Lniversitat
wien

DIPLOMARBEIT / DIPLOMA THESIS

Titel der Diplomarbeit / Title of the Diploma Thesis
"Synthese von Peptid-Oligonukleotid-Konjugate tber
eine 2'-Disulfidbrtcke eines modifizierten Uridin-

bausteins”

verfasst von / submitted by

Sabine Kalchgruber

angestrebter akademischer Grad / in partial fulfilment of the requirements for the degree of

Magistra der Pharmazie (Mag.pharm.)

Wien, 2015 / Vienna, 2015

Studienkennzahl It. Studienblatt /

degree programme code as it appears on

the student record sheet: A 449
Studienrichtung It. Studienblatt /

degree programme as it appears on

the student record sheet: Diplomstudium Pharmazie
Betreut von / Supervisor: Mag. Dr. Johannes Winkler, Priv.-Doz.
Mitbetreut von / Co-Supervisor: Dr. Mehrdad Dirin



Danksagung

An dieser Stelle méchte ich mich bei allen bedanken, die durch Unterstitzung und
Motivation ihren Teil zu meiner Diplomarbeit beigetragen haben.

Ganz besonderen Dank gilt Herrn PD Dr. Johannes Winkler, der es mir ermdglicht
hat meine Diplomarbeit, am Department fir pharmazeutische Chemie, zu absolvie-
ren.

Ein weiterer Dank gilt Herrn Dr. Mehrdad Dirin flr die Betreuung wahrend der prakti-
schen Arbeit und die Unterstitzung beim Auswerten der NMR-Spektren.

AuBerdem mdchte ich meinen Studienkollegen, allen voran Herrn Felix Panis, fir ihre
Hilfsbereitschaft und Motivation danken.

Nicht zuletzt danke ich meiner Familie, insbesondere meinen Eltern und meinem Le-
benspartner, ohne deren Unterstlitzung ich dieses Studium nie héatte absolvieren
kdénnen. Zusatzlich méchte ich mich noch ganz herzlich bei meinem Schwager, Herrn

Benjamin Heinzle, fir das Korrekturlesen bedanken.



Inhaltsverzeichnis

T €T T LV o 2
INNAIISVEIZEICHNIS .. s 3
A V== 10140 T=T g £= L= U] o o 5
Y XS - T 7
B 1 1= (g T 8

1.1. Antisense Oligonukleotide und deren Einsatz in Medizin und Forschung... 8

1.2. ModifiKationeN..........coiiiiiieeeier e annnnes 10
1.2.1 Veranderungen am Grundgerist........cccccuvvmmrmmnismnsmnsssssssmnsssnsssnnnanes 10

1.2.2. Chemische Konjugationen..........cccceemmmniimmnmnnimssmnssss s e 13

1.2.3. Peptid-Oligonukleotid-Konjugate .........c..coecmrrmiiimmmmnniimssnnnssnssnnnianes 14

1.3. Mechanismen der Interaktionen.........ccccceeiiiiiiiiinmmmr e 15
1.3.1. InternaliSierung.......ccccuciimmmmiiirnss s 15

1.3.2. Down Regulation der Genexpression..........cuceeemmmmerrrinsssssssssssnnssens 18

1.4. Barrieren, Limitationen und ToxXizitat ......ccccccccecciiii e 20
04 - 22
3. Materialien und Methoden ... 23
3.1. Synthese von 2,2'-Anhydro-1-(B-D-arabinofuranosyl)uracil .........ccccccceeeuneee 24
3.2. Synthese von 2'-modifiziertem Anhydrouridin.........cccccniismnrmnsisssninnssnennnn. 25
3.2.1.Herstellung der Alkylseitenkette............ccoemmmrrrrmniiisssnmmmnnnnnnnnnneee 25

3.2.2. Kopplung der Seitenkette.........ccccriiriiiiissmmmmnsrinnnssssssnss e 26

3.2.3 Verknuipfung der DMTr-Schutzgruppe und des Linkers .................. 27

R TR TR o T T4 Co] o o] Lo ' . 30
3.4. Oligonukleotidsynthese, Entschitzung und Aufreinigung........cccccceererrnnnnees 31
3.4.1. Synthese am Synthesizer........ccccvvcriiiiimirinn 31

3.4.2. Abspaltung und Entschlitzung .........cccceecmmminiimeninnsesennese e 32

3.5. Peptid-Konjugate ........ccccceiiiiimmmmmmmminnissssssss s nnsssssss s s s snnns 33
3.6. Analytik der Oligonukleotide und deren Konjugate............ccccnsrmmerrnsssnnnnnnnns 33



3.6.1. Polyacrylamid Gelelektrophorese (PAGE) .........ccccvvsmmmmmriinnsssssnnenns 33
4. Resultate und DiSKUSSION ......ccuuirirrmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmsmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnns 35

4.1. Synthese von 2'-modifiziertem Anhydrouridin mit entsprechenden

(S Tod 110 o [T T oY= o N 35

4.2. Oligonukleotidsynthese, Entschiitzung und Aufreinigung..........ccccusvueennnne 39
4.2.1.Synthese am Synthesizer.........ccccvvciiiniimeniniie 39

4.2.2. Abspaltung und Entschltzung ..........cccoeemmmmmmiinnniisseeennnr s 40

4.3. Peptid-Konjugate ........ccccieiiiiinemmmnii e 40

4.4. Polyacrylamid Gelelektrophorese (PAGE) .........ccouvirvmmmmmriinnsssssssssnssseessnsnns 41

LA L= T4 g 1= = o U gV 43
LT Y o0 W T T =T o 44
0 2 (=3 (= = 7 46
O T T T W IR T 49



Zusammenfassung

Die Tatsache, dass kurze RNA und DNA Oligonukleotide mit einer Ziel-RNA inter-
agieren und somit selektiv auf die Genexpression wirken kdnnen, ist heute aner-
kannter wissenschaftlicher Konsens. Aus diesem Grund sind Antisense Oligonukleo-
tide, mit deren zur mRNA komplementaren Basensequenz, in den Fokus der Arznei-
mittelforschung gertckt. Im Gegensatz zu klassischen Therapeutika, welche Uber-
wiegend die Funktion von Proteinen hemmen, sind diese in der Lage die Biosynthese
von Proteinen zu verhindern und somit selektiv die Proteinherstellung zu blockieren.
Damit wurde ein neuer Ansatz flr die Erforschung und Entwicklung entsprechender
Therapeutika geschaffen. Besonders interessant ist der Einsatz von Antisense Wirk-
stoffen bei genetischen und viralen Erkrankungen als auch in der Krebstherapie. Der
groBBe Erfolg blieb bis dato aber aus, da Punkte wie der Abbau durch Enzyme, der
Transport zu den Zielzellen, die Halbwertszeit und die, mit der unspezifischen Bin-
dung einhergehenden, Nebenwirkungen noch ein groBes Problem darstellen. All die-
se Probleme sollen durch die Entwicklung einer neuen Generation von AONs ver-
ringert werden. So kdnnen durch verschiedene Modifikationen und Konjugate die
Eigenschaften der Therapeutika verbessert werden. Beispielsweise fihrt die Konju-
gation mit Peptiden zu einer gesteigerten Zellaufnahme und kann die Spezifitat fir

die Zielzellen erh6hen.

Das Ziel dieser Diplomarbeit war die Synthese einer solchen Peptidkonjugation. Die
Besonderheit dieser liegt in den verbesserten Eigenschaften hinsichtlich Spezifitat
und Zellaufnahme, wobei die Auswahl des Linkers von entscheidender Bedeutung
war. So kann durch die Verwendung eines stabilen, geschiitzen Thiols als Linker das
Peptid Uber eine Disulfidbriicke gekoppelt werden. Die labile Disulfidverknipfung soll
eine anschlieBende Spaltung im Endosom ermdéglichen.

