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Zusammenfassung

Kurze RNA und DNA Oligonukleotide kénnen Uber Watson-Crick-Basenpaarungen mit
einer Ziel-RNA interagieren und somit selektiv die Genexpression beeinflussen. Diese
Eigenschaft macht unterschiedliche Oligonukleotide, wie Antisense Oligonukleotide,
siRNAs und SSO, vor allem fiir die Therapie von genetischen und viralen Erkrankungen,
sowie Krebs interessant.
Es befinden sich bereits einige Vertreter am Markt und in klinischer Testung, der grol3e
Durchbruch blieb aber noch aus. Dies liegt an der beschrankten Anwendungsmaoglichkeit
der Oligonukleotid Therapeutika. GroRRe Hindernisse stellen der Abbau durch Enzyme, die
kurze Halbwertszeit, die hohe renale Clearance, unspezifische Bindungen und der
unzureichende Transport zur und in die Zelle dar. Um die pharmakokinetischen und
pharmakodynamischen Eigenschaften der Oligonukleotide zu verbessern, werden
unterschiedliche chemische Modifikationen, Konjugate und Transportvehikel entwickelt.
Im Laufe dieser Diplomarbeit wurde eine Konjugation von Oligonukleotiden mit
Polyethylenglykol-Ketten durchgefiihrt. Eine solche PEGylierung fiihrt gewdhnlich zu
einer héheren Stabilitat und Bioverfligbarkeit, wahrend die Toxizitat und immunologische
Effekte abnehmen.
Ein Schwerpunkt war es, einen modifizierten Adenosin-Baustein zu synthetisieren, der
anschliefend mittels Festphasensynthese in ein Oligonukleotid eingebaut werden konnte.
Dazu wurde zunachst ein Phosphoramidit-Nukleotid mit entsprechenden Schutzgruppen
an den 3‘- und 5-Positionen hergestellt, das zur spateren PEGylierung einen Aminohexyl-
Linker in 2‘-Position des Zuckers besaR.
Die Reaktions- und Aufreinigungsschritte wurden mittels Dinnschichtchromatographie
kontrolliert und die Strukturaufklarung der Produkte erfolgte mittels *H-NMR und *3C-
NMR Spektroskopie.
Ein weiterer Schwerpunkt der Diplomarbeit lag bei der Herstellung der PEG-Konjugate.
Die Oligonukleotide mit den modifizierten Nukleosiden wurden mittels optimierter
Methode abgespalten, entschiitzt und aufgereinigt und anschlieRend erfolgreich mit NHS-
aktivierten PEG-Ketten gekoppelt. Die Reaktionsverldaufe und Aufreinigungsschritte
wurden mittels HPLC und Gelelektrophorese kontrolliert. Zuletzt wurden die

aufgereinigten Oligonukleotide und ihre Konjugate mittels ESI-MS analysiert.



Abstract

Short RNA or DNA oligonucleotides are able to interact with RNA-targets with high
selectivity by engaging in Watson-Crick base pairing. As a result, they are able to
manipulate gene expression. Because of their properties, oligonucleotides like antisense
oligonucleotides, siRNA’s and splice switching oligonucleotides, have tremendous
potential in the treatment of various diseases like genetic disorders, viral infections and
cancer.

Although there are some oligonucleotides approved and more in clinical testing, the great
breakthrough hasn’t been achieved yet. This is because of the limited opportunities for
application of oligonucleotides. There are some important hurdles like degradation
through enzymes, short half-life, high renal clearance, off-target effects and insufficient
delivery of the oligonucleotides. To improve pharmacokinetic and pharmacodynamic
properties, chemical modifications and conjugates or vesicles for delivery have been
developed.

Conjugates of oligonucleotides with PEG-chains were produced during this diploma thesis.
PEGylation is a viable way to improve stability and bioavailability whereas toxicity and
immunologic processes are decreased.

The main aim was the synthesis of a modified adenosine, which would later be introduced
in an oligonucleotide during solid phase synthesis.

Therefore it was necessary to synthesize a phosphoramidite-molecule with appropriate
protection groups at the 3’- and 5’-position. For the planned PEGylation there was a
linkage in 2’-position of the nucleotide sugar. Reactions and purification steps were
controlled with DC and products were analyzed with *H-NMR and 3C-NMR spectroscopy.
The preparation of PEG-conjugates was another point of main effort.

First, methods for cleavage, deprotection and purification of the oligonucleotides had to
be optimized. Then the oligonucleotides were conjugated with NHS-activated PEG-chains.
Reactions and purification steps were controlled with HPLC and gel electrophoresis. In the

end the oligonucleotides and their conjugates were analyzed with ESI-MS.



1. Einleitung

1.1. Nukleinsdure Therapeutika

Kurze DNA und RNA Oligonukleotide tragen seit ihrer Entdeckung zur Entwicklung
hochpotenter Therapeutika beil.

Da sie befahigt sind mit komplementaren Sequenzen Watson-Crick-Basenpaarungen
einzugehen, kénnen sie selektiv mit einer Ziel-RNA interagieren> °. Somit ist es ihnen
moglich die Genexpression gezielt zu beeinflussen. Diese Eigenschaft lasst vermuten, dass
Oligonukleotide flr die Behandlung vieler Krankheiten, vor allem aber genetische
Erkrankungen, Viruserkrankungen und Krebs bahnbrechend sein kénnen?® 25,

Seit den ersten Errungenschaften gab es im Gebiet der Nukleinsdure Therapeutika auch
wesentliche Fortschritte. Dennoch konnten die eingesetzten Oligonukleotide den
vielversprechenden Erwartungen noch nicht vollstindig gerecht werden?.

Schon in den spaten 1970ern wurde durch Paterson et al. bekannt, dass es moglich ist die
Genexpression durch exogene Nukleinsdauren zu verandern. 1978 zeigten Stephenson und
Zamecnik im Zellversuch, dass ein kurzes einzelstrangiges DNA-Molekil (13-mer) in der
Lage ist die Replikation eines Rous-Sarkom-Viruses zu verhindern?. Somit schafften sie den
Begriff der Antisense Technologie. Diese Errungenschaft erweckte das Interesse zur
Entwicklung weiterer Technologien, die den Einsatz von synthetischen Oligonukleotiden
als Therapeutika in lebenden Zellen moéglich machten.

Wichtige Fortschritte brachten dabei die Entdeckung von Ribozymen durch Cech und
Altman und die Darstellung von siRNA durch Fire und Mello in den 1990ern3. In letzter
Zeit werden sich durch den Einsatz von shRNA‘s und miRNA’s Fortschritte in der Therapie

von Krebs und neurodegenerativen Erkrankungen erhofft.



1.2. Antisense Oligonukleotide und RNA-Interferenz

Alle Oligonukleotid Mechanismen haben eines gemeinsam: Das Binden des
Oligonukleotids an die Ziel-RNA. Was danach passiert, hangt von der Chemie, dem Design

des Oligonukleotids und der Stelle, an der das Oligonukleotid bindet, ab%.

Antisense Oligonukleotide sind einzelstrangige, DNA-basierte Nukleinsauren, die ihre
Wirkung tiber verschiedene Mechanismen erreichen kénnen3°. Nachdem die Antisense
Oligonukleotide ihren Wirkort erreicht haben, hybridisieren sie an ihren komplementaren
RNA-Strang. Nach der Hybridisierung kénnen sie ihre Wirkung entweder Uber sterischen
Block des Translationsapparates oder Uber die Aktivierung von RNase H ausliben
(Abb.1.01)3. RNase H ist eine Familie von Enzymen, die in Sdugetierzellen fiir die Spaltung
von RNA in RNA/DNA Heteroduplexen zustdndig ist*. Antisense Oligonukleotide bilden
also einen RNA/DNA Duplex mit ihrer komplementdaren mRNA aus, induzieren RNase H
und flihren somit zu einer Spaltung des RNA-Stranges. Dieser Mechanismus hat sich als
robuster Antisense Mechanismus erwiesen und wird sowohl zu Forschungszwecken als
auch zu therapeutischen Zwecken genutzt3.

Anlehnend an die "klassischen" Antisense Oligonukleotide wurden sogenannte splice
switching Oligonukleotide entwickelt. Durch die Verwendung von Oligonukleotiden, die
eine Komplementaritdt gegeniiber Splice-Junctions aufweisen, ist es moglich den
nuklearen Spleilapparat so zu manipulieren, dass einzelne Exons oder Segmente von
Introns eingefiigt oder entfernt werden kénnen (Abb.1.01)>?°. Da die Aktivierung von
RNase H hier nicht erwiinscht ist, werden chemisch modifizierte Oligonukleotide (z.B. 2*-
O-methyl; 2°-0-methoxyethyl; PNAs; LNAs; Morpholino Oligonukleotide) eingesetzt, die
dazu nicht im Stande sind?% 31,

Nahezu 50% der genetischen Mutationen, die zu Erkrankungen fiihren, betreffen den
SpleiRvorgang der pra-mRNAZ?4. Die Technologie der splice switching Oligonukleotide soll
zur erfolgreichen Behandlung dieser Krankheiten fiihren. Hierzu zahlen unter anderem
die Duchenne Muskeldystrophie und die B-Thalassdmie??.

Ein weiterer Mechanismus zur Verhinderung der Genexpression ist die RNA-Interferenz
(RNAI), auch post-transkriptionales Gensilencing genannt. Dieser Mechanismus besitzt

das wohl groRte therapeutische Potential und erweckt deswegen auch groRes Interesse?.



RNA-Interferenz ist ein natirlicher Prozess in eukaryotischen Zellen bei dem
doppelstrangige RNA mRNA Sequenz-spezifisch spaltet?.

Kurze, synthetisch hergestellte, doppelstrangige RNA-Segmente (ca. 21 Nukleotide; short
interfering RNA; siRNA) kdnnen, nachdem sie im Zytoplasma angekommen sind, in einen
Multiprotein-Komplex (RNA-induced silencing complex; RISC) eingelagert werden3°. Dort
wird die doppelstrangige RNA (dsRNA) zunachst entwunden und der Sense-Strang durch
ein Argonautenprotein (Ago 2) gespalten, wihrend der Antisense Strang erhalten bleibt3.
Der aktivierte RISC bindet im Zytosol mRNA, die dem Antisense Strang komplementar ist.
Die mRNA im RNA/RNA Duplex wird von Ago 2 gespalten und durch enzymatische
Prozesse weiter abgebaut (Abb.1.01).
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Abb.1.015: Wirkmechanismen unterschiedlicher Oligonukleotide: Aktivierung von RNase H durch
Antisense Oligonukleotide; Modulation des Spleiens durch SSO; Aktivierung des RISC durch siRNA und
miRNA

Reprinted with permission from Juliano, R. L., Ming, X, & Nakagawa, O. (2012). The chemistry and biology of oligonucleotide
conjugates. Accounts of chemical research, 45(7), 1067-1076.. Copyright 2012 American Chemical Society.
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1.3. Probleme

Trotz der vielversprechenden Einsatzmoglichkeiten von Oligonukleotiden als
Therapeutika, ist der klinische Erfolg bisher nicht zufriedenstellend. Jahrelange Forschung
und Entwicklung brachten nur méRigen Erfolg?.

