
spielsweise durch Photospaltung 
oder -isomerisierung in ein che-
misches oder physikalisches Aus-
gangssignal umwandeln. Singer 
und Jäschke entwarfen zu diesem 
Zweck photochrome Nukleoside, 
die eine lichtgesteuerte elektro cyc -
li sche Reaktion eingehen.1) Die 
Zielverbindungen bestehen aus ei-
ner 7-Deazapurineinheit, die über 
einen 1,2-Cyclopentenyl linker mit 
einem substituierten Thiophen ver-
knüpft sind. Während der durch 
kurzwellige UV-Strahlung ausgelös-
ten Ringschlussreaktion entstehen 
stark gefärbte Isomere, die durch 
Belichtung im sichtbaren Bereich 
wieder in die farblosen, ringgeöff-
neten Formen übergehen (Abbil-
dung 1). Bemerkenswert sind das 
nahezu quantitative Schaltverhal-

Nukleotid   - 
modifikationen 

� Das auf wenige Bausteine be-
schränkte chemische Repertoire 
von Nu klein säuren wird in der For-
schung ständig durch neue Nukleo-
tidmodifikationen bereichert, wäh-
rend aus diversen Organismen 
ebenfalls ständig über neue Nu-
kleotidmodifikationen berichtet 
wird. Auch im vergangenen Jahr er-
weiterte sich so das Repertoire der 
Einsatzmöglichkeiten von Nuklein-
säuren in Chemie und Lebenswis-
senschaften. Zu den aktuellen Bei-
spielen gehören Photoschalter, 
post-synthetische Funktionalisie-
rung, RNA-Klick-Chemie und kata-
lytische Nukleinsäuren. Einige Nu-
kleotidmodifikationen haben be-
reits die eigentliche Grundlagenfor-
schung hinter sich gelassen und be-
finden sich in Tests für therapeuti-
sche Anwendungen. 

Neue photoschaltbare  
Nukleotidmodifikationen 

� Licht ist ein leistungsfähiges und 
breit anwendbares Werkzeug zur 
Steuerung der Funktion von Bio-
molekülen. In typischerweise licht-
unempfindlichen Molekülen kön-
nen kleine photoaktive Moleküle 
Photosensitivität induzieren, die 
ein optisches Eingangssignal bei-

Andres Jäschke, Ronald Micura, Arnold Grünweller, Roland Hartmann, Mark Helm,  

Wolfgang Liebl, Lars Merkel, Nediljko Budisa, Uschi Sundermann, Susanna Kushnir, Frank Schulz 

Biochemie 2010 

�Trendbericht� 

ten, sowie die hohe Reversibilität 
und Stabilität der Verbindungen. 
Über die Substituenten sind die 
Wellenlängen für die Schaltvorgän-
ge steuerbar. So ließ sich ein Paar 
orthogonaler Schalter generieren, 
die in derselben Probe unabhängig 
geschaltet werden konnten. Diese 
Photoschalter sind viel verspre-
chende Bausteine für die Synthese 
lichtempfindlicher Nukleinsäuren, 
z. B. mit katalytischer Aktivität.2)  

Postsynthetische  
Nukleinsäuremodifikationen 

� Kurze synthetische Oligo-
nukleotide lassen sich recht leicht 
positionsspezifisch mit Farbstoffen, 
reaktiven Gruppen oder Peptiden 
cosynthetisch derivatisieren. Post-

Abb. 1. Reversibel photoschaltbare Nukleoside auf Diarylethen-Basis. 
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synthetische Methoden für größere 
Nukleinsäuren und insbesondere 
für deren interne Positionen sind 
dagegen kaum entwickelt. Solche 
Techniken brächten zellbiologische 
Untersuchungen zur Struktur, 
Funktion und Dynamik von RNA 
dramatisch voran. Onizuka und 
Kollegen berichteten über Oligo-
nukleotide mit Funktionalitäts-
transfer (functionality transfer oli-
gonucleotides), in denen sie die 
Thiofunktion von 6-Thioguanosin 
in einem synthetischen DNA-Oligo-
nukleotid zunächst mit einem sub-
stituierten Methylendiketon deriva-
tisieren.3) Bei Hybridisierung mit ei-
nem komplementären RNA-Strang 
(der auch sehr lang sein kann) 
greift die exocyclische Aminogrup-
pe des mit dem Thioguanosin paa-

bildung 3) umsetzen. Sie überträgt 
dabei statt einer Methylgruppe eine 
Seitenkette mit einer terminalen 
Alkinfunktion auf die RNA. Die Al-
kinfunktion lässt sich anschlie-
ßend per Klick-Chemie beispiels-
weise mit einem Farbstoffazid mar-
kieren. 