Dazu erfolgte die Synthese des modifizierten Nukleotidbausteins. Eine
2'-Thiolmodifikation des Uridins erméglichte spater eine kovalente Bindung der Pep-
tide. Die Uberpriifung der Reaktions- und Aufreinigungsschritte erfolgte mittels DC,
H-NMR, ®C-NMR und Gelelektrophorese.

Der entsprechende Baustein wurde anschlieBend mit Standard-Festphasensynthese
in ein Oligonukleotid eingebaut.



Nach der Abspaltung, Entschiitzung und Aufreinigung der Oligonukleotide wurden
basische, zellpenetrierende Peptide an die modifizierten Oligonukleotide gekoppelt.
Die Synthese des Nukleotids und auch die Herstellung der Peptidkonjugate konnte

erfolgreich nachgewiesen werden.



Abstract

Today it is commonly known that short RNA and DNA oligonucleotides are able to
interact with a target-RNA. In this way they can affect selectively gene expression.
For this reason antisense oligonucleotides, with their base sequence complementary
to the mRNA, have been in the focus of drug research for quite some time. In con-
trast to conventional pharmaceuticals which inhibit predominantly the activity of pro-
teins, antisense oligonucleotides stop the biosynthesis of proteins and thus the selec-
tive protein production. For this reason, a new approach was developed for the inves-
tigation and development of matching therapeutics. Especially interesting is their use
for genetic and viral diseases and their usage for cancer therapies.
But the limited use of the previous synthesized oligonucleotides prevented a big
breakthrough so far. The side effects caused by the unspecific bond and the reduc-
tion caused by enzymes, together with inefficient transport to the target cells plus a
short half-life period, constitute specific problems. The development of a new gener-
ation of oligonucleotides try to reduce this problems. Through different modifications
and conjugations they will enhance the characteristics of this therapeutics. The con-
jugation with peptides, for example, causes an increased cell intake. Moreover the
specificity for the target cells will increase.

The aim of this diploma thesis was the synthesis of such peptide conjugates. The
exceptionality of this compound is the improved characteristics regarding the cell up-
take and the cell specificity. The selection of the linker is essential. The peptide can
be linked through a disulfide bond, using with a stable and protected thiol as linker
precursor. Afterwards the splitting takes place in the cell without any problems.

First the modified nucleotide building block was synthesized. The 2'-modified uridine
enabled the generation of a covalent bond with the peptides. The validation of the
reaction and the purification was done by DC, 'H-NMR, '*C-NMR and gel electropho-
resis. Afterwards the synthesized building block was incorporated in an oligonucleo-
tide through solid-phase synthesis.

After deprotection and purification of the oligonucleotides, cationic cell penetrating
peptides were linked with the modified oligonucleotides.

In conclusion, procedures for syntheses of the nucleotide, the oligonucleotides and
conjugations with the peptides were successfully established.



1. Einleitung

1.1. Antisense Oligonukleotide und deren Einsatz in Medizin und
Forschung

Seit den Erforschungen und Studien von Paterson et al. (1977) ist bekannt, dass die
Genexpression durch exogenen Nukleinsauren beeinflusst werden kann.! 1978 zeig-
ten dann Zamecnik und Stephenson im Zellversuch die Inhibierung des Rous Sar-
koma Virus durch synthetische Oligonukleotide.? Wenig spater veréffentlichte White-
sell die erste Studie Uber die in vivo Aktivitat von Oligonukleotiden in einer neuro-
epithelialen Mauszelllinie. In dieser Studie wurde der Verlust von N-MYC Protein,
eine Anderung in der Zellmorphologie und ein Riickgang der Tumormasse auf-
gezeigt.®

Diese Erkenntnisse sowie das heutige Wissen um die Sequenzierung des menschli-
chen Genoms machen Oligonukleotide fiir Medizin und Forschung nutzbar. So wer-
den heute im Labor hergestellte, modifizierte Oligonukleotide, sogenannte AONs (An-
tisense Oligonukleotide) eingesetzt. Ihre relativ geringen Herstellungskosten und ihr
einfaches analytisches Design qualifizieren sie fir den Einsatz in Gentherapie und-
forschung.*

Als Therapeutika werden sie vorwiegend fir die Behandlung von viralen Infektionen,
Krebs und entzindlichen Erkrankungen untersucht. Dabei blockieren AONs
als antivirale Wirkstoffe Targets wie DNA Polymerasen, Proteine und Enzyme auf
translationaler Ebene. Des Weiteren bieten sie in der Krebstherapie eine gute Alter-
native zu zytotoxischen Wirkstoffen, da ihre Spezifitat fir das Target und damit ver-
bunden ihre reduzierte Toxizitat einen Vorteil darstellen. Targets flr die Krebsthera-
pie sind u.a. Wachstumsfaktoren, Transkriptionsfaktoren, Onkogene und Zytokine.®

Ein Antisense Oligonukleotid besteht aus einem, zur Target mMRNA komplementaren,
Desoxyribonukleotid-Analoga in Form eines kurzen Einzelstrangs, wodurch es befa-
higt ist die Proteinbiosynthese zu blockieren.b



Bei der Biosynthese produziert jedes Gen in der Phase der Transkription eine gro3e
Anzahl von Kopien der mRNA, welche wiederum in eine groBe Anzahl an Protein-
molekuilen translatiert werden.

Dies ist der Grund warum die Inhibierung der Genexpression durch AONs effizienter
ist als die Inhibierung der resultierenden Proteine.” Die Hybridisierung via Watson
Crick Basenpaarung kann eine spezifische Inhibierung der Genexpression, durch
unterschiedliche Mechanismen, bewirken.®

Dennoch gilt es zu erwahnen, dass bislang kaum klinische Erfolge beim Einsatz von
AONSs zu verzeichnen waren. Als Hauptgriinde fir diese Negativbilanz lassen sich
Instabilitdt gegeniber Nukleasen, ungenligende Spezifitdt, geringe Aufnahme und

schlechte Zuganglichkeit des Target nennen.®

Aufzuzeigen ware noch, dass in der Gentherapie Nukleinsduren bzw. Oligonukleo-
tide verwendet werden, um neue Gene einzuflihren, in der Antisensetherapie hinge-

gen verwendet man diese, um existierende Gene zu kontrollieren.®
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Abb. 1.01: Wirkmechanismen von Antigenen und Antisense Therapeutika.



1.2. Modifikationen

Antisense Oligonukleotide sind instabil gegenltber Nukleasen und kénnen aufgrund
ihrer negativen Ladung die Zellmembran nicht durchdringen. Um ihre Stabilitat zu
erhéhen, die Gewebehalbwertszeit zu verlangern, die Affinitdt und Wirkstarke zu
steigern und die nichtsequenzspezifische Toxizitat zu verringern wurden spezielle

Modifikationen entwickelt.®

1.2.1 Veranderungen am Grundgerust

Die ersten synthetisierten, modifizierten Oligonukleotide waren Methylphosphona-
te. Um ein solches zu synthetisieren wird ein Sauerstoffatom durch eine Methylgrup-
pe substituiert, was die Loslichkeit reduziert und so die Stabilitat in biologischen Sys-
temen erhoht.4'9Allerdings  verursachen  Methylphosphonate eine  Helix-
Destabilisierung und kénnen die RNase H nicht aktivieren. Dies erschwert deren Ein-
satz als Antisense Effektormolekile.*

Auch Phosphorthioate gehdéren zur ersten Generation modifizierter Oligonukleo-
tide. Zur Herstellung dieser wird ein Sauerstoffatom gegen ein Schwefelatom aus-
getauscht.’” Phosphorthioate sind gegenliber Nukleasen stabil, in biologischen Sys-
temen schwer |6slich und besitzen eine hervorragende Antisense Aktivitat. AuBBer-
dem sind sie fahig die RNase H zu aktivieren. Allerdings weisen sie eine hohe Affini-
tat zu verschiedenen Serum- und Zellproteinen auf, was deren Einsatz einerseits be-
schrankt, sie andererseits jedoch vor der glomerularen Filtration und damit vor der
Ausscheidung Uber den Urin schiitzt.41°

Phosphoramidate und Thiophosphoramidate stellen weitere Vertreter modifizierter
Oligonukleotide dar. Bei der Synthese von Phosphoramidaten wird der Sauerstoff in
3'-Positon des Desoxyriboserings mit einer Aminogruppe substituiert. Diese Verbin-
dungen zeigen eine erhdhte Affinitat zu komplementarer RNA und hohe Nukleasere-
sistenz, jedoch kénnen sie die RNase H nicht aktivieren. Thiophosphoramidate hin-
gegen sind erhdht saurestabil. Der Austausch des Sauerstoffes gegen den Schwefel
andert in diesem Fall aber die RNA Bindungseigenschaften nicht.°
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Zuckermodifikationen

Modifikationen dieser Art werden der zweiten und dritten Generation von AONs zu-
geordnet.'?