Dies beruht unter anderem auf den duRerst schlechten Eigenschaften unmodifizierter
Oligonukleotide bezogen auf die Pharmakokinetik und die Pharmakodynamik® 7.

Um eine systemische Wirkung zu erreichen, miissen Oligonukleotide bis zum Zytoplasma
bzw. Zellkern ihrer Zielzelle vordringen. Der Weg dorthin aber birgt viele Hindernisse.

So wird das Phosphodiester-Riickgrat unmodifizierter Oligonukleotide schon kurz nach
Applikation von endogenen Nukleasen angegriffen und abgebaut, was eine Wirkung nach
systemischer Verabreichung undenkbar macht’.

AuBerdem fiihren eine geringe Plasmaproteinbindung und eine schnelle Ausscheidung
uber die Niere zu einer geringen Halbwertszeit?®.

Eine weitere Barriere stellt die Zellmembran dar. Da Oligonukleotide grofle, polare
Molekule sind, kénnen sie biologische Membranen nicht permeieren?’.

Zusatzlich stellt die gewtinschte spezifische Bindung an ein einzelnes Zielgen ein Problem
dar!. Theoretisch sollten Oligonukleotide nur die Expression eines Zielgens modulieren. In
der Praxis aber gestaltet sich dies schwierig, was zu schwerwiegenden Nebenwirkungen
fihren kann. Partielle Komplementaritat des Zielgens mit anderen Genen, nicht
spezifische Bindung z.B. von Phosphorthioaten und Interaktionen mit Komponenten des
angeborenen Immunsystems oder anderen Proteinen erschweren die spezifische
Modulation eines Zielgens °.

Die geringe Stabilitat, die kurze Halbwertszeit und der verminderte Transport zur und in
die Zelle fihren zu einer geringen Bioverfligbarkeit und somit zu einer
unzufriedenstellenden Wirkung von Oligonukleotiden.

Wahrend das Problem der Instabilitat durch chemische Modifikationen am Oligonukleotid
relativ gut gelost werden kann, ist der ineffiziente Transport bis heute problematisch. Um
dieses Problem zu umgehen, wurden zunachst Oligonukleotide zur lokalen Applikation an
Organen wie Auge, Lunge, Haut, Schleimhaut und lokalen Tumoren entwickelt!. Danach
machte die Entwicklung viraler und synthetischer Vehikel auch eine systemische

Applikation moéglich. Durch Konjugation natirlicher oder modifizierter Oligonukleotide
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mit zellspezifischen Liganden oder Aptameren kann der zell- bzw. gewebsspezifische
Transport zumindest in priklinischen Experimenten verbessert werden?®,
Modifizierte Oligonukleotide kdnnen also durch die Erhéhung der Bioverfligbarkeit zur

Entwicklung vielversprechender Arzneistoffe beitragen.
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1.4. Modifikationen von Oligonukleotiden

Aufgrund ihrer Eigenschaften kdnnen Antisense Oligonukleotide und siRNA per se nicht
als therapeutische Mittel eingesetzt werden. Durch chemische Modifikationen und
Konjugationen aber ist es moglich Oligonukleotide herzustellen, die eine verbesserte
Stabilitat, Pharmakokinetik und Pharmakodynamik aufweisen® >,

Bei siRNAs ist aber zu beachten, dass die Moglichkeiten fiir chemische Modifikationen

stark limitiert sind, da der RISC keine starken Modifikationen zul&sst2.

Modifikationen am Grundgerust

Generell kénnen Veranderungen am Grundgerlist sowohl bei DNA als auch bei RNA
Nukleotiden durchgefiihrt werden. Sie kdnnen das Phosphatriickgrat, den Zucker und
auch die Base betreffen’.

Eine weit verbreitete Modifikation am Phosphatriickgrat ist der Austausch von einem
Sauerstoffatom durch ein Schwefelatom, wodurch sogenannte Phosphorthioate
entstehen. Solche Oligonukleotide werden als Antisense Oligonukleotide der ersten
Generation bezeichnet (Abb.1.02)'°. Phosphorthioate haben eine erhéhte Stabilitat
gegeniber Nukleasen, fiihren zu einer verlangerten Halbwertszeit und koénnen
Zellmembranen besser permeieren® >. Sie haben aber den Nachteil, dass sie sperrig sind
und auch unspezifisch an Proteine binden kdnnen, was zu Zytotoxizitit fihren kann3.
Andere wichtige Modifikationen betreffen die 2’-O-Position des Nukleotid-Zuckers. Durch
die Substitution mit aliphatischen Resten entstehen 2’-O-alkyl-Derivate, sogenannte
Antisense Oligonukleotide der zweiten Generation (Abb.1.02)>3!. Kurze Alkylreste
beeinflussen die Duplexbindung nur schwach, wihrend sie die Stabilitat stark erhéhen’.
2‘-0-Alkyl-Derivate sind aber nicht in der Lage RNase H zu induzieren, wodurch ihre
Effektivitdt abnimmt!®. Um diesen Effektivitdtsverlust zu umgehen wurden sogenannte
Gapmere entwickelt. Gapmere bestehen zentral aus einigen Nukleotiden, die RNase H
induzieren koénnen (z.B. Phosphorthioate), die von 2‘-O-modifizierten Nukleotiden
eingeschlossen werden, welche wiederum fiir eine ausreichende Stabilitat sorgen?.

Zu den Antisense Oligonukleotiden der dritten Generation zdhlen diverse starker
verfremdete Strukturen, u.a. locked nucleic acids (LNAs), peptide nucleic acids (PNAs),

hexitol nucleic acids (HNAs) und Morpholino Oligonukleotide (Abb.1.02)°.
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ersten (rot), zweiten (blau) und dritten (griin) Generation.
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Chemische Konjugation

Generell ist die Konjugation den strukturellen Modifikationen am Grundgerist
vorzuziehen, da so nicht nur bereits vorhandene Oligonukleotide verbessert werden
kénnen, sondern auch Oligonukleotide mit neuen Eigenschaften entstehen kénnen®.

Die Konjugation erfolgt meist am 3‘- oder 5- Ende des Oligonukleotids, da diese am
leichtesten zuganglich sind. Aber auch in 2‘- Position des Zuckers, an den Nukleotidbasen
und am Phosphodiesterriickgrat sind Konjugationen maglich®.

Die Addition von lipophilen Resten an Antisense Oligonukleotide und speziell siRNA hat
sich als leistungsfahige Vorgehensweise bewiesen um die pharmakokinetischen und
pharmakodynamischen Eigenschaften von Oligonukleotiden zu modifizieren®.

So fihrt die Konjugation mit Cholesterol zu einer vermehrten Interaktion der
Oligonukleotide mit Aloumin und Lipoproteinen®. AuBerdem wird, v.a. liber hepatische
Rezeptoren fir Lipoproteine, die Aufnahme ins Gewebe erhéht.

Um den schlechten zell- und gewebsspezifischen Transport zu verbessern, werden
Oligonukleotide mit Kohlenhydraten oder Peptiden gekoppelt®.

Abgesehen davon konnen Konjugate mit Polymeren (PEG, PEl) zu einer verldangerten
Halbwertszeit, hoheren Stabilitdit, besseren Wasserloslichkeit und geringeren
Immunogenitit und Antigenitat fihren??,

In den letzten Jahren wurden auch eine Anzahl von Nanocarrier, wie Mizellen und

Liposomen, fuir den Transport von Oligonukleotiden getestet®.
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1.5. PEG Konjugate

Schon 1977 berichteten Davies und Abuchowsky als erste von der PEGylierung - der
kovalenten Konjugation von Molekiilen mit einer oder mehreren Polyethylenglykol-
Ketten mit unterschiedlichem Molekulargewicht?©.

Seit ihrer Entdeckung spielen PEGylierungen vor allem im Bereich der Biopharmaka eine
wichtige Rolle. Bei Peptiden und Proteinen konnen PEGylierungen durchgefiihrt werden,
ohne dass die Sekundarstruktur verandert wird. So kdnnen pharmakokinetische
Parameter und somit die Wirkung verbessert werden?2. Urspriinglich wurden
nichtselektive PEGylierungen an Aminogruppen durchgefiihrt, was zu heterogenen
Gemischen von verschiedenen Isomeren flihrte. Mittlerweile gibt es aber verschiedenste
chemische und enzymatische Methoden um auch selektive PEGylierungen
durchzufiihren. Eine seitenselektive PEGylierung fiihrt zur Herstellung einzelner Isomere,
was zu homogenen Produkten und somit zu einer besseren Bioaktivitat fihrt®.
Arzneistoffe dieser Art zeigen gute Wirkung und befinden sich bereits am Markt (z.B.
Peginterferon a und Pegfilgrastim).

Neben Biopharmaka kénnen auch unterschiedlichste Tragersysteme wie z.B. Nanopartikel
und Liposomen mit PEG-Ketten versehen werden. Eine solche PEGylierung fiihrt vor allem
zu einer Erhohung der Stabilitat und zu einer Verlangerung der Halbwertszeit. Ein Beispiel
liefern Doxorubicin-haltige Liposomen, die mit Polyethylenglykol beschichtet sind.

Die PEGylierung spielt vor allem beim Arzneistofftransport eine wichtige Rolle. So fiihrt
eine PEGylierung von Oligonukleotiden zu einer erhohten Stabilitdt, Absorption,
Bioverfligbarkeit und Verteilung von biologischen Makromolekiilen, wahrend die Toxizitat
und immunologische Effekte verringert werden!l. Durch die Erhéhung des
Molekulargewichts wird auch die renale Clearance verringert?.