CoMA-Methode: Ribonukleotide 
zur Analyse von DNA-Enzymen 

� Desoxyribozyme (DNA-Enzy-
me) sind synthetische, einzelsträn-
gige DNA-Moleküle, die chemische 
Umwandlungen mit hoher Selekti-
vität katalysieren.5) DNA-Enzyme 
finden zum Schneiden und Ligieren 
von RNA-Strängen bis heute neu-
artige und wichtige Anwendungen, 
zum Beispiel kürzlich für die Semi-
synthese von nichthydrolysierbaren 
3'-Peptidyl-tRNAs6) oder zum 
Nachweis von tRNA-Nukleosid-
Modifikationen.7) Umso erstaunli-
cher ist es daher, dass bisher kein 
DNA-Enzym strukturell in atoma-
rer Auflösung charakterisiert wur-
de. Deshalb kommt Methoden zur 
Identifikation der für die Katalyse 
entscheidenden Nukleotide beson-
dere Bedeutung zu. Allerdings ist 
die traditionelle, systematische De-
letion und Substitution individuel-
ler Nukleotide und die Analyse der 
Reaktionskinetik vieler separater 
Desoxyribozym-Mutanten zeit- und 
arbeitsintensiv.  

Höbartner und Mitarbeiter be-
richteten über einen kombinatori-
schen Ansatz zur Mutationsinterfe-
renz-Analyse. Die Methode lässt 
sich generell für die Charakterisie-
rung funktioneller einzelsträngiger 
DNA einsetzen und eignet sich be-
sonders, um essenzielle Nukleotide 
in DNA-Enzymen zu identifizie-
ren.8) Die kombinatorische Mutati-
onsinterferenz-Analyse (CoMA) er-
laubt die gleichzeitige Beurteilung 
der katalytischen Aktivität aller 
möglichen Punktmutanten eines 
Desoxyribozyms. Hierfür werden 
die Desoxyribozym-Mutanten über 
Festphasensynthese in vier kom-
binatorischen Bibliotheken her-
gestellt. Zur Kodierung der Nukleo-
basenmutation in der Bibliothek 

renden Cytidins nukleophil an der 
a,b-ungesättigten Carbonylgruppe 
an, übernimmt diese und eliminiert 
Thioguanosin als Abgangsgruppe 
(Abbildung 2). Damit gelingt die 
positionsspezifische interne Deriva-
tisierung von RNA in brauchbaren 
Ausbeuten; zunächst allerdings nur 
in vitro.  

Ein anderer Zugang zur Lösung 
desselben Problems stellten die Ar-
beitsgruppen Motorin, Weinhold 
und Helm vor.4) Statt der Sequenz-
spezifizität eines Oligonukleotids 
wurde hier die strukturelle Spezifi-
zität eines RNA-bindenden Enzyms 
zur Zielfindung genutzt. Dieses En-
zym, eine RNA-Methyltransferase, 
kann statt ihres natürlichen Cofak-
tors S-Adenosylmethionin auch das 
synthetische Analogon EnYn (Ab-

funktionales DNA-Oligonukleotid

RNA-Zielstrang

5‘

5‘3‘

3‘

Abb. 2. Prinzip des sequenzspezifischen Funktionalitätstransfers. Gezeigt ist der reaktive  

Duplex aus funktionalem Oligodesoxynukleotid und RNA-Zielstrang, innerhalb dessen die 

Funktionalität zielgerichtet auf das Cytidin im RNA Strang übertragen wird. 