Als bedeutendste Vertreter der zweiten Generation sind 2'-substituierte O-Alkyl- und
2'-O-Methoxyethyl-Nukleinsauren anzufihren. Erstgenannte Modifikation induziert
den Antisense Effekt durch einen RNase H unabhangigen Mechanismus. Sie sind in
der Lage die Entfernung von Introns zu verhindern und die mRNA Translation effektiv
zu inhibieren.*

Die Besonderheit von 2'-O-Methoxyethylmodifikationen besteht darin, gewisse nicht-
spezifische Proteinbindungen zu erschweren und dadurch die Toxizitat zu reduzie-
ren. lhre gesteigerte Nukleaseresistenz ist wahrscheinlich auf die sterische Hinde-
rung, durch die Substituenten in Kombination mit der Ausbildung einer Hydrathiille,
zurlickzuftihren. 0

Die dritte Generation modifizierter Oligonukleotide beschreibt verschiedene Formen,
welche die Biostabilitat und die Zellaufname verbessern. Hierzu gehdren unter ande-
rem die Phosphoramidat-Morpholino-Oligomere (PMOs), welche anstatt des Furano-
serings ein Morpholinring besitzen.'®'2 Sie sind in biologischen Systemen stabil und
besitzen effiziente Antisense Aktivitat in zellfreien- und in einigen Tierzellsystemen.
Da sie aber nicht geladen sind, haben sie weniger spezifische Eigenschaften als
Phosphorthioate. Dieses Problem lasst sich durch die sogenannte "scrape-loading”
Technik l6sen.* Bei diese Methode werden die Zellen sanft "angekratzt". Dadurch
werden Ubergénge in der Plasmamembran erzeugt, durch die die Oligonukleotide
passieren kdnnen.'3 Der Ubergang ins Cytoplasma wird erleichtert und der antisense
Effekt maximiert. Jedoch sind PMOs keine Substrate fir die RNase H und bilden kei-
ne Komplexe mit kationischen Lipiden.*
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Abb. 1.02: Verschiedene Beispiele von Modifikationen an Oligonukleotiden.

Heterocyclische Modifikationen

Diese Modifikationen flihren zu einer gesteigerten Interaktion oder zu einer starkeren
Watson-Crick Basenpaarung. Die 5'-Position am Pyrimidin Heterozyklus bietet sich
fir Veranderungen an. Die Substitution an dieser Position steigert die Affinitdt ohne
die Fahigkeit, als RNase H Substrat zu wirken, zu verandern.

Durch den Austausch des Wasserstoffes in 5'-Position des Desoxycytidin mit einer
Methylgruppe wird der Schmelzpunkt des DNA-RNA Duplex aufgrund von verbes-
sertem "base stacking", um 0.5°C gesteigert.'°

Peptid-Nukleinsduren

Peptid-Nukleinsauren unterscheiden sich von jeder anderen Klasse von AONs durch
den Austausch des Zuckerphosphatgrundgeristes durch ein Peptid. Die Fahigkeit
zur Watson-Crick Basenpaarung bleibt dennoch erhalten.
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Sie sind resistent gegen Nukleasen und Proteasen und zeigen eine hohe Affinitat zu
RNA und DNA.

Peptid-Nukleinsauren sind jedoch keine Substrate der RNase H und kénnen, obwohl
sie nicht geladen sind, die Zellmembran nur schwer durchdringen. Um ein Durchdrin-
gen der Zellmembran dennoch zu ermdglichen, kbnnen sie entweder mit kurzen Sig-
nalpeptiden konjugiert werden oder durch Einbringen von basischen Aminosauren im
Rlckgrat die negative Ladung entfernt werden. AuBerdem lasst sich durch die Ver-
wendung von geladenen Aminosauren im Grundgerist ihre Loslichkeit steigern. Die
kurzen Signaleptide sind auch in der Lage die Gewebeverteilung zu sichern. Ur-
springlich wurden 8-mer Lysin konjugierte Peptid-Nukleinsduren entwickelt, um das
SpleiBen zu modulieren und die Expression des Targetproteins zu reduzieren. Stu-
dien mit Peptid-Nukleinsduren zeigen erhdhte Zellaktivitat, mit einer Erhéhung der
SpleiBprodukte und damit einhergehender Dosis abhangiger down-Regulation von
Targetproteinen im Fettgewebe. In Leber und Niere wird hingegen nur sehr geringe
Aktivitat festgestellt.'©

1.2.2. Chemische Konjugationen

Bei der chemischen Konjugation werden unterschiedliche Liganden am Oligonukleo-
tid angebunden, wodurch dessen Eigenschaften in verschiedenster Hinsicht verbes-
sert werden kdnnen. Es gibt unterschiedliche Bindungsstellen flr Liganden, welche
Einfluss auf die biophysikalischen Eigenschaften haben. Bevorzugt werden, wegen
der relativ einfachen Kopplungsméglichkeiten, die 3'- bzw. 5'-Position des Oli-
gonukleotids mit Liganden verbunden.'

Die einfachste Form der chemischen Konjugation ist die PEGylierung von Oligo-
nukleotiden, welche zu einem erhéhten Molekulargewicht und damit zu gesteigerter
Plasmahalbwertszeit flhrt. Polyethylenglykol (PEG) ist ein Polymer, welches mit un-
terschiedlicher Kettenlange eingesetzt wird.'®
Zur Verbesserung der pharmakokinetischen und pharmakodynamischen Eigen-
schaften werden bevorzugt Lipid-Konjugate eingesetzt.
Dabei fUhrt vor allem die Konjugation mit Cholesterol zu einer vermehrten Interaktion
mit Albumin und Serumlipoproteinen, was zu einer gesteigerten Zellaufnahme von
Oligonukleotiden fiihrt.'®
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AuBerdem zu erwahnen sind Konjugate mit zellpenetrierenden Peptiden. Diese
zeichnen sich vor allem durch ihre hohe Stabilitat, die erhéhte Zellaufnahme und die
starke Bindung an die Targetsequenz aus.®

AuBerst vielversprechend, jedoch noch wenig erforscht, sind Antikdrper-Konjugate.
Antikérper, die in verschiedensten Bereichen der modernen Medizin bereits sehr er-
folgreich eingesetzt werden, bieten enormes Potenzial, stellen jedoch Forschung und
Entwicklung aufgrund ihrer komplexen Protein Struktur vor eine groBe Herausforde-

rung.'4

1.2.3. Peptid-Oligonukleotid-Konjugate

Man unterscheidet zwei Arten von Peptiden die fir den Transport von
Oligonukleotiden eingesetzt werden. Zum einen handelt es sich um kurze, basische
Aminosaurehaltige-Peptide, die nicht selbstandig in die Zelle eindringen kénnen,
jedoch den Transport von molekularen Ladungen Uber die Plasmamembran
erleichtern. Diese Art wird auch als zellpenetrierende Peptide bezeichnet.!”