Das Ausmald der Verdanderungen hangt dabei stark von der PEG-Kettenldnge ab. So
stabilisiert HMW PEG Molekiile besser als LMW PEG (MW < 1000)!!. Auch die
Ausscheidungsrate von PEG und seinen Konjugaten Uber die Niere wird erst ab einem
Molekulargewicht von tiber 40 kDA signifikant erniedrigt 32. Hingegen nimmt die Fahigkeit
der Duplexbildung mit zunehmender Kettenldnge ab, da die Kette eine sterische
Hinderung darstellt”. Um dennoch eine ausreichende Duplexbindung gewéhrleisten zu

kdnnen, wurden spezifisch abbaubare Linker (z.B. Disulfid-Linker; photolabile Linker)
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entwickelt, die eine de-PEGylierung von therapeutischen Oligonukleotiden moglich
machen?? 34,

Das Einfligen von PEG-Ketten geschieht am haufigsten am 3‘- oder 5'-Ende von
Oligonukleotiden und kann entweder direkt wahrend der Oligonukleotidsynthese (solid
phase conjugation) oder nach der Abspaltung und Aufreinigung des Oligonukleotids
(solution phase conjugation) durchgefiihrt werden?3,

Bei der Konjugation auf der Festphase konnen z.B. iber modifizierte Harze kurze PEG-
Ketten direkt am 3‘- Ende des Oligonukleotids eingefligt werden. Am 5-Ende kdénnen
PEGylierungen liber modifizierte Phosphoramiditbausteine erfolgen® 13,

Die meisten Konjugationen aber, basieren auf der Kopplung von aktivierten PEG-Ketten
mit Oligonukleotiden in fllissiger Phase. Hier reagieren funktionalisierte PEG Molekile mit
modifizierten Oligonukleotiden33. Andere mégliche Konjugationsreaktionen beinhalten
Click-Chemie, Disulfid-Bindungen und Michael Addition®.

Auch in 2'-Position des Zuckers kdnnen Konjugationen mit Alkylresten u.a. auch
Methoxyethylresten (2‘-MOE) zu einer verbesserten Stabilitdt fluhren. Durch die
Modifikation an 2‘-Position erlangen DNA-Oligonukleotide RNA-Ahnlichkeit und kénnen
so mit héherer Affinitdt an den komplementaren RNA Strang binden. Die Duplexbindung
nimmt aber auch hier mit steigender 2‘-Kettenlange wegen negativer sterischer Effekte

ab’.

Beispiele fiir PEG-Konjugate:

Der Wirkstoff Pegaptanib, ein RNA-Aptamer (28-mer), das mit zwei 20 kDA PEG-Ketten
konjugiert ist, wird bereits zur intravendsen Behandlung der Altersbedingten
Makuladegeneration (AMD) eingesetzt. Die PEGylierung wurde fiir eine langere
Verweildauer im Auge eingesetzt.

Ein weiterer vielversprechender Wirkstoff ist Pegnivacogin, das als direkter Inhibitor von
Faktor IXa als Antikoagulans in einer Phase-llI-Studie bei akutem Koronarsyndrom
getestet wird. Hierbei handelt es sich um ein modifiziertes RNA-Aptamer, bei dem die
Zuckerreste mit einer 2’-Fluoro- einer 2’-OH- bzw. einer 2‘-O-Methylgruppe versehen
sind. Zusatzlich ist am 5‘-Ende eine PEG-Kette (40 kDA) Uber einen C6-Amino-Linker

angehangt!4.
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2. Ziel

Gegenstand dieser Diplomarbeit war die Herstellung stabiler Konjugate von
Oligonukleotiden mit PEG-Ketten mittels 2-Aminohexyl-Linker, und die Optimierung der
Reaktionsschritte.

Dazu sollte zunachst ein Phosphoramidit-Baustein eines 2‘-Aminohexyl-adenosins mit
entsprechenden Schutzgruppen fiir die Synthese am Festphasensynthesizer synthetisiert
werden, der in die Oligonukleotide eingebaut werden sollte.

Nach der Abspaltung und Entschiitzung der Oligonukleotide, sollten NHS-aktivierte PEG-
Ketten Uber eine Amid-Bindung an diese gebunden werden.

Zur Uberpriifung der einzelnen Reaktionsschritte, wurden geeignete Methoden zur
Analytik mittels DC, HPLC und Gelelektrophorese entwickelt und angewendet.

Die Charakterisierung der Produkte sollte mittels *H-NMR-,3C-NMR-Spektroskopie und
ESI-MS erfolgen.
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3. Materialien und Methoden

Synthese des modifizierten Adenosin-Bausteins:

Die Reagenzien und Losungsmittel wurden von den Firmen Sigma-Aldrich und Serva
bezogen. Als stationare Phase fiir die praparative Sdulenchromatografie wurde Kieselgel
60 A Porendurchmesser 0,035-0,070 mm der Firma Acros verwendet. Die Kieselgel-
Alufolien fiir die Dinnschichtchromatographie stammten von der Firma Merck (Kieselgel
60 F 254 nm; Alufolien 20x20 cm). Die Entwicklung der DC-Platten erfolgte in
herkdbmmlichen DC-Entwicklungskammern unter Kammersattigung. Die Detektion
erfolgte mittels UV 254 nm bzw. durch Bespriihung mit Seebach Reagens (2,5%
Phosphormolybdansaure, 1,0 % Cer(IV)sulfat-Tetrahydrat, 6,0% konz. Schwefelsdure und
90,5% Wasser).

Die H- und 3C-NMR Spektroskopien wurden mittels Varian 500 MHz bzw. mittels Bruker
200 MHz durchgefiihrt.

Oligonukleotidsynthese und Aufarbeitung der Oligonukleotide und ihrer Konjugate:

Die Reagenzien und Lésungsmittel wurden fast ausschlieRlich von den Firmen Sigma-
Aldrich, Serva und Thermo Fisher Scientific bezogen. Wurden andere Produkte
verwendet, ist dies angemerkt.

Fiir die Konzentrationsbestimmung der Oligonukleotide und ihrer Konjugate wurde das
Nano-Drop Spektrophotometer ND-1000 von Peglab Biotechnologie GmbH verwendet.
Grundlage der Konzentrationsbestimmung war das Lambert-Beertsche Gesetz mit dem

Extinktionskoeffizienten, der aus der Sequenz errechnet wurde.
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3.1. Synthese von 2’ ~Aminohexyl-adenosin mit entsprechenden

Schutzgruppen fiir Oligonukleotidsynthese®®:

Reaktion 1: Einfihrung einer Benzoylschutzgruppe
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Das 2‘-O-Aminohexyl-adenosinderivat 1 (1,5 g; 1,878 mmol) wurde unter Argon bei
Raumtemperatur in 30 ml Pyridin gel6st. Nach 10 minitiger Kihlung im Eisbad wurde
Trimethylsilylchlorid (3,75 ml; 29,44 mmol) langsam hinzugetropft und 3 Stunden bei RT
gerihrt. Danach wurde Benzoylchlorid (2,0 ml; 13,01 mmol) hinzugefiigt und 20 h bei RT
gerlhrt. Um die Reaktion zu stoppen, wurde Eiswasser hinzugegeben und 30 min bei RT
geruhrt. Danach wurde erneut gekihlt und eine wassrige Ammoniumhydroxyd-Lésung
(28-30%; 3,25 ml) hinzugegeben und 60 min bei RT geriihrt.

Die Reaktionsmischung wurde in 50 ml MTBE aufgenommen und die organische Phase
mit Wasser (3x50ml), NaHCO3 ges. (3x50ml) und NaCl ges. (3x50ml) gewaschen. Danach
wurde Uber Na;SO4 getrocknet, abfiltriert und am Rotavapor eingedampft. Zuriick blieb
ein weilRer Schaum (Rohprodukt von 2; 1,332 g).

Dieser wurde in etwas MTBE gelOst und mittels Sdulenchromatographie (LM 1; siehe S.22)
aufgereinigt. Die gesammelten Fraktionen wurden vereint und eingedampft. Der
Riickstand wurde in 75 ml MTBE aufgenommen und die organische Phase wurde mit
Wasser (3x50 ml); NaHCOs3 ges. (1x 50 ml) und NaCl ges. (1x 50 ml) gewaschen. Danach
wurde Uber Na;SO4 getrocknet, abfiltriert und am Rotavapor eingedampft. Zurtlick blieb
ein weiller Schaum 2 (1,146 g, 62%). Dieser wurde Uber Nacht im Exsikkator unter Vakuum

getrocknet.
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Reaktion 2: Umsetzung zum Phosphoramidit fiir Festphasensynthese
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Das benzoylierte 2°-O-Aminohexyl-adenosinderivat 1 (1,146 g; 1,138 mmol) wurde unter
Argon bei Raumtemperatur in 18 ml wasserfreiem Dichlormethan gel6st. Nach 10
minitigem Kihlen wurde 2-Cyanoethyl-N, N, N‘, N‘-tetraisopropylphosphordiamidit (640
ul; 2,015 mmol) hinzugetropft. Um die Reaktion zu starten, wurde 0,45 M Tetrazol in ACN
(4,0 ml; 1,801 mmol) hinzugefiigt und 24 h bei RT gerihrt.

Danach wurde die Reaktion mit 30 ml NaHCO3 ges. gestoppt. Das Gemisch wurde mit DCM
(3x 50 ml) extrahiert wobei die organischen Phasen gesammelt wurden. AnschlieRend
wurde die organische Phase mit NaCl ges. (1x100 ml) gewaschen, (iber Na;SO4 getrocknet,
abfiltriert und am Rotavapor eingedampft. Zurlick blieb ein weiRer Film (Rohprodukt von
2; 850 mg).

Dieser wurde in etwas LM2 (siehe S.22) gel6st und mittels Sdaulenchromatographie
aufgereinigt. Die gesammelten Fraktionen wurden vereint und eingedampft. Der
Rickstand wurde in 75 ml MTBE aufgenommen und die organische Phase wurde mit
NaHCOs ges. und Wasser (3x 50 ml+ 3x je 2 ml) und NaCl ges. (1x 50 ml) gewaschen.
Danach wurde die organische Phase Giber Na;SO4 getrocknet, abfiltriert und am Rotavapor
eingedampft. Zurick blieb ein weiRer Schaum 2 (755 mg, 55%). Dieser wurde Uber Nacht
im Exsikkator unter Vakuum getrocknet. Danach wurde der Exsikkator mit Argon belliftet,
der Kolben gut verschlossen, mit Parafilm abgedichtet und im Gefrierschrank bei -20°C

aufbewahrt.
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Saulenflissigchromatographie:

Eine entsprechende Menge an unbehandeltem Kieselgel (ca. 100 g) wurde in einen
Erlenmeyerkolben eingewogen. Das Kieselgel wurde mit dem entsprechenden Laufmittel
(ca. 250 ml) aufgeschwemmt und der Kolben wahrend 15 Minuten immer wieder gut
geschwenkt. Danach wurde die Saule unter gleichmaRigem Klopfen befillt. Bevor die

Probe aufgetragen wurde, wurde die Saule mit 300 ml des Laufmittels gewaschen.

