in  dri- Kriat;illsri-iiktur (unten) s o w k  modcllicrte Riickgrat-Koni'o1-111~1- 
tioii in der Umgehung d c h  ungepaarten Atlenosini-estcc ( \  iolett) durch Anderung 

t ion voii C2'-oido z u  C 3 ' - d o  (ohen). Der durchgerogene 
i l  markiercii die Vckroren iwisc!ieii der 2'-OH-(;ruppe dch 

Adciiosinrcstt.\ (die liicr ah$tbildet 1st. i n  der  Krisrolhtruktui- aber felill) und dcin 
Phosphoraiom der 3'-Pli~)splinrgrtippe. Man beachtc drti geringen Ahstand 7u.i- 
 then dcn l'hosphri~-Sauzrs~ol~~~~oiiicn 0" und O K '  der N ucleotide C(9) b7w. G(10) 

Interessanterweise weist das chimiire Fragment in der bei 
1.83 8, gelosten Struktur einer zweiten Kristallform in der Re- 
gion des ungepaarten Nucleotids eine Konformation auf, die der 
im modellierten Fragment sehr iihnlich ist[ '" ' .  In dieser Struk- 
tur liegt der Zucker der ausgebauchten Adenosineinheit in einer 
C3'-ent/o-Konformation vor, und die addierte 2'-OH-Gruppe 
nimmt bezuglich dcr Phosphatgruppe eine apicale Position ein 
(02'-P 3.8 A, 02'-P-O5' 145'). 

9. Zusammenfassung und Ausblick 

Der Fortschritt unseres Verstiindnisses der Strukturen von 
Nucleinsiiuren war schon immer eng mit den Fortschritten bei 
der chemischen Synthese von DNA und RNA verknupft. Nach- 
dem in den friihen 80er Jahren schr reine Oligodesoxynucleotide 
in Milligramm-Mengen verfugbar wurden, war der Weg fur die 
ersten hochaufgelosten Kristallstrukturen von DNA-Fragmen- 
ten geebnet. In etwas rnehr als zehn Jahren erhielt man anhand 
von uber hundert Kristallstrukturen eineii Einblick in viele As- 
pekte der Doppelhelixstruktur. Schwierigkeiten bei der Synthe- 
se von Oligoribonucleotiden in groBem MaBstab verhinderten 
langc Zeit, dafl miin bei RNAs iihnliche Erfolge erzielte. Diese 
Probleme wurden inzwischen weitgehend gelost, und in den 
nichsten Jahren ist mit einern dcutlichcn Anstieg der Zahl der 
RNA-Strukturuntersuchungen zu rcchnen. 

Angesichts der Herausforderung, die Antisense-Methode 
nicht nur als analytisches Instrument, sondern auch fur thera- 
peutische Anwendungen zu nutzen, wurde eine erstauniiche 
Vielfalt an synthetischen Nucleinsaureanaloga hergestellt. Vide 
davon sind gegenuber einem Ahhau durch zelluliire Nucleasen 
wesentlich bestandiger als die jeweiligen naturlichen Nuclein- 
sauren. Mehrere Analoga weisen sowohl eine hohere chemische 
Stabilitdt als auch eine erhohte RNA-Affinitiit auf. Abgesehen 
von sehr wenigen Ausnahmen. wie den Phosphorothioatanalo- 
ga der ersten Generation, blockieren Modifikationen allerdings 
den naturlichen mRNA-Abhau durch RNase H .  Modifizierte 
Oligonucleotide, die im Zellkern stabile Komplexe mit gerade 
transkrihierter RNA bilden und die RNaseH nicht hehindern, 
scheinen bei der Unterdruckung der mRNA-Translation beson- 
ders effektiv zu ~ e i n [ " ~ ] .  