Abb. 3. Prinzip der enzymatischen Alkinylierung von RNA durch das Substratanalogon EnYn (links) und  

anschließende Konjugation durch CuI-catalysierte Azid-Alkin-1,3-Cycloaddition (CuAAC). 
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Wege). RNAi kann mRNAs, die 
übermäßig stark exprimiert werden 
und dadurch Krankheiten verursa-
chen (z. B. Krebs, Stoffwechsel-
erkrankungen, neurodegenerative 
Erkrankungen), gezielt blockieren 
oder durch Abbau ausschalten. Das 
gleiche Therapieprinzip ist anwend-
bar, wenn fremdes genetisches Mate-
rial (z. B. Viren) in den Organismus 
eindringt. Die RNAi-Effektormole-
küle sind siRNAs, kleine doppel-
strängige RNA-Moleküle mit einem 
üblicherweise zwei Nukleotide lan-
gen 3'-Überhang an beiden Helixen-
den. Einer der beiden Stränge wird 
dann vom Effektorkomplex RISC 
(RNA-induced silencing complex) 
selektiert, während der andere 
Strang von der Endonuklease Ago2 
gespalten und abgebaut wird. Der 
selektierte Strang bindet dabei mit 
RISC an die Ziel-mRNA, wodurch 
diese ebenfalls von Ago2 gespalten 

für die es bereits klinische Daten aus 
vorangegangenen Antisense-basier-
ten Ansätzen gibt. Dement -
sprechend enthalten therapeutische 
siRNAs in klinischen Tests derzeit 
typischerweise Phosphorothioate 
und 2'-Methoxymodifikationen. Der 
Einbau neuerer Modifikationen in 
small interfering RNAs (siRNAs) lie-
ferte auch im vergangen Jahr wieder 
Einblicke in den Mechanismus der 
RNAi.  

Ein zentraler Aspekt des RNAi-
Mechanismus ist die sequenzspe -
zifische Watson-Crick-Basenpaa-
rung von siRNAs oder micro RNAs 
(miRNAs) mit der entsprechenden 
mRNA. Dadurch wird die mRNA 
entweder endonukleolytisch gespal-
ten und abgebaut (siRNA-Weg), die 
Translation blockiert oder ein Abbau 
über Deadenylierung und Decap-
ping in zytoplasmatischen Proces-
sing (P)-Bodies induziert (miRNA-

dienen die 2'-OH Gruppen von Ri-
bonukleotiden als chemische Mar-
kierung. Jede Bibliothek besitzt da-
her eines der vier Standard-Ribo-
nukleotide statistisch verteilt im ka-
talytischen Bereich. Der CoMA-Ar-
beitsablauf besteht aus vier Schrit-
ten (Abbildung 4):  
a) Festphasensynthese der vier 

2'-OH-kodierten kombinatori-
schen Mutationsbibliotheken,  

b) Trennung aktiver und inaktiver 
Individuen der Bibliothek, 

c) spezifische Spaltung des Rück-
grats an mutierten Stellen durch 
alkalische Hydrolyse und 

d) Analyse des Interferenzmusters 
durch denaturierende Polyacryl -
amid-Gelelektrophorese (PAGE). 
So ließen sich beispielsweise die 

katalytisch essenziellen Nukleotide 
zweier DNA-Enzyme, eines mit 
RNA-2'-5'-Lariat- und eines mit 
RNA-3'-5'-Ligase-Aktivität, in hoch-
effizienter Weise identifizieren. Da-
rüber hinaus macht CoMA es mög-
lich, die katalytische Einheit rational 
zu verkleinern. Bestechend ist die 
Qualität der experimentellen Daten, 
welche die Methode liefert, da die al-
kalische Hydrolyse ausschließlich 
die 2'-OH-markierten Rückgratposi-
tionen spaltet, während die jeweili-
gen DNA-Produktstränge unter den 
verwendeten Bedingungen absolut 
stabil sind. Die CoMA-Methode be-
sitzt so das Potenzial, in der Charak-
terisierung von DNA-Enzymen weg-
weisend zu werden. 