Mobile Phase: LM 1: Triethylamin-Petrolether-Dichlormethan (1:15:10)
LM 2: Triethylamin-Petrolether-Dichlormethan (1:10:5)

NMR-Spektroskopie:

Vorbereitung der Probe:
10 mg der Probe wurden in eine Phiole eingewogen und in 800 ul CDCl3 gel6st. Die Losung

wurde durch Watte in ein NMR-Probenrohrchen filtriert und vermessen.

Analyse
Reaktion 1:
Rf 0,23 (MeOH/DCM 1:60)

1H NMR (500 MHz, CDCls): & = 8,644 (s, 1H, H-2 ); 8,164 (s, 1H, H-8); 7,844 (d; 4H, Bz-2,6);
7,824 (d, 2H, Pht-4,7); 7,700 (dd, J= 3,15 Hz, 2H, Pht-5,6); 7,490 (t, J= 7,25 Hz, 2H, Bz-4);
7,359 (dd, J= 7,88, 4H, Bz-3,5); 7,326-7,231 (m, 5H, DMT-Ph-2-6); 7,170 (d, 4H, DMT-Ar-
2,6); 6,829 (d, 4H, DMT-Ar 3,5); 5,943 (d, 1H, H-1°); 4,723 (dd; J= 4,75 Hz, 1H, H-2°); 4,539
(d; 1H, H-3) 4,360 (s, 1H, H-4°); 3,964 (dd, J= 1,58 Hz, 1H, H-5'/1), 3,796 (s, 6H, OCH3); 3,
3,689 (dd, 1H, H-5'/2); 3,664 (t, J= 7,25 Hz, 2H, H-6"); 3,511-3,375 (m, 2H, H-17) 1,657-
1,307 (m, 8H, H-2",3“ 4/ 5°)

13C NMR (200 MHz, CDCls): & = 172,17 (Bz-CON); 168,48 (Pht-CON); 158,63 (DMT-Ar-4);
152,78 (C-6); 151,75 (C-4); 151,60 (C-2); 147,31 (DMT-Ph-1); 144,96 (C-8); 139,46 (DMT-
Ar-1); 133,92 (Bz-1) 133,89 (Pht-5,6); 133,13 (Bz-4), 132,10 (Pht-3a,7a); 129,48 (Bz-2,6);
129,11 (DMT-Ar-2,6); 128,77 (Bz-3,5); 127,84 (DMT-Ph-2,6); 127,75 (DMT-Ph-3,5); 123,07
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(DMT-Ph-4); 123,19 (Pht-4,7); 113,16 (DMT-Ar-3,5); 89,76 (C-1'); 88,01 (C-4’); 81,41 (DMT-
Cq); 81,27 (C-2’); 71,49 (C-1”"); 70,71 (C-3"); 63,11 (C-5'); 55,23 (DMT-OCH3); 37,63 (C-6");
29,42 (C-2”); 28,27 (C-5"); 26,47 (C-4""); 25,27 (C-3")

Reaktion 2:
Rf = 0,31 (Triethylamin/Petrolether/Dichlormethan 1:10:5)

1H NMR (500 MHz, CDCls), Diastereomere: & = 8,30 und 8,29 (s, 1H, H-2); 8,01 und 7,97 (s,

1H, H-8); 7,59-7,53 (m, 6H, Bz-2,6; Pht-4,7); 7,42 (dd, J= 5,35 und 2,85 Hz, 2H, Pht-5,6);
7,20-7,12 (m, 4H, Bz-4; DMT-Ph-2,6); 7,08-6,88 (m, 11H, Bz-3,5; DMT-Ar-2,6; DMT-Ph-
3,4,5); 6,54-6,50 (m, 4H, DMT-Ar-3,5); 5,87 und 5,85 (d, J= 5,40 und 5,35 Hz, 1H, H-1");
4,45 und 4,41 (t, J= 5,00 Hz, 1H, H-2"); 4,30 (m, 1H, H-3"); 4,14 und 4,09 (dd, J= 7,9 und 4,1
Hz, 1H, H-4");

3,68 (m; 1H, H-1*); 3,48 (s, 6H, OCHs); 3,44-3,14 (m, 8H, H-1*;H-1";H-6"; iPrCH; H-5'/1);
3,06-3,02 (m, 1H, H-5'/2); 2,39-2,35 (m, 1H, H-2*/1); 2,11-2,08 (m, 1H, H-2*/2); 1,45-1,20
(m, 4H, H-5", H-2"); 1,10-1,01 (m, 4H, H-3", H-4"); 0,91 und 0,90 (d, J= 6,95 Hz, iPrCHs).

13C NMR (200 MHz, CDCl3): & = 172,25 (Bz-CON); 168,39 (Pht-CON); 158,53 (DMT-Ar-4);
152,86 (C-4); 152.12 (C-2); 151,73 (C-6); 144,43 (DMT-Ph-1); 143,81 (C-8); 135,60 (DMT-
Ar-1); 134,05 (Bz-1); 133,82 (Pht-5,6); 132,88 (Bz-4); 132,12 (Pht-3a,7a); 130,06 (DMT-Ar-
2,6); 129,42 (Bz-2,6); 128,65 (Bz-3,5); 128,21 (C-5); 128,11 (DMT-Ph-2,6); 127,82 (DMT-
Ph-3,5); 126,89 (DMT-Ph-4); 123,14 (Pht-4,7); 117,48 (-CN); 113,14 (DMT-Ar-3,5); 87,23
(C-1'); 86,52 (DMT-Cq); 83,78 (C-4'); 80,36 (C-2'); 71,02 (C-1"); 70,86 (C-3'); 62,78 (C-5');
58,32 (C-1*); 55,20 (DMT-OMe); 43,23 (iPrCH); 37,84 (C-6"); 29,49 (C-2"); 28,43 (C-5");
26,59 (C-4"); 25,48 (C-3"); 24,58 (iPrCHs); 20,25 (C-2*).
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3.2. Synthese, Entschiitzung und Aufreinigung der siRNA

3.2.1. Synthese am Festphasensynthesizer

Die Synthese der Luciferase siRNA Antisense Strange erfolgte am 10-Sdulen RNA/DNA-

Synthesizer (PolyGen). Als feste Phase wurde Controlled Pore Glass (CPG) verwendet, an

das bereits das erste Nukleotid gebunden war.

Abgesehen vom modifizierten 2’-Aminohexyl-adenosin 2 hatten alle Nukleotide folgende

Schutzgruppen: eine Silylethergruppe in 2’-Position; eine Cyanoethylgruppe am Phosphor

der Phosphoramiditgruppe am 3’-Ende, und eine DMT-Gruppe in 5’-Position. AuRerdem

waren die exozyklischen Aminogruppen der Basen durch Acylierung geschiitzt (siehe Abb.

3.01).

Beim modifizierten Baustein unterschied sich die Schutzgruppe in 2’-Position. Hier wurde

die Aminogruppe des Aminohexyl-Linkers in 2’-Position durch eine Phthalimidgruppe

geschiitzt (siehe Abb.5.01).

Abb. 3.01:

Adenosin Baustein fiir die
Synthese am
Festphasensynthesizer.
Modifikationen:

die 2'-Hydroxygruppe wird
durch eine Silylethergruppe
(griin) geschitzt; am 3'-
Ende ist eine
Phosphoramiditgruppe
(violett) gebunden; die 5'-
Hydroxygruppe ist mit einer
DMT-SG (rot) versehen; die
exocyclische Aminogruppe
der Base wird durch

Benzoylierung (blau)

abgeschirmt

24



Die Oligonukleotidsynthese erfolgte am RNA-/DNA-Festphasensynthesizer (PolyGen). Sie
wurde vollautomatisch laut Standardprotokoll durchgefiihrt und ist in (23) vollstandig

beschrieben.
Der Reaktionszyklus ldsst sich grob in 4 Schritte gliedern:

A. Zunachst erfolgt die Detritylierung der saurelabilen 5’-Hydroxyschutzgruppe,
wobei die entstandenen orange gefarbten Tritylkationen der photometrischen In-
Prozess-Kontrolle dienen.

B. Dann wird der Phosphoramiditbaustein mittels Aktivator (z.B. Tetrazol) aktiviert
und an die freie 5’-Hydroxygruppe des vorhergehenden Nukleotids gekoppelt.

C. Im nachsten Schritt erfolgt das sogenannte Capping. Hier werden noch freie 5’-
Hydroxygruppen blockiert.

D. Im letzten Schritt erfolgt die Oxidation vom Phosphittriester zum Phosphattriester

mittels 12/H,0/Pyridin.
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3.2.2. Abspaltung, Entschiitzung und Ausfallung

Nach der Synthese wurde die feste Phase aus dem Synthese-Slider in ein Vial Gberfiihrt.
Es wurden 2,5 mg des beladenen CPG entnommen und in ein Eppendorfgefald mit
Schraubverschluss eingewogen. Zunachst wurde das Harz mit 1 ml einer 5% -igen
Hydrazinlésung (5% Hydrazinhydrat in ACN/EtOH 100% 1:1) versetzt und 15 Stunden bei
Raumtemperatur geschiittelt. Danach wurde der Uberstand abpipettiert, wobei eine
Glasfritte zu Hilfe genommen wurde, um die fliissige von der festen Phase zu trennen.
Das CPG wurde 3x mit je 50 pl EtOH 96% (unvergallt) gewaschen und anschliefend unter
Vakuum mittels Speed-Vac 15 min getrocknet.

Das trockene CPG wurde mit 1 ml AMA (NH4sOH/wassriges Methylamin 1:1) versetzt und
bei 65°C 30 min lang geschiittelt. AnschlieRend wurde der Uberstand, nach kurzem
Abktihlen, in ein steriles 1,5 ml Eppendorfgefal} Gberfihrt. Der Rickstand wurde 3x mit je
50 uL Nuklease-freiem Wasser nachgewaschen. Dann wurde der Uberstand vollstindig
eingedampft.

Fiir die Entsilylierung der 2’- Hydroxygruppen wurde das entstandene Pellet in 30 pul DMSO
gelost, mit 30 pl TEA.3HF versetzt, gut durchgemischt und dann fiir 2,5 h auf 65°C erhitzt.
Dann wurde 10 min bei -20°C abgekuhlt.

Ausfallung:

Die Losung wurde mit 2 pl eines 3 M Natriumacetat Puffer in Nuklease-freiem Wasser
versetzt. Dann wurden 500 pl Isopropanol hinzugefiigt, gut durchgemischt und UGber
Nacht bei -70°C ausgefallt.