Zum anderen werden sogenannte Zell-Ziel-Peptideverwendet, welche sehr spezifisch
einsetzbar sind und eine starke Affinitdt zu einer vorgegebenen Zielzelllinie zeigen.
Sie interagieren ausschliesslich mit Rezeptoren, die von diesen Zellen
Uberexpremiert werden.'® Ein Beispiel hierflir ware die RGD-Sequenz. Diese besteht
aus den Aminosduren Arginin, Glycin und Asparaginsdure. Diese Sequenz kann an
gewisse Integrine, die als Rezeptor fiir diese Sequenz fungieren, binden. Integrine
sind in der Membran verankert und stellen Transportproteine dar. Das
Integrinexpressionsmuster ist flr bestimmte Zelltypen unterschiedlich. Auf dieses
Weise kénnen Oligonukleotide, die mit dieser Sequenz verbunden sind, spezifisch

von entsprechenden Zellen aufgenommen werden.®

Eine Neuheit im Bereich der Peptid-Oligonukleotid Konjugate stellt die Verwendung
von chimaren Peptiden kombiniert mit diversen Peptiddom&nen unterschiedlicher
Funktionen dar. In einer Studie wurde gezeigt, dass die Koppelung von einem
muskelspezifischen Peptid mit einem zellpenetrierenden Peptid in Kombination mit
einem Oligonukleotid zusatzlich den in vivo Transport verbessert. Es kam dabei zu
einer Korrektur der fehlerhaften Dystrophinproduktion und deshalb zu einer

Verbesserung der Symptome der Muskeldystrophie.!”
14



Des weiteren zeigen Studien, dass der Einsatz bestimmter Linker den Transport der
Peptid-Oligonukleotid Konjugate beginstigt. Solche Linker, zu denen unter anderem
gewisse Disulfidverbindungen z&hlen, sind im Blutkreislauf hinreichend stabil und
lassen sich dennoch, sobald das Konjugat die reduzierte Umgebung des Zytoplas-
mas erreicht hat, problemlos spalten.

AuBerdem verringern sie das Risiko von schadlichen Effekten der Peptide bei der
Interaktion von Oligonukleotiden mit ihrem Target. Ferner wird durch typische Linker,
wie es Thiol- oder Disulfidgruppen sind, die Zellaufnahme verbessert.2°

Die Vorteile der Verwendung von Peptiden als Vektoren sind vom jeweiligen Organ
und von der Art der Applikation abhangig.!”

1.3. Mechanismen der Interaktionen

Antisense Oligonukleotide missen an die Target RNA im Inneren des Zytoplasmas
binden, um zu wirken. Dazu mussen sie intakt zu spezifischen Zellen, genauer ge-
sagt zu deren Oberflache vordringen. Uber die Plasmamembran erreichen sie das
Zytoplasma und von dort gelangen sie zur Target RNA im Zellkern.®

1.3.1. Internalisierung

Fir die down Regulation der Genexpression missen die Antisense Oligonukleotide
in die Zielzellen gelangen. Dies erfolgt fir Oligonukleotide ohne zuséatzliches Trager-
system durch absorptive Endocytose und Pinocytose. Diese Prozesse beschreiben
die Aufnahme von fremden Material in die Zelle. Um die Stabilitat der Oligonukleotide
auf dem Weg zur Zelle sowie die Zellaufnahme zu steigern, kénnen unterschiedliche
Vektoren eingesetzt werden. Dadurch wird eine geringere Konzentration an AONs
bendtigt. Als urspringliche Art von Vektoren gelten Liposomen, also Lipidpartikel, die
Ublicherweise eine positiv geladene Komponente zur effektiven Komplexierung von
Nukleinsdauren sowie zur Interaktion mit negativ geladenen Zellmembranbestandtei-

len beinhalten.*
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Des weiteren kbnnen auch kationische Polymere, wie beispielsweise Polyethylen-
imin, mit der Nukleinsaure durch elektrostatische Wechselwirkungen interagieren und

als Komponenten zur Verpackung von Nukleinsauren eingesetzt werden.?!

Eine andere Méglichkeit zur Komplexierung stellen Dendrimere dar. lhre Nanostrukur
besteht aus verzweigten Polymeren. Beispielsweise kénnen Lipid-Lysin Dendrimere
mit kationischer Oberflache durch ihre Eigenschaften die Zellmembran leicht durch-
dringen und Oligonukleotide auf dem Weg zur Zelle vor dem Abbau schitzen. Zum
einen fungieren diese Lipo-Dendrimere als Lipidlésungsvermittler und zum anderen
kann die kationisch Oberflache mit den positiv geladenen Oligonukleotiden eine lo-
nenpaarbindung eingehen. Dadurch wird die Membranpassage gewahrleistet.??

Alle Materialien (Peptide, Proteine, Dendrimere etc.) kénnen einzeln oder in ver-
schiedenen Kombinationen zur Entwicklung von Nukleinsdure-Formulierungen ver-
wendet werden. So transportierte Oligonukleotide werden in der Regel via Endozy-

tose internalisiert.

Eine weitere Mdglichkeit der Internalisierung stellt die Verwendung einfacher Peptide
dar. Diese kénnen die Passage Uber die Plasmamembran durch rezeptor- und trans-
porterabhangige Mechanismen steigern.

Ein weiterer Zugang zur Internalisierung besteht darin eine voriibergehende Memb-
ranpermeabilitdt zu generieren. Dabei werden voribergehend Poren durch die
Membran gebildet. Diese Porenbildung kommt durch Streptoly-
sin-O-Permeabilisierung, mechanisch durch Mikroinjektion, "scrape-loading" oder
durch Elektroporation zustande. Dadurch kénnen sogar "naked" Oligonukleotide

durch Diffusion in die Zellen gelangen.*

Liposomen als Vektoren

Liposomen sind mikroskopische Sphéren, die aus ein oder mehreren konzentrischen
Phospholipiddoppelschichten bestehen.?® Die Nukleinsdure kann im Inneren einge-
schlossen werden, da ein wéssriges Kompartiment vorhanden ist.# Liposomen wer-
den seit 1970 eingesetzt, um die Bioverfugbarkeit von Medikamenten zu erho-
hen.?3 Beispielsweise kann das Krebstherapeutikum Doxorubicin (DXR) durch die
transmembrandre pH-Gradient Methode in Liposomen eingeschlossen werden. Da-

bei ist das Innere der Liposomen sauer und der duBere pH-Wert physiologisch.
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Das ungeladene DXR wird mit diesen Liposomen inkubiert, wobei es in die Vesikel
diffundiert. Es kommt zu einer intravesikuldren Protonierung des DXR. Das nun posi-
tiv geladene DXR kann die Membrandoppelschicht nicht mehr passieren und ist so
eingeschlossen in den Liposomen.2*

Liposomen kdnnen also Arzneistoffe durch die Umhillung in Vesikel schitzen, die
Arzneistoffaufnahme Uber das Gewebe in das sie sich verteilen steigern, die Dosis-
intervalle bei steigender Arzneistoffzirkulationszeit vergréBern und die Arzneistoffauf-
nahme in die Zellen erleichtern. Aufgrund der vielen variablen Parameter lassen sie
sich leicht modifizieren. Mdgliche StellgréBen sind Lipidzusammensetzung, Vesi-
kelgréBe, Lipidmembranfluiditat, Oberflachenladung und Cholesterolanteil. Durch die
Modifikation werden die Eigenschaften flr den speziellen Gewebetransport verbes-

sert und die Arzneistofftoxizitat minimiert.2®

Im Falle der Oligonukleotide sind diese entweder mit geladenen Liposomen komple-
xiert oder in neutralen verkapselt. Die verkapselte Ladung kann zusétzlich von einer
Lipidmembran umhillt sein. Des weiteren kdnnen verschiedene Liganden auf der
Oberflache, unter Verwendung von modifizierten Komponenten der Lipidmembran,
verankert sein. Um unspezifische Partikelinteraktionen zu vermeiden wird die PEG-
ylierung angewendet. Soll eine gewisse Spezifitat erreicht werden, kénnen andere
Liganden flr Rezeptor- bzw. Zelloberflachenbindungen wie beispielsweise Hyaluron-

saure, Folsaure, Antikorper oder Proteine eingesetzt werden.2®
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Abb. 1.0225: Schematische Darstellung von Oligonukleotid-Tragersystemen (Liposom, Polymer-Parti-
kel sowie Konjugate) inklusive unterschiedlicher Liganden an der Oberflache.