Verbesserte therapeutische  
Anwendung der RNA-Interferenz  

� RNA-Interferenz (RNAi) ist ein 
wirksamer, da katalytischer Weg zur 
gezielten Inhibierung der Gen-
expression, an den hohe therapeuti-
sche Erwartungen geknüpft werden. 
Elf Jahre nach der ersten Beschrei-
bung der RNA-Intererenz9) und vier 
Jahre nach der Vergabe des Nobel-
preises an Fire und Mello gab es im 
letzten Jahr bereits über ein Dutzend 
RNAi-basierte Wirkstoffe in kli-
nischen Phasen der Stufe 2.10) Diese 
zügige Entwicklung geht unter an-
derem auf eine breite Palette von 
Nukleotidmodifikationen zurück, 

Abb. 4. Arbeitsablauf der kombinatorischen Mutationsinterferenz-Analyse (CoMA) zur Bestimmung funktioneller 

Nukleotide in Desoxyribozymen. (adaptiert nach Lit. 8)) 
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und anschließend weiter abgebaut 
wird. SiRNAs werden nun so kon-
zipiert, dass RISC überwiegend den 
zur Ziel-mRNA komplementären 
Strang selektiert. Dieser wird als 
Guide- oder Antisense-Strang be-
zeichnet, der andere Strang heißt 
Passenger- oder Sense-Strang. Die 
Strangauswahl erfolgt hauptsächlich 
über einen thermodynamischen 
Gradienten (Abbildung 5a) zwi-
schen den Helixenden der siRNA-
Duplex. Wenn die Helixstabilität im 
3'-nahen Bereich des Guide-Strangs 
höher ist als in seinem 5'-Bereich, 
wird die Selektion des Guide-Strangs 
begünstigt.11)  

Nukleotidmodifikationen wer-
den zurzeit verstärkt dazu einge-
setzt, Probleme beim therapeuti-
schen Einsatz von siRNAs im Men-
schen zu entschärfen. Dazu gehört 
neben dem schnellen Abbau un-
modifizierter siRNAs in körper-
eigenen Flüssigkeiten wie Blut vor 
allem das Problem der unspezi-
fischen Off-Target-Effekte (zu un-
terscheiden von den gewünschten 
On-Target-Effekten). Gründe für 
Off-Target-Effekte sind neben ei-
ner siRNA-vermittelten Induktion 
des Immunsystems die unspezi-
fische Herunterregulation von Ge-
nen. Eine Ursache hierfür liegt da-
rin, dass in unseren Zellen auch 
endogene miRNAs die RNAi-Ma-
schinerie zur Genregulation nut-
zen. Die Basenpaarung von mi -
RNAs mit einer Ziel-mRNA wird 
dabei im Wesentlichen über eine 
Seed-Region (Nukleotide 2 bis 8 
der miRNA, gezählt vom 5'-Ende) 
hergestellt. SiRNAs können mi -
RNA-ähnliche Effekte hervorrufen, 
indem sie unspezifisch mit solchen 
miRNA-Seeds eine kurze Basen-
paarung eingehen.  

Ein wichtiges Problem bei der 
Applikation von siRNAs ist die ge-
ringe Bioverfügbarkeit, da die Nie-
ren siRNA sehr schnell wieder aus-
scheiden (renale Clearance). Aus 
pharmazeutischer Sicht gab es 
kürzlich zwei Durchbrüche bei 
RNAi-basierten Wirkstoffen: die 
erste erfolgreiche Applikation von 
oral verfügbaren siRNAs12) und den 
ersten RNAi-Effekt im Menschen, 

5'-P 3'-OH
Guide (Antisense)-Strang

Passenger (Sense)-Strang

5'
5'

5'

5'
5'

5'

siRNA-Sensor

miRNA-Seed-Sensor

miRNA-Full-Sensor

c)

a)

P-5'HO-3'

Tm

Seed

Seed

(  )

b)

Tm

(  )
(  )

(  )

siRNA 1

siRNA 2

Helix-Stabilitäts-Gradient

1 (3'-AS):5 10 15 19

G
kcal/mol)

-7.4

-8.6

Abb. 5. a) Strukturelle und thermodynamische Eigenschaften von siRNA-Duplexen. Gezeigt ist eine 

Standard-siRNA mit 19 Basenpaaren (durch vertikale Linien indiziert) und je zwei Nukleotiden, die an 

den 3'-Enden überhängen; funktionell wichtig sind zudem die Phosphatgruppen an den 5'-Enden bei-

der Stränge. Der zur Ziel-mRNA komplementäre Strang heißt Guide- oder Antisense-Strang (rot) der 

andere Passenger- oder Sense-Strang (blau). Das orangene Dreieck bezeichnet die Spaltstelle durch 