Danach wurde fiir 15 min bei 15000 rpm und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abpipettiert. Das Pellet wurde mit 300 pl Isopropanol versetzt, gut durchgemischt,
zentrifugiert und der Uberstand anschlieRend dekantiert. Dieser Vorgang wurde 2x
wiederholt. AnschlieBend wurde das Pellet getrocknet und in 100 ul 10 mM AA Puffer
gelost.

Die Absorption bei 260 m wurde mittels NanoDrop Spektrophotometer bestimmt. Die
Konzentration wurde mittels Lambert Beertschen Gesetz berechnet, die Losung auf 100

UM verdiinnt und bei -70°C aufbewahrt. (Ausbeute ca. 15 nmol)
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3.3. Synthese, Entschiitzung und Aufreinigung der SSO

3.3.1. Synthese am Festphasensynthesizer

Die Synthese der Luciferase splice switching Oligonukleotide erfolgte vollautomatisch am
10-Saulen RNA/DNA-Synthesizer (PolyGen). Als feste Phase wurde Amino-ON- CPG (SAFC)
verwendet. Dabei handelt es sich um ein modifiziertes Harz, durch das ein Aminohexyl-
Linker in 3’-Position des ersten Nukleotids eingefiihrt werden konnte.

Der Oxidationsschritt des Reaktionszyklus (siehe S.25) wurde hier mittels
Sulfurisierungsreagenz (z.B. TEDT) durchgefiihrt, wodurch Phosphorthioate entstanden.
Abgesehen vom modifizierten Aminohexyl-adenosin hatten alle Nukleotide folgende
Schutzgruppen: eine Cyanoethylgruppe am Phosphor der Phosphoramiditgruppe am 3’-
Ende; eine DMT-gruppe in 5’-Position. Die Aminogruppen der Basen waren durch
Acylierung geschitzt. AuBerdem waren die Bausteine in 2'-Position methoxyliert.

Beim modifizierten Baustein unterschied sich die Schutzgruppe in 2’-Position: hier wurde
die Aminogruppe des Aminohexyl-Linkers in 2’-Position durch eine Phthalimidgruppe

geschtzt (siehe Abb.5.01).

Abb. 3.02:
R\ .
0 Hage Modifiziertes
Dinukleotid;
Modifikationen:
& o, CH Phosphorthioat; 2°-O-
A S
O\ 0 0 methyl
7
i
s\
0 Base
0
O_'\\' /O /CHQ
S'——FI’:O
R
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3.3.2. Abspaltung, Entschiitzung und Ausfillung

Nach der Synthese wurde die feste Phase aus dem Synthese-Slider in ein Vial Gberfihrt.
Es wurden 1,0 mg des beladenen Harzes entnommen und in ein Eppendorf-Schraubgefald
eingewogen.

Das beladene Harz wurde mit 1 ml einer 2%-igen Hydrazinldsung (2% Hydrazin in EtOH
100%) versetzt und bei Raumtemperatur 2 Stunden geschittelt. Danach wurde der
Uberstand abpipettiert, wobei eine Glasfritte zu Hilfe genommen wurde, um die fliissige
von der festen Phase zu trennen. Das Harz wurde 3x mit je 50 pul EtOH 96% (unvergallt)
gewaschen und anschlieRend getrocknet.

Das trockene Harz wurde mit 1 ml AMA versetzt und bei 65°C 60 min lang geschiittelt.
AnschlieBRend wurde der Uberstand, nach kurzem Abkihlen, in ein steriles 1,5 ml
Eppendorfgefald Gberfiihrt. Der Riickstand wurde 3x mit je 50 puL Nuklease-freiem Wasser

nachgewaschen. Dann wurde der Uberstand vollstindig eingedampft.

Ausfallung:

Das Pellet wurde in 30 pl Nuklease-freiem Wasser aufgenommen und die Losung wurde
mit 2 ul eines 3 M Natriumacetat Puffer in Nuklease-freiem Wasser versetzt. Dann wurden
300 ul Isopropanol hinzugefiigt, gut durchgemischt und iber Nacht bei -70°C ausgefallt.

Danach wurde fiir 15 min bei 15000 rpm und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abpipettiert. Das Pellet wurde mit 300 pl Isopropanol versetzt, gut durchgemischt,
zentrifugiert und anschlieRend dekantiert. Dieser Vorgang wurde 2x wiederholt.

AnschlieBend wurde das Pellet getrocknet und in 100 pl 10 mM AA Puffer gelost.
Die Absorption bei 260 m wurde mittels NanoDrop Spektrophotometer bestimmt. Die

Konzentration wurde mittels Lambert Beertschen Gesetz berechnet und die Losung auf

100 uM verdiinnt. (Ausbeute ca. 8 nmol)
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3.4. Entsalzen der Oligonukleotide und deren Konjugate

Ausfallen mittels Isopropanol

Fir die Analyse mittels ESI-MS wurden 20 pl der 100 pM Loésung lyophilisiert.
AnschlieBend wurde das Pellet in 20 pul 10 mM AA Puffer gelost. Dann wurden 200 ul
Isopropanol hinzugefiigt und Giber Nacht bei -70°C ausgefallt. Am nachsten Tag wurde 30
min bei 0°C und 17,400 x g zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde der Isopropanol
dekantiert und das Pellet mit 100 pl Isopropanol gewaschen. AnschlieRend wurde 20 min
zentrifugiert und der Uberstand erneut dekantiert. Dieser Vorgang wurde wiederholt.
Danach wurde das Pellet getrocknet und in 50 pl 10 mM AA Puffer gel6st. Die Absorption
wurde bestimmt und die Konzentration berechnet.

Fir die Analyse mittels ESI-MS wurde eine 10 uM Losung verwendet.

Reinigung mittels Gelfiltration

Es wurde eine Sdule mit Sephadex G-25 gefiillt und mit 10 mM AA-Puffer gewaschen. Die
Probe wurde auf das Gel pipettiert und mittels Puffer eluiert. Es wurden Fraktionen von
je 500 ul gesammelt. Die Absorption dieser Fraktionen wurde mittels NanoDrop
Spektrophotometer gemessen. Jene Fraktionen die eine typische Absorptionskurve bei
260 nm zeigten, wurden lyophilisiert, in einer geeigneten Menge an Puffer geldst und

mittels HPLC analysiert.

3.5. Kopplung mit NHS-aktivierten PEG-Ketten

Die Reaktion wurde unter leicht alkalischen Bedingungen (pH 7-9) durchgefiihrt.

Zunachst wurden 30 pl der 100 uM Oligonukleotid-Lésung lyophilisiert. Das Pellet wurde
anschliefend in 20 ul PBS aufgenommen. Eine Stammldsung von MS(PEG)s in DMF wurde
hergestellt. Hiervon wurden 100 Aquivalente (300 nmol) der Menge des Oligonukleotids
der Oligonukleotidlésung zugesetzt. Die Reaktionsmischung wurde 15 h bei RT

geschuittelt. Die Reaktion wurde mittels HPLC und PAGE kontrolliert.
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3.6. Analytik der Oligonukleotide und der Konjugate

3.6.1. Polyacrylamid Gelelektrophorese (PAGE)

Herstellung eines 20%-igen Acrylamid-Gel:

4,5 g Harnstoff wurden mit 1 ml 10xTBE (Tris-borat-EDTA-Puffer) und 5 ml Acrylamid-
Stammlosung (40%; Acrylamid:bis-Acrylamid 29:1; Serva) versetzt. Um den Harnstoff
vollstandig zu l6sen, wurde in der Mikrowelle fiir einige Sekunden erhitzt. Nach dem
Abkihlen wurden der Losung 5,0 ul TEMED und 50 pl APS hinzugefiigt und sofort in die
Apparatur gegossen. Mit Hilfe eines Kamms wurden 10 Taschen geformt.

Nach der Polymerisation erfolgte ein Vorlauf des leeren Gels fir 30 min bei 150 V. Als

Puffer wurde 1xTBE verwendet.

Vorbereitung der Proben:

1 nmol jeder Probe wurde mit 10 ul eines Formamidpuffers versetzt und 3 min auf 95°C
erhitzt. Danach wurden die Proben sofort auf Eis gestellt. Die Proben wurden mit Hilfe
einer Hamilton Pipette aufgetragen. Als Marker fungierte Bromphenolblau. Das Gel

wurde bei 150 V solange laufen gelassen, bis der Marker 2/3 der Gelstrecke erreicht hatte.

Methylenblaufarbung:

Nach dem Lauf wurde das Gel in eine 0,02% Methylenblaul6sung (in TBE) gelegt, und so
lange gefarbt, bis die Banden erkennbar waren (ca. 30 min). Die Farbelésung wurde
entfernt und das Gel durch Waschen mit Wasser entfarbt, bis scharfe

Oligonukleotidbanden zu erkennen waren.
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3.6.2. High performance liquid chromatography (HPLC)

Die HPLC wurde zur Analyse der Oligonukleotide und deren Konjugate verwendet.

Sie wurde unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt:

e Mobile Phase A: 10 mM Ammoniumacetatpuffer (AA)

e Mobile Phase B: Acetonitril

e Gradientenelution von 30% B bis 100% B wahrend 45 min und einer Flussrate von
1 ml/min;

e Saule: Synergi 4u Fusion-RP 4 micron 150 x 4.6 mm (Phenomenex)

e Sdulentemperatur: Raumtemperatur

e UV Detector bei 260 nm

3.6.3. Elektronensprayionisation-Massenspektrometrie (ESI- MS)

Die Oligonukleotide wurden wie beschrieben (siehe Punkt 3.4) aufgearbeitet.
Die Messung wurde mit einem micrOTOF-Q Il Massenspektrometer (Bruker)
durchgefiihrt. Fir die Analyse wurden 10 pl einer 10 uM Oligonukleotid Losung in 10 mM

Ammoniumacetat verwendet.
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4. Resultate

4.1. Oligonukleotidsynthese

4.1.1. Splice switching Oligonukleotide (SSO)

Es wurden Luciferase Antisense Oligonukleotide synthetisiert, die sich durch die Anzahl an
eingebauten 2'-Aminohexyl-adenosin unterschieden. Als feste Phase wurde anstatt des
herkdmmlichen CPG Amino-ON-CPG verwendet, wodurch am 3'-Ende des Oligonukleotids
noch ein zusatzlicher Aminohexyl-Linker eingefligt werden konnte. Somit entstanden die

in Tabelle 4.01 angefiihrten splice switching Oligonukleotide.