1.3.2. Down Regulation der Genexpression

Generell kdnnen zwei Mechanismen unterschieden werden.* Einer davon ist der in-
duzierte Protein Knockdown. Dieser wird durch die Induktion der RNase H Endo-
nukleaseaktivitat, die den RNA-DNA Heteroduplex aus mRNA und Antisense Oligo-
nukleotid spaltet, erreicht. Infolgedessen kommt es zu einem Abbau der Target
mRNA, wodurch die weitere Genexpression verhindert wird.
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Der andere Mechanismus bewirkt den Stillstand der Translation durch sterische Hin-
derung der ribosomalen Aktivitdt oder durch das Interferieren mit der mRNA. Dabei
kommt es zur Inhibierung des SpleiBvorgangs und Destabilisierung der pra-mRNA im

Kern.®

In der Praxis kénnen aber nur einige wenige komplementare Oligonukleotide erfolg-
reich zu einer Ziel mMRNA hybridisieren. Es wird angenommen, dass gréBtenteils die
schlechte Zugéanglichkeit des Targets dafur verantwortlich ist. Der heutige Goldstan-
dard der antisense Wirksamkeit ist die down Regulation der Proteinexpression.*

Modulation des SpleiBvorganges

Beim SpleiBvorgang werden Anteile der mRNA, die sogenannten Introns, die nicht
fir die Translation bendtigt werden, entfernt. Es gibt verschiedene antisense vermit-
telte Modulationen des SpleiBvorgangs, die angewendet werden, um verschiedene
genetische Krankheiten zu behandeln.?” Das SpleiBen wird von langen, komplexen
Ribonukleoproteinen ausgeflhrt, die als SpleiBosom bezeichnet werden. Gene ha-
ben verschiedene Introns und viele davon werden in mehr als ein Muster aufgespal-

ten, um eine umfangreiche Anzahl an alternativen mRNA Isoformen zu erhalten.?®

Splice-switching Oligonukleotide kdnnen nun den SpleiBvorgang von Target pra-
mMRNA blockieren. Der Vorteil dieser Wirkstoffgruppe liegt in der hohen Spezifitat und
der funktionalen Wiederherstellung von defekten Proteinen bei einigen seltenen
Krankheiten. Dem gegentber stehen die geringe Zellaufnahme, die strukturabhan-
gige Toxizitat und die geringe Plasmastabilitat.?® Als Splice-switching Oligonukleotide
werden RNase inative Molekille, wie etwa vollstandig 2'-O-methylierte Sequenzen

oder PMOs angewendet.

Eine weitere Form der Modulation ist das Alternative SpleiBen von Genen. Dies ist
essentiell flr die Regulation der Genexpression, da 95% der menschlichen pra-
mRNA alternativ aufgespalten werden.?”30 Durch diese Art von SpleiBen kdnnen
Stopcodons eingeflihrt werden, die eine nonsense-vermittelten Zerfall verursachen.

Damit wird wiederum die Expression von bestimmten Genen unterdrickt.
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Es wurde beispielsweise erfolgreich ein Phosphoramidat-Morpholino-Oligonukleotid
entwickelt, welches in Fibroblastenkultur von HGPS Patienten verwendet wird, um
die normale Aktivitdt des SpleiBvorganges wiederherzustellen sowie nukleare Ab-
normalitdten und Fehlanordnungen von anderen nuklearen Hiillproteinen zu korrigie-

ren.?’

Weiters kénnen auch Exon-skipping Oligonukleotide verwendet werden, um die
Funktion von unerwiinschten Genen auszuschalten. Sie bilden mRNA Isoformen,
welche fUr nichtfunktionelle Proteine kodieren oder I6sen nonsense-vermittelten Zer-
fall der mRNA aus.?'

Verborgene Splei3stellen hingegen sind Sequenzen auf der pra-mRNA, die norma-
lerweise nicht zum Einsatz kommen. Diese werden erst durch eine Mutation akti-
viert.2 Es wurde gezeigt, dass durch gezielte Modifikation dieser Stellen mit

2'-O-methylmodifizierten Oligonukleotiden die SpleiBosomen blockiert werden.?”

1.4. Barrieren, Limitationen und Toxizitat

Auf dem Weg zu den Zielzellen missen AONs diverse biologische Hirden Uberwin-
den. Neben zirkulierenden Nukleasen und der Vermeidung einer schnellen renalen
Clearance, stellt die Sequestierung durch das Mononukledre Phagozytensystem
(MPS) eine groBe Barriere dar. Dieses System ist zusammengesetzt aus Phagozy-
ten, Monozyten und Gewebemakrophagen. Die Funktion dieser ist die Beseitigung
fremder Pathogene, nicht funktioneller Zellbestandteile und Apoptose betroffener Zel-
len. Um zu verhindern, dass auch AONs durch das MPS abgebaut werden, kann
man Oligonukleotid-Konjugate verwenden. Sollte es dennoch zur Aufnahme und den
Abbau durch das MPS kommen, kann dies neben der Abnahme der Wirksamkeit to-
xikologische Folgen, wie beispielsweise eine MilzvergréBerung haben. Auch der An-

stieg von Lebertransaminase ist moglich.33

Das Endothel stellt sowohl eine Barriere als auch eine Mdglichkeit fir den Einsatz
von Oligonukleotiden dar. Seit man herausgefunden hat, dass Endothelzellen eine
pathologische Rolle bei diversen Krankheiten spielen, sind sie zunehmend als the-
rapeutisches Target attraktiv. In den meisten Fallen stellt das Endothel aber eine
Hlrde dar, da die Nukleinsaure dieses passieren missen, um zum Zielort zu gelan-

gen.®
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Abgesehen von den biologischen Barrieren hangt die haufigste, akut auftretende To-
xizitat bei der Applikation von Oligonukleotiden in vivo von einer voribergehende Ak-
tivierung der Komplementarkaskade und einer Inhibierung der Gerinnungskaskade
ab. Diese zwei Effekte sind bedingt durch das Oligonukleotid Grundgerust, nicht aber
durch die Oligonukleotidsequenz.®

Diese Toxizitat hangt gréBtenteils mit der nichtspezifischen Bindungseigenschaften
von diverser Oligonukleotide mit Proteinen bei hohen Plasmakonzentrationen zu-

sammen.34
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2. Ziel

Das Ziel meiner Diplomarbeit war die Synthese von 2'-modifizierten Nukleotiden flr
die Herstellung von Oligonukleotiden am Synthesizer mit anschlieBender Herstellung
stabiler Peptid-Konjugate.