Detaillierte dreidimensionale Strukturen geben Hinweise auf 
den U rsprung der durch chemische Modifikationen hervorgeru- 
fenen Anderungen der thermodynamischen Stabilitiit von 
DNAs und RNAs. Wie ein Vergleich der hochaufgelosten Kri- 
stallstrukturen eines DNA-Octamer- und eines RNA-Octamer- 
Duplex mit identischen Sequenzen ergab, unterscheiden sich 
DNA- und RNA-Doppelhelices in ihrem Hydratisierungsgrad 
grundlegend : Der RNA-Duplex ist infolge der zusiitzlichen 2' 
Hydroxygruppen der Ribose stiirker hydratisiert. Infolgedesseri 
ist die Bildung eines RNA-Duplex im Vergleich zur DNA-Du- 
plexhildung in bezug auf gehundenes H,O enthalpisch begun- 
stigt, entropisch hingegen benachteiligt. Die g r o k r e  Starrheit 
der Riboseeinheit tragt ZUI- thermodynamischen Gesamtstabili- 
tiit des RNA-Duplex bei. Anderungen der Hydratisierung und 
das daraus folgende Wechselspiel zwischen Enthalpie und En- 
tropie werden bei der Analyse der Daten der thermodynami- 
schen Stabilitiit von Nucleinslureanaloga meistens uberse- 
hen[271. Da die Hydratisierung fur die relative Stabilitiit von 
nativer DNA und RNA eine wichtige Rolle spielt, sollten Ande- 
rungen der Solvatisierung infolge chemischer Modifikationen 
entscheidend zur Anderung der thermodynamischen Stabilitat 
von DNA- und RNA-Analoga beitragen. Dies wird durch die 
kristallstrukturanalytisch festgestellten Anderungen der Hydra- 
tisierung gestiitzt, die durch Methylgruppen an 0 2 '  (2'-0-Me- 
RNA) und an C6' (carbocyclische DNA) hervorgerufen werden. 
Etwas vereinfacht dargestellt, weisen diese Ergebnisse darauf 
hin, daR die Enthalpieverluste infolge der geanderten oder ver- 
ringerten Hydratisierung in der Nachbarschaft kurzer Alkyl- 
gruppen oder heteroatomhaltiger Substituenten durch die Ent- 
ropiegewinne infolge des Wasserverlustes ausgeglichen oder 
gelegentlich auch uberkompensiert (2'-O-substituierte RNA) 
werden. Wegen des geringen Abstands zwischen solchen Substi- 
tuenten in der kleinen Furche von Duplexen der A-Form sind 
diese wahrscheinlich stabiler und werden leichter gebildet, wah- 
rend liingere Alkylgruppen oder allgemein sperrige, lipophile 
Substituenten die Hydratisierung so stark beeintriichtigen, daB 
die Enthalpieahnahme dominiert. Hydratisierungseffekte sind 
wahrscheinlich auch an der stabilisierenden Wirkung von Sub- 
stituenten wie Methyl und Propyl an C5 der Pyrimidinreste 
beteiligt, wobei Stapelung und Wechselwirkungen zwischen 
Substituenten zusiitzliche Beitriige liefern. 

Die systematische Untersuchung der Strukturen chemisch 
modifizierter Nucleinsiiuren liefert nicht nur Konzepte fur den 
Entwurf weiterer, fur Antisense-Anwendungen moglicherweise 
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interessante Nucleinsaureanaloga, sondern verspricht auch ein 
tieferes Verstandnis der Eigenschaften nativer DNAs und 
RNAs. So wie durch Strukturuntersuchungen von punktmu- 
tierten Proteinen eine Beurteilung des Einflusses einzelner Ami- 
nosauren auf Faltung und katalytische Eigenschaften des 
Proteins moglich wurden, kann mit spezifisch modifizierten 
NucleinsSiuren die Bedeutung der unterschiedlichen Parameter 
fur die Gesamtstrukturen von DNA und RNA analysiert wer- 
den. Nucleinsaureanaloga konnen also fur ein verbessertes Ver- 
standnis z. B. von lokalen Verformungen in Oligonucleotiden 
(,,bending") und Protein-Nucleinsaure-Wechselwirkungen von 
Nutzen sein 

Ich danke meinen Miturbeitern aus unserem Labor, P. Lubini, 
S. Portmann, A .  Roughton und C.  Richert, sowie aus anderen 
Institutionen, C. Leumann (Universitat Bern), K.-H. Altmann, 
M .  Blommers, D. Hiisken, H.  Moser (CIBA AG, Basel), N .  
Usman (Rihozyme Pharmaceuticals Inc., Boulder, USA)  und 
E: K. Winkler (Hoffmann LaRoche, Basel).Fr ihre Beitrage und 
anregenden Diskussionen. Daruher hinaus mochte ich A .  
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