Oligonukleotid Oligonukleotid-Sequenz Modifikation
Nummer
1 5'-CCU-CUU-ACC-UC*2'A*-GUU-AC*3'A*-3' 2 Modifikationen
2 5'-CCU-CUU-*2'A*CC-UC*2'A*-GUU-AC*3'A*-3' 3 Modifikationen
3 5'-CCU-CUU-*2'A*CC-UC*2'A*-GUU-*2'A*C*3'A*-3' 4 Modifikationen

Tabelle 4.01: synthetisierte Luciferase SSO Antisensestrange: Oligonukleotid -Sequenzen und Modifikationen;
A: Adenosin; 2'A: 2'-Aminohexyladenosin; 3'A: 3'-Aminohexyladenosin; C: Cytidin; G: Guanosin; U: Uridin

4.1.2. siRNA

Es wurden Luciferase siRNA Antisense Strange synthetisiert, die sich nur durch die Anzahl
an eingebauten 2'-Aminohexyl-adenosin unterschieden. Als feste Phase wurde CPG
verwendet, an welches bereits das erste Nukleotid gebunden war. Somit entstanden die

in Tabelle 4.02 angefiihrten siRNA Oligonukleotide.

Oligonukleotid Oligonukleotid-Sequenz Modifikation
Nummer
4 UCG-AAG-UAC-UCA-GCG-U*2'A*A-GTT 1 Modifikationen
5 UCG-AAG-UAC-UC*2'A*-GCG-U*2'A*A-GTT 2 Modifikationen
6 UCG-AAG-U*2'A*C-UC*2'A*-GCG-U*2'A*A-GTT 3 Modifikationen
7 UCG-*2'A*AG-U*2'A*C-UC*2'A*-GCG-U*2'A*A-GTT 4 Modifikationen

Tabelle 4.02: synthetisierte Luciferase siRNA Antisensestrange: Oligonukleotid -Sequenzen und Modifikationen;
A: Adenosin; 2'A: 2'-Aminohexyladenosin; C: Cytidin; G: Guanosin; U: Uridin; T: Thymidin
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4.2. Polyacrylamid Gelelektrophorese (PAGE)

Die Gelelektrophorese wurde zur Analyse der Reinheit und der Identitdt der
Oligonukleotide eingesetzt. Die selbst synthetisierten, modifizierten SSO wurden mit

einem 3‘-Aminohexyl-SSO derselben Sequenz (GSK) verglichen.

JALRL

1 2 3 4

~-rEy

N

Abb.4.01: PAGE der SSO; 1. SSO; 2. SSO mit 4
Modifikationen (3); 3. SSO mit 3 Modifikationen (2);
4. SSO mit 2 Modifikationen (1)

Bei Abbildung 4.01 ist zu sehen, dass alle selbstsynthetisierten, modifizierten
Oligonukleotide (2), (3) und (4) um eine Spur langsamer wandern als das unmodifizierte
SSO (1). Dabei ist zu beachten, dass die SSO mit mehr Modifikationen (2) bzw. (3) jeweils
weniger weit wandern, als jene mit weniger Modifikationen (3) bzw. (4). Dies ergibt sich
aus dem héheren Molekulargewicht, das sich wiederum aus den angehangten 2‘- und 3'-
Aminohexl-Linker ergibt. Durch die Auftrennung mittels Gelelektrophorese entsteht ein
Stufenmuster.

Waéhrend das SSO mit 4 Modifikationen (2) relativ rein erscheint, sind bei den SSO mit

weniger Modifikationen (3) und (4) noch einige Fehlsequenzen zu sehen, die vor der
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Analyse mittels HPLC bzw. vor der Konjugation noch mittels Sephadex- Gelfiltration (siehe

Punkt 3.4) abgetrennt wurden.

Auch die Reinheit der modifizierten siRNAs wurde mittels Gelelektrophorese analysiert.

Abb.4.02: PAGE der siRNA Oligonukleotide; 1.
siRNA mit 1 Modifikation (4); 2. siRNA mit 2
Modifikationen (5); 3. siRNA mit 3
Modifikationen (6); 4. siRNA mit 4
Modifikationen (7)

Wie auch in Abbildung 4.01, ist in Abbildung 4.02 eine stufenweise Wanderung der
modifizierten Oligonukleotide zu sehen. Diese ergibt sich aus der unterschiedlichen

Anzahl der 2‘-Aminohexyl-Linker und dem daraus resultierenden unterschiedlichen

Molekulargewicht.
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PEGylierung der Oligonukleotide:

NHS-ester aktivierte PEG-Ketten reagieren mit den Aminohexyl-Linker in 2‘-Position der
modifizierten Adenosin-Nukleotide und mit dem Aminohexyl-Linker am 3‘-Ende des

Oligonukleotids. Es entstehen kovalente Amidbindungen (Abb.4.03).

O
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\@ € HoN Oligonukleotid
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’ {o LN ™ Oligonukleotid
+
o\\
Y
/N
HO 0

Abb.4.03: .: Kopplungsreaktion einer NHS- ester aktivierten ME(PEG)s Kette mit einem 2'- Aminohexyl-Linker

Im Rahmen der Diplomarbeit wurden nur die splice switching Oligonukleotide gekoppelt

(Tab.4.01). Es entstanden die in Tabelle 4.03 angefiihrten Oligonukleotid-PEG-Konjugate.

Oligonukleotid Oligonukleotid - Sequenz Anzahl der PEG
Nummer Ketten
8 5'-CCU-CUU-ACC-UC*2'-A*-GUU-AC*3'-A*-3' 2
9 5'-CCU-CUU-*2'A*CC-UC*2'-A*-GUU-AC*3'A*-3' 3
10 5'-CCU-CUU-*2'A*CC-UC*2'A*-GUU-*2'A*C*3'A*-3' 4

Tabelle 4.03: PEGylierte SSO: PEGylierte Oligonukleotid -Sequenzen; A: Adenosin; 2'A: 2'-pegyliertes

Aminohexyladenosin (rot); 3'A: 3'-pegyliertes Aminohexyladenosin (rot); C: Cytidin; G: Guanosin; U: Uridin
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Auch die PEGylierung der SSO wurde mittels Gelelektrophorese analysiert (Abb.4.06).

L 1.
f

Abb.4.04: 1. Ungekoppeltes SSO; 2.
PEGyliertes SSO

Abbildung 4.04 zeigt die Banden eines SSO vor der Konjugation mit PEG (1) und nach der
Konjugation mit 100 Aquivalent aktiviertem PEG (2). Aufgrund des héheren

Molekulargewichts, wandert das PEGylierte Oligonukleotid (2) langsamer, als das

ungekoppelte SSO (1).
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4.3. High performance liquid chromatography (HPLC)

Die Oligonukleotide wurden auch mittels HPLC analysiert. Dazu wurde eine geeignete
Methode, angepasst an die Eigenschaften der Proben, ermittelt. Die synthetisierten
Oligonukleotide und ihre Konjugate wurden unter Gradientenelution von Acetonitril (30-
100%) analysiert.

Dabei ist zu beachten, dass die Peaks der SSO (Abb. 4.05 und 4.06) generell breiter sind,
als jene der siRNA Oligonukleotide (Abb. 4.07). Dies liegt daran, dass die SSO als
Phosphorthioate vorliegen. Durch die Substitution eines Sauerstoffatoms durch ein
Schwefelatom am Phosphatriickgrat entsteht ein chirales Zentrum?’. Dadurch entstehen

viele (2") Diastereomere, die wiederum zu einem breiteren Peak flihren.

4.3.1. SSO

s

Abb.4.05: HPLC-Chromatogramm. 2-fach modifiziertes SSO (1); Methode siehe
Punkt 3.5.2

Abbildung 4.05. zeigt das Chromatogramm des 2-fach modifizierten SSO (1). Das
Chromatogramm zeigt einen Peak bei einer Retentionszeit von 18,53 min. Die
Entschiitzung und Aufreinigung mittels optimierter Methode hat offenbar gut funktioniert
und zu einem reinen Produkt gefiihrt. Dass es sich tatsdchlich um das gewiinschte

Oligonukleotid handelt, wurde mittels ESI-MS bestatigt (Tab. 4.05).
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Die PEGylierung der Oligonukleotide wurde ebenfalls mittels HPLC kontrolliert.

s

Abb.4.06: HPLC-Chromatogramm. 1. 2-fach modifiziertes SSO (1) (schwarz) vor dem
Koppeln; 2. 2-fach modifiziertes SSO nach der PEGylierung (8) (rosa)

Abbildung 4.06 zeigt das Chromatogramm des 2-fach modifizierten SSO vor (1) und nach
(2) der Konjugation mit den aktivierten PEG-Ketten. Durch Konjugation mit den PEG-
Ketten werden die Oligonukleotide (2) polarer, weshalb sie starker mit der stationdren
Phase wechselwirken als die ungekoppelten Oligonukleotide (1). Ein deutlicher
Unterschied der Retentionszeit ist zu erkennen (ca. 3 Minuten (Tab.4.04)).

Sowohl vor, als auch nach der Konjugations-Reaktion ist jeweils nur ein Peak zu sehen,
was dafir spricht, dass das ungekoppelte Oligonukleotid vollstandig entschiitzt war und
anschlieflend auch vollstandig umgesetzt wurde.

Dies lasst sich durch die Massenspektren der Oligonukleotide und ihrer Konjugate

bestatigen (Tab.4.05).

Auch die restlichen SSO (2) und (3) und ihre Konjugate (9) und (10) wurden mittels HPLC

analysiert. Ihre Retentionszeiten sind in Tabelle 4.04 angeflihrt.
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4.3.2. siRNA

s

Abb.4.07: HPLC- Chromatogramm. 3-fach modifizierter siRNA- Antisensestrang (4)

Die modifizierten siRNA Oligonukleotide wurden ebenfalls mittels HPLC analysiert.
Abbildung 4.07 zeigt das Chromatogramm des 3-fach modifizierten siRNA-
Antisensestrang (4). Das Chromatogramm zeigt einen Peak bei einer Retentionszeit von
14,54 min. Die optimierte Methode zur Entschiitzung und Aufreinigung fiihrte zu einem
reinen Produkt, das mittels ESI-MS analysiert wurde.

Auch die restlichen siRNA Antisensestrange (5), (6) und (7) wurden mittels HPLC

analysiert. Ihre Retentionszeiten sind in Tabelle 4.04 angefiihrt.

Oligonukleotid | Retentionszeit (min) | Oligonukleotid | Retentionszeit (min)

PEGyliert
1 18,53 8 21,88
2 19,03 9 21,33
3 20,32 10 23,12
4 13,52
5 14,03
6 14,54
7 15,11

Tab.4.04: Analyse der Oligonukleotide. HPLC-Retentionszeiten der Oligonukleotide und ihrer Konjugate
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4.4. Elektronensprayionisation-Massenspektrometrie (ESI-MS)

Die Oligonukleotide und ihre Konjugate wurden mittels ESI-MS analysiert. Die erhaltenen

Spektren wurden folgendermalen ausgewertet:

Zunachst wurde die Masse der Oligonukleotide anhand ihrer Sequenz ermittelt. Die

gefundenen Masse-Peaks wurden multipliziert und mit der Masse der Oligonukleotide

verglichen. In den Spektren konnten die angegebenen Oligonukleotide als Salz-Addukte

(u.a. +Na*, +K*) gefunden werden. Die Massen wurden dementsprechend angepasst.