Ago2. Im oberen Bereich der Teilabbildung ist die durchschnittliche Stabilität der einzelnen Basenpaa-

re der Duplex für eine Gruppe von 53, in humanen Zellen funktionelle siRNAs dargestellt.17) Auf der 

x-Achse bezeichnet 1 das 5'-terminale Nukleotid des Antisense (AS)- oder Guide-Strangs.  

b) Darstellung von siRNA mit verschiedenen Nukleotidmodifikationen: RNA (graue Füllung); UNA 

(orange); LNA (grün). Die Seed-Region und ein optionales drittes Nukleotid im 3'-Überhang sind ein-

gezeichnet. 

c) Experimenteller Nachweis unspezifischer Off-Target-Effekte.15b) Im Fall des siRNA-Sensor-Konstrukts 

befand sich eine singuläre Zielsequenz im 3'-UTR der Reporter-mRNA, im Fall des miRNA-Seed-Sensors 

enthielt das 3'-UTR stattdessen vier Kopien einer Sequenz, die im Sinne eines miRNA-Targets nur zu 

den ersten 8 Nukleotiden der siRNA komplementär waren (Seed Match); im Fall des miRNA-Full-Sen-

sors besaßen die vier miRNA-Targets das Potenzial für eine zusätzliche Basenpaarung mit den Nukleo-

tiden 13 bis 19 des Guide-Strangs, eine Konstellation, die für einige produktive miRNA-Ziel-RNA-Inter-

aktionen beobachtet wird. Zur Vereinfachung ist in der Abbildung nur je eine Kopie des Seed-Sensors 

und des Full-Sensors gezeigt.
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der auf systemische Verabreichung 
von siRNA-Formulierungen in Na-
nopartikeln zurückgeht.13)  

Normalerweise nehmen Zellen 
siRNAs aufgrund ihrer negativ gela-
denen Phosphatgruppen nicht spon-
tan auf. Auch hier gibt es mittlerwei-
le diverse Strategien, um die Auf-
nahme von siRNAs in Zellen zu stei-
gern, unter anderem Nukleotidmo-
difikation (darunter locked nucleic 
acids, LNAs, Abbildung 5b). Die 
Verwendung von Cholesterolkon-
jugaten, die Transport und zelluläre 
Aufnahme verbessern, ist eine be-
kannte Strategie, die kürzlich um ei-
ne Disulfid-Strategie erweitert wur-
de (siehe unten). Chen und Kolle-
gen zeigten am Beispiel von Zellen 
des zentralen Nervensystems einen 
erhöhten RNAi-Effekt Cholesterol-
konjugatierter siRNAs gegenüber 
konventionellen siRNAs, die nur 
Phosphoro thioate und 2‘-Methoxy -
modifikationen enthielten. Die Ein-
führung einer Disulfidbrücke zwi-
schen siRNA und Cholesterol, um 
die siRNA im reduktiven Milieu der 
Zelle freizusetzen, erhöhte den 
RNAi-Effekt noch einmal deut-
lich.14)  

Trotz deutlicher Fortschritte gab 
es bisher kaum Modifikationen oder 
Modifikationskombinationen, die 
alle Aspekte der therapeutischen 
Anwendung von siRNAs verbessern. 
So geht z. B. eine erhöhte Duplex-
Stabilität meist mit einer geringeren 
Wirksamkeit der siRNAs einher. 

Drei Publikationen aus dem La-
bor von Jørgen Kjems untersuchten 
den Einfluss von Unlocked-Nu-
cleic-Acids(UNA)- und Locked-Nu-
cleic-Acids(LNA)-Modifikationen 
(Abbildung 5b) auf die Wirksam-
keit von siRNAs in vitro und in vi-
vo.15) Hier lag ein besonderer Fokus 
auf Nukleinsäure-Modifikationen, 
die unspezifische Off-Target-Effek-
te verringerten. Dabei stellte sich 
heraus, dass singuläre positionsspe-
zifische UNA-Modifikationen diese 
Eigenschaft mit sich bringen. UNA-
Modifikationen destabilisieren Hy-
bridhelices zwischen einer Ziel-
RNA und einer Effektor-RNA (si -
RNA oder miRNA) um 5 bis 8 °C 
pro UNA-Baustein. Im Gegensatz 

dazu wirken LNA-Modifikationen 
helixstabilisierend.16) 