Als wichtiger Schritt zur Generierung von Disulfidkonjugaten von Peptiden und Oligo-
nukleotiden musste zunéachst ein stabiler Thiol-Linker mit einer geeigneten Schutz-
gruppe hergestellt werden. Fir die Verwendung in der automatisierten Oligonukleo-
tidsynthese musste danach die Synthese eines entsprechenden Succinyl-Bausteins
des 2'-modifizierten Uridins mit den Standard-Schutzgruppen erfolgen. Dazu sollte
zuerst DMTrCI als Schutzgruppe in 5'-Position und anschlieBend der Bernsteinsaure-
Rest in 3'-Position angefligt werden. Der Baustein sollte danach am Synthesizer im
Standard-Phosphoramiditverfahren in das Oligonukleotid eingebaut werden. Nach
Ausarbeitung passender Methoden zur Abspaltung und Entschitzung der Oligo-
nukleotide sollte ein Peptid, Gber die aufgespaltene Disulfidbriicke in der Alkylseiten-
kette des Molekils, gebunden werden.

Die einzelnen Syntheseschritte des Nukleotidbausteins wurden mittels DC und Gel-
elektrophorese laufend kontrolliert. FUr die Aufreinigung der Substanzen war die An-
wendung der Saulenchromatografie geplant. Die darauffolgende Charakterisierung
der Produkte erfolgte mit 'TH-NMR-und "3C-NMR-Spektroskopie.
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3. Materialien und Methoden

Die verwendeten Lésungsmittel und Reagenzien flir die Synthese stammen von den

Firmen Sigma-Aldrich und Serva.

Fur die Saulenchromatografie wurde Kieselgel (60 A Porendurchmesser 0,035 -
0,070 mm, Firma Acros) als stationdre Phase verwendet. Die Kieselgel-Alufolien
(Kieselgel 60 F 254 nm, Alufolie 20x20 cm) far die Dinnschichtchromatografie wur-
den von der Firma Merck bezogen. Die Entwicklung der entsprechenden DC-Platten
erfolgte, unter Kammersattigung, in DC-Entwicklungskammern mit entsprechend ge-
eignetem Laufmittel. Detektiert wurde unter UV 254 nm und gegebenenfalls bespriht
mit Seebach Reagenz (2.5% Molybdatophosphorsaure, 1% Ce(SOa)2, 6% Schwefel-

saure, 90.5% Wasser).

Mittels Varian 500 MHz oder Burker 200 MHz wurden die 'H- und *C-NMR Spektren

aufgenommen.

Die Konzentrationsbestimmung der Oligonukleotide und deren Konjugate erfolgte
durch das Nano-Drop Spektrophotometer ND-1000 von Thermo Fisher. Grundlegend
flr die Konzentrationsbestimmung war das Lambert-Beersche Gesetz. Dabei besteht
ein Zusammenhang zwischen der Absorption von Licht und der Konzentration der

absorbierenden Substanz in Lésung.

Reinigung und Auswertung:

Die Reinigung durch die Saulenchromatografie erfolgte in S&ulen unterschiedlicher
GrdBe und unterschiedlichstes zusammengesetztes Laufmittel.

Saulenflissigchromatographie:

Kieselgel wurde in einem Kolben eingewogen, mit entsprechendem Laufmittel ver-

setzt und aufgeschwemmt.

Daraufhin wurde die Saule, unter standigem Klopfen, mit Kieselgel geflllt. Vor dem
Aufbringen der Probe wurde die Saule mit Laufmittel gewaschen. Um das Kieselgel
zu neutralisieren und die Spaltung des 5'-Trityls zu verhindern, wurde dem Laufmittel

Triethyamin (1%) zugesetzt.
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NMR-Spektroskopie:

Zur Probenvorbereitung wurden 10 mg der Probe eingewogen und mit 0.75 mL

CDClIs versetzt. Nach einer fakultativen Filtration wurde die Probe einem NMR-

Prafréhrchen zugeflhrt.

3.1. Synthese von 2,2'-Anhydro-1-(B-D-arabinofuranosyl)uracil (1)

0
8]
OH \ﬁ/ — //
© AN DPC,NaHCO, OH </ /N
DMF; 80°C, 110°C N/
O

HO™ “OH 0

Ho™

Im ersten Schritt wurden Uridin (10g, 40.95 mmol) und Diphenylcarbonat (9.56 g,

44.63 mmol) in wasserfreiem DMF (16.7 mL) geldst und auf 80°C konstant gehalten.

Nach vollstandigem Ldsen (ca. 2 h) wurde Natriumhydrogencarbonat (0.26 g, 3.07

mmol) zugegeben und die Mischung bei 110°C gerthrt. Die Umsetzung wurde mit

DC Uberprift. Nach 3 h wurde das Gemisch auf Raumtemperatur gebracht und der

Niederschlag abfiltriert. Der weil3e Feststoff wurde aus dem L&sungsmittel umkristal-

lisiert und im Vakuum getrocknet (weiB3e Kristalle, 87% Ausbeute).

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds): 5= 7.84(d, J = 10.0 Hz, 1H, H-6), 6.31(d, J = 5.0 Hz,
1H, H-5), 5.89(s, 1H, OH-3’), 5.84(d, J = 10.0 Hz, 1H, H-1), 5.20(d, J = 5.0 Hz, 1H, H-
3), 4.99(s, 1H, OH-5), 4.38(s, 1H, H-4), 4.07(m,1H, H-2"), 3.28(m, 1H, H-5/1),

3.19(m, 1H, H-5"/2).

3C NMR (125 MHz, DMSO-ds): 8= 171.20 (C-4), 159.82(C-2), 136.87(C-6),

108.61(C-5), 90.03(C-1"), 89.22(C-4’), 88.74(C-2’), 74.72(C-3’), 60.83(C-5).
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ESI-HRMS: mass calculated for CoH12N20OsNa [M+Na]*=249.0482, found 249.0487.

Rt 0.36 (DCM/MeCH 9/1)

3.2. Synthese von 2'-modifiziertem Anhydrouridin

3.2.1.Herstellung der Alkylseitenkette

N SH
- | KMnO, - |
- oo RT S |
N

2-Mercaptopyridin (25 g, 224.9 mmol) wurde in 1 L Dichlormethan geldst. Anschlie-
Bend wurde KMnOs4 (120 g) innerhalb von 15 min. (bei RT) zugegeben.

Alle 30 min. wurde der Reaktionsfortschritt mittels DC (MTBE) Uberprift. Nach 2 h
wurde das Losungsmittel am Rotavapor verdampft. Das Rohprodukt
2,2'-Dithiodipyridin 22.6 g (2) (102.6 mmol), Ausbeute: 90%) wurde ohne Aufreini-

gung fur die nachste Reaktion eingesetzt.

N S OH
N
oh 20Ps | “ 57N\
Hs” N\ DCM/DIPEA: RT |

Im weiteren wurde 2-Mercaptoethanol (6.8 mL, 97 mmol) tropfenweise einer
DCM/DIPEA (3/1, 80 mL) Lésung, die 2-DPS (22.6 g, 102.6 mmol) beinhaltete, zu-
gegeben. Nach 16 h wurde das Lésungsmittel unter Vakuum verdampft.
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Das Gemisch (3) wurde in Acetonitril (130 mL) aufgenommen. Danach wurde Imid-
azol (37 g) und TBDMSCI (40 g) dazugegeben und das Reaktionsgemisch bei
Raumtemperatur stehen gelassen. Nach 16 h wurde eingeengt und das Produkt mit

Saulenchromatografie gereinigt.

S-(pyridine-2-ylsulfanyl)-O-(tert-butyl-dimethylsilyl)-2-mercaptoethanol

'H NMR (200 MHz, CDCls) : 5 8.47-8.44 (m, 6-H, 1H), 8.45 (dd, J= 8, 2 Hz, 4'-H,
1H), 7.68-7.59 (m, 3-H, 1H), 7.10-7.04 (m, 5'-H, 1H), 3.85 (t, J=6 Hz, H-1, 1H), 2.92
(t, J=6 Hz, H-2, 1H), 0.89 (s, tertBu-CHa, 9H), 0.05 (s, Si-CHa, 6H).