Oligonukleotid Masse- Peak gefundene Masse | erwartete Massse
[M-x]*
411,227 6364,577 6363,162
(16]
1
475,155 6364,721 6365,178
(14]
401,081 6530,909 6532,464
(17]
3 601,331 6538,156 6538,512
(11]
767,146 6541,012 6540,528
(]
472,977 6986,63
[15]
6 514,967 6986,35 6986,69
[14]
644,866 6985,39
[11]
8 448,530 7176,48 7176,2
[16]
9 502,637 7632,281 7631,67
[16]
Tab.4.05: Analytik mittels ESI-MS; die angegebenen Oligonukleotide konnten als Salz-Addukte gefunden werden

Die erwarteten Massen der Oligonukleotide und ihrer Konjugate entsprachen den

gefundenen Massen der Proben. Daraus wird geschlossen, dass die Oligonukleotide

richtig synthetisiert und erfolgreich gekoppelt wurden.
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5. Diskussion

5.1. Synthese von 2’-Aminohexyl-adenosin mit entsprechenden

Schutzgruppen
Syntheseschema:
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Ausgehend von einem Adenosin-Molekil, sollte ein modifizierter Adenosin-Baustein
hergestellt werden, der fir die Oligonukleotidsynthese am Festphasensynthesizer
geeignet war. Die Standard-Methode bei dieser Festphasensynthese ist zurzeit ein
Verfahren, bei dem die einzelnen Nukleotid-Bausteine als Phosphoramidite vorliegen?3.
Um einen gesteuerten Aufbau der Oligonukleotide am Synthesizer von 3’ nach 5 zu
gewahrleisten, mussten reaktive Hydroxy- und Aminogruppen vor der Synthese mit
geeigneten Schutzgruppen versehen werden.

Da diese Schutzgruppen zu unterschiedlichen Zeitpunkten unter verschiedenen
Bedingungen wieder abgespalten werden miussen, ist die Wahl der Schutzgruppen fir
eine erfolgreiche Synthese essentiell. Wahrend die Schutzgruppen in 3‘- und 5‘-Position
schon wahrend der Oligonukleotidsynthese abgespalten werden missen, sollten die
restlichen Schutzgruppen erst nach erfolgter Synthese abgespalten werden. Um eine
selektive Abspaltung zu ermoglichen werden die Schutzgruppen aufgrund ihrer
Eigenschaften ausgewahlt. So ist die DMT-Schutzgruppe der 5-OH-Gruppe leicht durch
Sduren abspaltbar, wadhrend die Cyanoethyl-Schutzgruppe des Phosphors eine
Basenlabilitat aufweist. Die Schutzgruppen der Basen sollten so gewahlt werden, dass sie
wahrend der Synthese nicht entfernt werden. Diese Schutzgruppen sind zumeist relativ
stabil gegeniliber Sduren und schwachen Basen. Nach der Synthese werden sie mittels

starken Basen (AMA) entfernt.

Synthese!>:

Das urspriingliche Ausgangsprodukt war ein Adenosin-Molekdl. Dieses wurde zunachst in
5‘-Position mit einer sadurelabilen Dimethoxytrityl-Schutzgruppe versehen. Da diese
Schutzgruppe eine hohe Regioselektivitat fir die primare 5'-OH-Gruppe aufweist, war
eine voribergehende Schitzung der restlichen Hydroxygruppen nicht notwendig. Die
Reaktion fand in wasserfreiem Pyridin bei Raumtemperatur statt. Als Reagens diente

Dimethoxytritylchlorid.

HO R DMT—O
O DMT-CI 0
—_——
Pyndin:RT
HO  ©OH o' oh

42



Um eine spatere PEGylierung in 2‘-Position gewahrleisten zu konnen, war es notwendig
einen Linker in das Molekil einzubringen. Es wurde ein Aminohexyl-Linker gewahlt, der
mittels Ethersynthese in 2‘-Position eingefligt werden sollte. Zunachst wurde mittels NaH
aus dem Alkohol ein Alkoholat hergestellt. Dieses wurde mit N-(6-bromhexyl)-phthalimid
umgesetzt. Natriumiodid diente als Katalysator. Die Reaktion wurde bei Raumtemperatur

in Dimethylformamid durchgefiihrt.

DMT —0 5 DMT —0
0 (0]
NaH; NaL 0
N+« 6tromhaxyl)-phthalimid \\
=
\ / DMF, RT i
& Z > = /\/\//\/
HO OH HO 0 0

Dieses Molekiil war das Ausgangsprodukt fiir die Arbeit, die im Laufe dieser Diplomarbeit
durchgefiihrt wurde. Da die 5'-Tritylierung und die 2‘-Alkylierung bereits erfolgreich
waren, musste noch die exozyklische Aminogruppe der Base geschiitzt werden, bevor die

Umsetzung zum Phosphoramidit durchgefiihrt werden konnte.

Da sowohl die Produkte als auch die Reagenzien zum Teil sehr hydrolyseempfindlich sind,
wurde die gesamte Reaktion unter Argon durchgefiihrt und darauf geachtet mdoglichst

luft- und wasserfrei zu arbeiten.

Um eine selektive Benzoylierung der exozyklischen Aminogruppe der Base durchfiihren
zu kénnen, musste zundchst die 3‘-Hydroxygruppe mit einer reversiblen Schutzgruppe
versehen werden. Durch das Hinzufligen von Chlortrimethylsilan kam es unter basischen
Verhaltnissen zu einer selektiven Silylierung der 3-OH-Gruppe. Die Reaktion erfolgte bei

Raumtemperatur in Pyridin.

R 0 R Cl—'Sl i—CH; R 0
Y &
—_—
) 4 Pysidie, RT
HO "R 0 R
| _CH,
St
H4C CHs
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AnschlieBend konnte die Benzoylierung der Aminogruppe durchgefiihrt werden. Hierzu
wurde Benzoylchlorid verwendet. Die Reaktion erfolgte bei Raumtemperatur. Wie sich
bei der Analyse mittels NMR herausstellte, kam es dabei zu einer Dibenzoylierung, was

aber kein Problem darstellte.

B
0 |
= B
NH; cl |
0
Va { ! #
0 /W

Nachdem die Benzoylierungs-Reaktion vollstandig war, musste die Schutzgruppe in 3‘-
Position wieder abgespalten werden, um eine anschlieBende Umsetzung zum
Phosphoramidit zu ermoglichen. Hierzu wurde eine wassrige Ammoniumhydroxyd-

Losung (28-30%) hinzugefiigt. Die Reaktion wurde bei Raumtemperatur durchgefihrt.

R R
0 B0
NH,OH/H,0 \Q/
—_—
3 RT
o) R HO R
'i./CH3
o
H3C CH3

Das Zwischenprodukt wurde mittels Sdulenchromatographie aufgereinigt. Da es sich bei
DMT um eine saurelabile Schutzgruppe handelt, musste das Kieselgel zunachst
neutralisiert werden. Die Fraktionen wurden am Rotavapor eingedampft und

anschliefRend Giber Nacht im Exsikkator unter Vakuum getrocknet.
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Das trockene Produkt wurde in Dichlormethan geldst und mit dem Reagens, 2-
Cyanoethyl-N,N,N‘,N‘-tetraisopropylphosphordiamidit, versetzt. Um die Reaktion zu
katalysieren, wurde Tetrazol als Aktivator hinzugefligt. Diese Reaktion wurde ebenfalls bei

Raumtemperatur durchgefiihrt.

HaC——< CH,

CH,

Das Edukt wurde trotz tUberschissigen Phosphoramiditreagenzes zwar nicht vollstandig
umgesetzt (DC-Kontrolle), die Reaktion nach 24 Stunden dennoch gestoppt. Das
Rohprodukt wurde mittels Sdulenchromatographie aufgereinigt und das Produkt wurde
vorsichtig am Rotavapor eingedampft und anschliefend tGber Nacht im Exsikkator unter
Vakuum getrocknet. Der Rundkolben mit dem Produkt wurde unter Luftausschluss bei

-20°C gelagert.

W 0 Bt g S
H c/o fPI CH B
3 (ll/’O/ \ / 3

N— = \—/
Hzc——< \CHz
H CH,
N

Abb.5.01: Produkt; modifizierter Adenosin Baustein fiir die Festphasensynthese;
Modifikationen: Aminohexyl-Linker in 2‘-Position des Zuckers, geschitzt durch eine
Phthalimid-Schutzgruppe (griin); DMT-Schutzgruppe in 5‘-Position (rot); Benzoyl-
Schutzgruppe der exocyclischen Aminogruppe der Base (blau); Phosphoramidit-Gruppe in
3‘- Position, geschitzt durch eine Cyanoethyl-Schutzgruppe (violett)
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Abbildung 5.01 zeigt das Endprodukt der Synthese. Es entstand ein 2‘-Aminohexyl-
modifizierter Phosphoramidit-Baustein, der mit geeigneten Schutzgruppen fir die

Festphasensynthese versehen war.

Die Uberwachung der Reaktions- und Aufreinigungsschritte erfolgte mittels DC. Dazu
wurden unterschiedliche Laufmittel verwendet (siehe Punkt 3.1).

Durch geeignete Methoden war es maoglich, reine Produkte zu gewinnen. Diese wurden
mittels NMR-Spektroskopie analysiert.

Die Methode zur Herstellung des geschiitzten Phosphoramidit-Baustein erwies sich als
geeignet. Die Herstellung des modifizierten Nukleotids war gut durchfihrbar und

erfolgreich.
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5.2. Synthese, Entschiitzung und Aufreinigung der Oligonukleotide

Synthese:

Fiir die Synthese am Festphasensynthesizer wurden die gewiinschten Nukleotide, sowie
der modifizierte Baustein moglichst luft- und wasserfrei in Acetonitril gelost (ca. je 200
mg in 3 ml) und It. Standardprotokoll am RNA/DNA Festphasensynthesizer synthetisiert.
Die Synthese der Oligonukleotide war erfolgreich. Auch der Einbau des modifizierten

Bausteins stellte kein Problem dar. Die Synthese wurde mittels Tritylanalyse kontrolliert.