Wie gelang es nun, die Off-Tar-
get-Effekte von siRNAs durch die 
Einführung von UNA-Modifikatio-
nen zu reduzieren? Der Schlüssel 
hierfür liegt in der Seed-Region des 
Guide-Strangs. Dieser Bereich, der 
für die Interaktion mit der Ziel-
mRNA unabdingbar ist, steht aller-
dings auch im Verdacht, die meisten 
unspezifischen Effekte auszulösen, 
indem es zu Basenpaarungen mit 
miRNA-Seeds in anderen mRNAs 
kommt. Jesper Bramsen aus der 
Gruppe von Jørgen Kjems testete 
deshalb systematisch positionsspezi-
fische UNA-Modifikationen in der 
Seed-Region von siRNAs auf verrin-
gerte Off-Target-Effekte; letztere 
wurden anhand einer Reporter-
mRNA mit Seed-Bindungsstellen 

evaluiert (Abbildung 5c, miRNA-
Seed-Sensor und miRNA-Full-Sen-
sor).  

Eine UNA-Modifikation – opti-
mal geschieht diese an Position 7 
der Seed-Region – verringerte Off-
Target-Effekte stark, ohne dass die 
Knock-down-Effizienz für die spe-
zifische Ziel-mRNA beeinträchtigt 
wurde.15b) Zudem erhöhte sich die 
Vitalität der Zellen. Das Ergebnis 
impliziert, dass die durch den 
UNA-Rest vermittelte thermo-
dynamische Destabilisierung kei-
nen messbaren Effekt auf die etwa 
20 Nukleotide lange Basenpaarung 
zwischen dem Guide-Strang einer 
siRNA und der dazu komplemen-
tären Ziel-mRNA hat. Allerdings 
werden die kürzeren miRNA-typi-
schen Basenpaarungen empfind-
lich destabilisiert.  
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Eine zweite Ursache für Off-Tar-
get-Effekte liegt in der Selektion des 
Passenger-Strangs anstelle des 
Guide-Strangs durch RISC. Auch da-
durch können ungewollt andere 
Ziel-mRNAs mit partieller Komple-
mentarität zum Passenger-Strang 
gehemmt werden. Dass der Guide-
Strang bevorzugt ist, lässt sich 
ebenfalls durch die Positionierung 
von LNA- und UNA-Modifikatio-
nen in den 3'-Überhängen der si -
RNA-Duplexe erreichen. Als güns-
tig erwies sich der Einbau von zwei 
LNA-Resten in den 3'-Überhang des 
Guide-Strangs sowie eines singulä-
ren UNA-Rests in den 3'-Überhang 
des Passenger-Strangs (Abbildung 
5b; siRNA 1). Die Modifikationen 
in den 3'-Überhängen erhöhen zu-
dem die Biostabilität der siRNA-Du-
plexe.15a,b)  

Multiple LNA-Modifikationen 
im Passenger-Strang eignen sich 
dazu, die Biostabilität und zellulä-
re Aufnahme nackter siRNAs zu 
verbessern, können jedoch die 
Entwindung des siRNA-Duplex 
durch RISC und damit den RNAi-
Effekt verschlechtern. Kjems und 
Mitarbeiter zeigten, dass sich der 
Knock-down mit stärker LNA-mo-
difizierten siRNAs verbessert, 
wenn zwei destabilisierende UNA-
Modifikationen im Guide-Strang 
positioniert werden (Abbildung 
5b, siRNA 2).15c) 

Schließlich zeigte ein siRNA-Du-
plex mit je einer UNA-Modifikation 
in den 3'-Überhängen gegenüber ei-
ner unmodifizierten siRNA-Kontrol-
le eine deutlich verbesserte Biostabi-
lität und Knock-down-Effizienz in 
einem Xenograft-Mausmodell eines 
humanen Bauchspeicheldrüsentu-
mors.15a) 

Mit LNA- und UNA-Modifika-
tionen stehen also Stellschrauben 
zur Verfügung, welche die Eigen-
schaften von siRNAs bezüglich Se-
lektivität, Effizienz, Biostabilität 
und Zell aufnahme verbessern und 
feinjustieren können. Dies ist ein 
wichtiger Schritt, um siRNAs für 
therapeutische Anwendungen zu 
optimieren. 
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