13C NMR (50 MHz, CDCls): & 160.68 (C-2'), 149.68 (C-6'), 137.12 (C-4'), 120.66 (C-
5, 119.73 (C-3"), 61.50 (C-1), 41.65(C-2), 26.00 (tertBu-CHs), 18.44 (tertBu-C) , -
5.15 (Si-CHa).

HRMS m/z: calculated for C13H23NOS2Si 301.0990, found 301.0984.

R:0.29(MTBE/PE 1/9)

3.2.2. Kopplung der Seitenkette

OH OH %(/ 2
O\/N\/-"\/:O SK _ K/O\ N ~
B DMA; 120°C |

HO HO o s //

Getrocknetes 2,2'-Anhydrouridin (1) (1.7 g, 7.5 mmol) wurde in DMA (10 mL) geldst.

Dieser Lésung wurde Trifluorethanol (1.35 mL, 18.8 mmol) zugegeben.
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Nach 5 min. bei RT wurde die aktivierte, geschiitzte Seitenkette (4.5 g) zugegeben
und die Lésung bei 120 °C fur 16 h reagieren gelassen. Das Reaktionsgemisch wur-
de tropfenweise einer gesattigten Natriumbicarbonatlésung zugegeben und mit
Ethylacetat extrahiert. Die organische Phase wurde mit gesattigter Natriumchlorid-
I6sung gewaschen, Gber Natriumsulfat getrocknet und unter Vakuum eingeengt. Der
Rlckstand wurde mittels Saulenchromatografie gereinigt und Gberpruft.

2'-0O-(2-(pyridine-2-ylsulfanyl-thio)-ethyl) uridine

H NMR (500 MHz, methanol-de) : & = 8.93 (br s, 1H, ImidNH), 8.62 (d, J = 9.8 Hz,
1H, H-6), 7.52 (d, J = 10.0 Hz, 1H, pyr-6-H), 6.87 (dd, J = 10.0 and 5.2 Hz, 1H, pyr-4-
H), 6.81-6.75 (m, 1H, pyr-3-H), 6.35 (dd, , J= 10.0 and 5.0 Hz, 1H, pyr-5-H), 5.5-5.4
(m, 1H, H-1"), 5.22 (d, J = 9.8 Hz, 1H, H-5), 5.09-4.92 (m, 1H, H-3'), 4.79 (dd, J =
10.0 and 4.3 Hz, 1H, H-4"), 4.69-4.63 (m, 1H, H-2"), 3.96 (dd, J = 9.8 and 4.7 Hz, 1H,
H-5'/1 ), 3.58 (dd, J=9.8 and 5.0 Hz, 1H, H-1"/1), 3.48 (dd, J = 10.0 and 5.0 Hz, 1H,
H-1"/2), 3.26-3.21 (m, 1H, H-5'/2), 2.97-2.84 (m, 2H, H-2").

13C NMR (125 MHz, methanol-de) : 8= 142.60 (C-4), 135.48 (pyr-2), 129.43 (C-2),
120.66 (pyr-6), 115.35 (C-6), 107.40 (pyr-4), 107.02 (pyr-5), 106.80 (pyr-3), 81.19 (C-
5), 68.95 (C-1'), 63.99 (C-2'), 60.57 (C-4'),47.80 (C-3'), 45.60 (C-1"), 40.16 (C-5') ,
19.95 (C-2").

ESI-HRMS m/z : calculated for C16H19N30OsS2 414.0788, found 414.0794.

Rt 0.36 (MeOH/DCM 1/10)

3.2.3 Verknupfung der DMTr-Schutzgruppe und des Linkers

0 N 0 0 0
OH %( o~ ODMTr %Q%
‘\/O: M A DMT-CI ? N~ 7/
Pyridin; RT //
S o

HO 0\, HO 0\ /
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Das alkylierte Uridin (4) (0.24 g) wurde in Pyridin (2.65 mL) gel6st. Daraufhin wurde
4,4'-Dimethoxytritylchlorid (0.20 g, 1 eq.) zugefligt und das Reaktionsgemisch 16 h
bei RT gerlhrt. AnschlieBend wurde das Reaktionsprodukt mittels DC Uberpruft.

Um eventuell vorhandene Reaktionsnebenprodukte zu quenchen wurde 1 mL Me-
thanol zugegeben. AnschlieBend wurden die Lésungsmittel unter Vakuum entfernt,
der Rulckstand in Ethylacetat aufgenommen, nacheinander mit WEK, gesattigter Bi-
carbonat- und Natriumchloridiésung gewaschen und Uber Natriumsulfat getrocknet.
Die organische Phase wurde eingeengt und mittels Sdulenchromatografie gereinigt.
Dabei wurde ein Gradient von 2.5 - 10% MeOH/DCM als Laufmittel verwendet.

5'-0-(4, 4'-Dimethoxytrityl)-2'-O-(2-(pyridine-2-ylsulfanyl-thio)-ethyl)uridine

TH NMR (500 MHz, de-Benzene): & =9.02 (br s, 1H, ImidNH), 8.27 (d, J = 5.0 Hz, 1H,
pyr-6-H), 7.90 (d, J=10.0 Hz, 1H, H-6), 7.55 (d, J= 10.0 Hz, 2H, Ph-2,6), 7.41 (d, J
= 9.8 Hz, 4H, Ar-2,6 ), 7.31 (d, J = 10.0 Hz, 1H, pyr-3-H), 7.20-7.16 (m, 2H, Ph-3,5),
7.07-7.04 (m, 1H, Ph-4), 6.96-6.93 (m, 1H, pyr-4-H), 6.76 (d, J = 10.0 Hz, Ar-3,5, 4
H), 6.45-6.42 (m, 1H, pyr-5-H), 5.78 (s, 1H, H-1"), 5.34 (d, J = 10.0 Hz, 1H, H-5),
4.39-4.34 (m, 1H, H-3"), 4.03-3.99 (m, 1H, H-1"/1), 3.94-3.90 (m, 1H, H-4'), 3.70-3.65
(m, 1H, H-1"/2), 3.62-3.57 (m, 2H, H-5'1,2), 3.36 (d, J = 5.0 Hz, 1H, H-2"), 3.29 (s,
6H, OMe), 2.95 (br s, 1H, 3'-OH), 2.62 (t, J = 5.0 Hz, 2H, H-2").

3C NMR (125 MHz, ds-Benzene) : 8= 163.53 (C-4), 160.86 (pyr-2), 160.05, 159.99
(Ar-4), 150.82 (C-2), 150.70 (pyr-6), 146.12 (ph-1), 140.11 (C-6), 137.34 (pyr-4),
136.54, 136.35 (Ar-1), 131.41, 131.26 (Ar-2,6), 129.24 (Ph-2,6), 128.99 (Ph-3,5),
128.06 (Ph-4), 121.39 (pyr-5), 120.66 (pyr-3), 114.41, 114.37 (Ar-3,5), 102.80 (C-5),
88.78 (C-1"), 88.07 (trityl-C), 84.01 (C-4'), 83.47 (C-2'), 69.29 (C-3'), 69.23 (C-1"),
62.17 (C-5'), 55.46 (OMe), 39.57 (C-2").

HRMS m/z : calculated for C3z7H3sN30sS2 716.2095, found 716.2098.