Abspaltung und Entschitzung:

Zunachst wurde die empfohlene Methode zur Entschitzung und Abspaltung der
Oligonukleotide (siRNA: AMA, 10 min bei 65 °C; SSO: AMA, 60 min bei 65°C) durchgefihrt.
Fir gewohnlich fiihrt eine Behandlung mit AMA sowohl zu einer Abspaltung des
Oligonukleotids vom Harz (Abb.5.02), als auch zur Abspaltung der Basenschutzgruppe
(Abb.5.03).
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Abb.5.02: Abspaltung des Oligonukleotids vom Harz mittels AMA

Im Laufe der Diplomarbeit war es aber nicht moglich, die Oligonukleotide mit AMA
vollstdndig zu entschiitzen. Sowohl bei der Analyse mittels Gelelektrophorese, als auch
bei der Analyse mittels HPLC waren zahlreiche Banden bzw. Peaks zu sehen.

Da sich der modifizierte Baustein bezogen auf die Schutzgruppen nur durch die
Phthalimid-Schutzgruppe von den gewo6hnlichen Bausteinen unterschied, wurde

vermutet, dass diese Schutzgruppe nicht vollstindig abgespalten wurde. Da das
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Chromatogramm zahlreiche Peaks zeigte, wurde auch eine einseitige Offnung des

Phthalimid-Ringes in Betracht gezogen (Abb.5.03).
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Abb.5.03: Abspaltung mittels AMA; 1. erwiinschte vollstandig Abspaltung der Schutzgruppen; 2. keine Abspaltung

der Phthalimid-Schutzgruppe; 3. einseitige Ring6ffnung der Phthalimd-Schutzgruppe

Um eine Kopplung zu gewahrleisten, musste die Aminogruppe des Linkers freiliegen.
Daher war es notwendig die Phthalimid-Schutzgruppe zu entfernen.

Zunachst wurde versucht die Phthalimid-Schutzgruppe nachtraglich mit MeNH; bzw. einer
2%-igen Hydrazinlésung abzuspalten. Da eine nachtragliche Abspaltung nicht erfolgreich
war, vermutlich wegen der schlechten Reaktivitdit der einseitig geo6ffneten
Nebenprodukte, wurden einige Methoden zur Entschitzung und Abspaltung mit
unregierten Substanzen erprobt.

Dabei wurden kleine Mengen des beladenen Harzes entnommen und auf
unterschiedlichste Weise behandelt.

Wahrend der Versuche stellte sich heraus, dass die Menge des zu entschiitzenden
Oligonukleotids (=Menge des Harzes), die Konzentration der Hydrazinlosung und auch die
Dauer der Abspaltung gut aufeinander abgestimmt sein mussten. So fiihrten groRRere

Mengen an Harz und kirzere Entschiitzungszeiten zu teilweise unentschitzten
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Produkten, wahrend eine zu groBe Konzentration an Hydrazinhydrat und eine langer

andauernde Entschitzung zu sehr geringen Ausbeuten (1-2 nmol) fihrten, was

moglicherweise auf eine Zersetzung der Oligonukleotide zuriickzufiihren ist. Eine

Ubersicht bietet Tabelle 5.01.

Menge an Hydrazin-Behandlung AMA- Ergebnis
Harz Behandlung
o5mg | - 1 ml; 65°C; nicht vollstandig entschiitzt
60 min
1mg 500 pl einer 2%-igen 1 ml; 65°C; nicht vollstandig entschiitzt
Losung; 60 min; RT 60 min
1mg 500 pl einer 2%-igen 1 ml; 65°C; Zersetzung
Losung; 12 h; RT 60 min
1mg 30 ul Hydrazinhydrat; 1 ml; 65°C; Zersetzung
60 min; RT 60 min
0,5mg 500 pul einer 2%-igen 1 ml; 65°C; erfolgreich
Losung; 60 min; RT 60 min (Ausbeute: ca. 3 nmol)
1mg 1 ml einer 2%-igen 1 ml; 65°C; erfolgreich
Losung; 120 min; RT 60 min (Ausbeute: ca. 8 nmol)

Tab.5.01: Ubersicht liber getestete Methoden zur Entschiitzung der SSO
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Obwohl sich die Abspaltung der Phthalimid-Schutzgruppe als schwierig erwies, wurde
zuletzt durch Erprobung verschiedener Methoden eine geeignete Methode gefunden
(Punkt 3.2). In einer zweistufigen Reaktion wurde zunachst die Phthalimid-Schutzgruppe
mittels Hydrazin-Losung abgespalten (Abb.5.04). AnschlieBend erfolgten die Abspaltung

vom Harz und die restliche Entschiitzung wie Gblich mittels AMA.

0 ase
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Abb.5.04: Abspaltung der Phthalimid- Schutzgruppe mittels Hydrazin

Die Uberpriifung der Abspaltung und Aufreinigung der Oligonukleotide erfolgte mittels
PAGE und HPLC. Am Gel war eine Hauptbande zu sehen. Auch Banden von Fehlsequenzen
waren zu erkennen, die aber durch die Synthese am Synthesizer normal sind. Bei der
Analyse mittels HPLC war jeweils nur ein Peak zu erkennen, was fiir eine erfolgreiche
Entschiitzung und Aufreinigung spricht. Die massenspektrometrischen Analysen

beweisen, dass die Oligonukleotide erfolgreich entschiitzt und aufgereinigt wurden.
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5.3. PEG- Konjugate

Die PEGylierung der Oligonukleotide sollte lber die 2‘- bzw. 3’-Aminohexyl-Linker
stattfinden. Wahrend die Linker in 2°-Position Gber den modifizierten Adenosin-Baustein
eingefligt wurden, konnten die Linker in 3‘-Position Uber ein modifiziertes Harz am 3'-
Ende der Oligonukleotide eingefligt werden.

Die Reaktion der NHS-aktivierten PEG-Ketten mit den Aminohexyl-Linker wurde bei einem
pH 7-9 durchgefiihrt. Unter diesen Bedingungen konnen die primaren Amine der
Aminohexyl-Linker gut mit dem NHS-Ester reagieren und stabile Amide bilden. Dabei war
ein hoher Uberschuss an NHS-PEG notwendig.

Bei der Gelelektropherese wanderten die PEGylierten Oligonukleotide etwas langsamer,
was auf ihr héheres Molekulargewicht zurlickzufiihren ist. Auch bei der Analyse mittels
HPLC war ein Unterschied in der Retentionszeit zu sehen. Die Konjugate waren polarer
und wurden deshalb langer zurlickgehalten, als die ungekoppelten Oligonukleotide.

Die Analyse mittels ESI-MS bestatigte die erfolgreiche PEGylierung in guten, praktisch

guantitativen Ausbeuten.
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5.4. Konklusion:

Durch die PEGylierung von Oligonukleotiden ist es fiur gewohnlich moglich, deren
Eigenschaften zu verbessern. Konjugate zeigen meist eine verbesserte Stabilitat
gegeniber Nukleasen, eine verlangerte Halbwertszeit, eine geringere Toxizitat und
weniger immunologische Effekte. Eine PEGylierung kann aber auch zu negativen Effekten,
wie einer verminderten Zellaufnahme der hydrophilen Konjugate, fiihren. Lange PEG-
Ketten stellen auBerdem eine sterische Hinderung dar und kénnen die Bindungseffizienz
negativ beeinflussen.

Ob auch die hergestellten Oligonukleotid-Konjugate diese Eigenschaften aufweisen ist
noch ungewiss. Jedoch war die Herstellung mehrfach 2‘-PEGylierter Oligonukleotide
erfolgreich. Die Synthese des geeigneten Phosphoramidit-Bausteins erfolgte plangemaR
und stellte keine Probleme dar. Auch die Synthese mittels Festphasensynthesizer war
erfolgreich.

Die Abspaltung und Entschiitzung der Oligonukleotide gestaltete sich aufwandiger als
geplant, da die Entschiitzung der Phthalimid-Schutzgruppe einen separaten
Reaktionsschritt mit Hydrazinhydrat erforderte. Obwohl die Entschiitzung letztendlich
gelang, wire es dennoch eine Uberlegung wert, bei der Synthese des 2‘-modifizierten
Nukleotids eine andere Schutzgruppe, die unter basischer Hydrolyse entfernt werden
kann, fir die Aminogruppe des Linkers einzusetzen.

Die PEGylierung der entschiitzten Oligonukleotide wiederum war gut durchfithrbar und
zeigte auch gute Ergebnisse.

Ob und welche Auswirkungen die PEGylierung in 2‘-Position auf die biologische Aktivitat

der Oligonukleotide hat, muss noch mittels Zellkulturtests eruiert werden.
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6. Abkiirzungen

AA
ACN
AMA
AMD
APS

Ar

BzCl

Bz

CPG
DC
DCM
DMF
DMSO
DMT
DNA
dsRNA
ESI-MS
EtOH
HMW
HPLC
LMW
LNA
MeOH
miRNA
mRNA
MTBE
NaCl ges.
NaHCOs ges.
Na2504
NHS

Ammoniumacetat

Acetonitril
Methylamin/Ammoniumhydroxid; 1:1
altersbedingte Makuladegeneration
Ammoniumpersulfat

Aromat

Benzoylchlorid

Benzoyl

Controlled Pore Glass
Diinnschichtchromatographie
Dichlormethan

Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid

Dimethoxytrityl
Desoxyribonukleinsdure (DNS)
doppelstranggige RNA
Elektronensprayionisation-Massenspektrometrie
Ethanol

High Molecular Weight

High Performance Liquid Chromatography
Low Molecular Weight

locked nucleic acid

Methanol

micro-RNA

messenger RNA; Boten-RNA
Methyl-tert-butylether
Natriumchlorid, gesattigt
Natriumhydrogencarbonat, gesattigt
Natriumsulfat

N-Hydroxysuccinimid
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NMR
PAGE
PEG
PEI
Ph
Pht
PNA
PBS

RISC
RNA
RNAI
RT

SG
shRNA
SiRNA
SsO
TBE
TEA.3HF
TEMED
TMS-CI

Nuclear Magnetic Resonance, Kernspinresonanz
Polyacrylamid Gelelektrophorese
Polyethylenglykol

Polyethylenimin

Phenyl

Phthalimid

peptide nucleic acid, Peptid-Nukleinsdure
Phosphate Buffered Saline; salzhaltiger
Phosphatpuffer

RNA Induced Silencing Complex
Ribonukleinsdure (RNS)

RNA-Interferenz

Raumtemperatur

Schutzgruppe

short hairpin RNA

short interfering RNA

spice switching Oligonukleotid
Tris-Borat-EDTA

Triethylamin trihydroflourid

N, N, N’, N’-Tetramethylethylendiamin

Chlortrimethylsilan
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