Ri0.41, Meoh/DCM
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Bemsteinsaureanhydnd B
DCM, 0*C

Das Uridinderivat (5) (0.1033 g, 0.1443 mmol) wurde in 4 mL wasserfreiem DCM,
welches 3 eq. TEA enthielt, geldst. Danach wurde die Lésung auf 0°C abgekuhlt und
Bernsteinsaureanhydrid (0.0570 g, 0.5696 mmol) zugegeben. Nach 1 h wurde das
Gemisch wieder auf RT gebracht und die Reaktion nach weiteren 2 h mittels DC
Uberprift. AnschlieBend wurde das Lésungsmittel abgedampft, die Substanz in
Ethylacetat aufgenommen, mit Natriumhydrogencarbonat, WEK und Natriumchlorid
gewaschen und Uber Natriumsulfat getrocknet. (Auswaage: 120 mg (146.9 nmol),
Ausbeute: 75%)

5'-0-(4, 4'-Dimethoxytrityl)-3'-succinyl-2'- O-(2-(pyridine-2-ylsulfanyl-thio)-ethyl)uridine

'H NMR (500 MHz, CDCls): 8 =9.92 (s, 1H, ImidNH), 8.43- 8.42 (m, 1H, pyr-6-H),
8.03 (d, J = 9.8 Hz, 1H, H-6), 7.89 (d, J = 10.0 Hz, 1H, pyr-4-H), 7.75-7.62 (m, 2H,
Ph-3,5), 7.35-7.33 (m, 1H, Ph-4), 7.30-7.21 (d, Ar-3,5, 4 H), 7.17-7.14 (m, 1H, pyr-5-
H), 5.86 (d, J = 10.0 Hz, 1H, H-1"), 5.73 (d, J = 10.0 Hz, 1H, H-5), 5.30-5.28 (m, 1H,
H-3'), 5.21-5.15 (m, 1H, H-4"), 4.31-4.24 (s, 1H, H-2'), 3.80 (s, 6H, OMe), 3.66-3.64
(m, 1H, H-1"/1), 3.40 (dd, J = 10.0 and 5.5 Hz, 1H, H-1"/2), 3.07-2.92 (m, 2H, H-
5'1,2), 2.79-2.62 (m, 4H, succinyl-CHz), 2.60-2.49 (m, 2H, H-2").

13C NMR (125 MHz, CDCls) :
0=163.10 (succinyl-COad), 159.05 (succinyl-COg)

150.45 (C-4), 145.51 (pyr-2), 144.75 (Ar-4), 140.58 (C-2), 135.26 (pyr-6), 130.38 (Ph-
1), 129.74 (C-6), 128.39 (Ar-1), 128.12 (Ph-3, 5), 128.06 (Ph-2, 6), 127.35 (Ar-2, 6),
126.84 (Ph-4), 125.76 (pyr-5), 117.88 (pyr-3), 117.59 (Ar-3, 5), 113.36 (C-5), 102.02
(C-1"), 88.07 (C-2'), 87.42 (Trit-C), 82.31 (C-4'), 81.37 (C-3"), 69.72 (C-1"), 69.33 (C-
5'), 58.60 (OCHa), 32.20 (C-2"), 24.81 (succinyl-CHa).

HRMS m/z : calculated for C41H41N30O11S2 816.2255, found 816.2246.
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3.3. Harzkopplung

Das Nukleotid (6) (43.67 mg, 26.76 umol) wurde in 1 mL wasserfreiem DMF gel&st.
AnschlieBend wurde HOBt (8.1 mg, 52.89 mmol) und DIPEA (22.2 mg, 171,8 mmol)
zugegeben. LCAA-CPG (150 mg) wurde eingewogen. Weiters wurde unter Argon
BOP (13.25 mg) hinzugefligt und danach das Endprodukt bei RT geschiittelt.

Das Harz wurde mit DMF, MeOH und DCM gewaschen und im Exsiccator getrock-

net.
Capping:

Dazu wurde eine Mischung in einem Verhéaltnis von 1/1/1.5/15 aus Essigsaureanhyd-
rid/Pyridin/1-Methylimidazol/wasserfreies THF zum Harz hinzugefigt und erneut ge-
schittelt. Dabei wurden die Gbrig gebliebenen Aminogruppen acetyliert. Anschlie-
Bend wurde mit Acetonitril, MeOH und DCM gewaschen und im Exsiccator getrock-

net.

Tritylanalyse:

1.8 mg Festphase wird mit TCA (10.0 mL, 3% in DCM) versetzt und die Lésung bei
498 nm am UV-Spektrophotometer vermessen. TCA wird dabei als Nullabgleich ver-
wendet.

A=0.490, e=71700, d=1.000 cm

Die Harzbeladung betrug 46.5 umol/g.
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OCH,

Abb. 3.01: 2'-modifiziertes Oligonukleotid welches Uber ein Succinyl-Linker an das Harz gekoppelt

wurde.

3.4. Oligonukleotidsynthese, Entschlitzung und Aufreinigung

3.4.1. Synthese am Synthesizer

Die Synthese erfolgte am 10-S&ulen RNA-/DNA-Festphasensynthesizer (PolyGen).

Als feste Phase wurde mit dem modifizierten Nukleotid derivatisiertes CPG-LCAA
verwendet. Die Durchfihrung erfolgte vollautomatisch nach dem vorgegebenen
Standardprotokoll fir das Phosphorthioatverfahren, wobei TETD als Sulfurisierungs-

reagenz verwendet wurde.

Alle Nukleotide hatten in 3'-Position eine Cyanoethyl-Schutzgruppe am Phosphor
und an 5'-Position eine DMTr-Gruppe.

31



Durch Acylierung wurden die Aminogruppen der Basen und durch Methoxylierung die
2'-Position geschitzt. Die Seitenkette des modifizierten Bausteins wurde durch Pyri-
din geschutzt.

3.4.2. Abspaltung und Entschiitzung

Nach erfolgter Synthese wurde die feste Phase zu gleichen Mengen in je zwei Vials
verteilt. Es wurden jeweils 0.29 mg des beladenen Harzes entnommen und in zwei
EppendorfgefaBe Uberfiihrt. Beide GefaBe wurden mit Toluol beflllt, sodass das
Harz vollstédndig von der Flissigkeit bedeckt war. AnschlieBend wurden beide Gefa-
Be Uiber Nacht bei 30°C geschittelt. Am darauffolgenden Tag wurde der Uberstand
abpipettiert und das Harz 3x mit DMF und daraufhin 2x mit DCM gewaschen und an-
schlieBend getrocknet.

Nun wurde eine DTT-Lésung (50 mM) hergestellt und zu gleichen Teilen mit DMF
verdinnt. Davon wurden je 100 puL den zwei EppendorfgeféaBBen zugegeben. Diese
wurden dann erneut fir 30 min. bei 30°C geschittelt. Nach erneutem Waschen mit
DMF und DCM wurde getrocknet.

AnschlieBend wurde beiden EppendorfgefaBen Ammoniak zugegeben. Diese lief3
man nun Uber Nacht im Trockenschrank bei 55°C verweilen. Nach Ablauf der Ver-
weilzeit wurde der Uberstand entfernt. Nach dem Waschen mit d.d. Wasser wurde
am Lyophilisator getrocknet.

Die Pellets wurden in 20 uL Ammoniumacetat-Puffer gelost. Daraufhin wurden 60 pL
d.d. Wasser und 40 pL Isopropanol zugegeben. Die entstandene Lésung wurde flr
15 min. bei 23.000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen, die Pellets im
Lyophilisator getrocknet, in d.d. Wasser gel6st und am Nanodrop die Konzentration
bei 260 nm gemessen. Die gereinigten Oligonukleotide wurden dann bei -20°C gela-
gert.
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3.5. Peptid-Konjugate

Die ungeschitzten Oligonukleotide wurden in 170 pL bzw. 185 pL Tris-
HCI/EDTA/NaClI-Puffer (20 mM/2 mM/200 mM, ph 7.5) aufgenommen. Das entspre-
chende Oligopeptid (4 eq.) wurde daraufhin zugegeben und das Reaktionsgemisch
bei 25°C fur 2 h inkubiert. Die gekoppelten Oligonukleotide wurden mit Sephadex
G-50 gereinigt, getrocknet und bei -20°C gelagert.

3.6. Analytik der Oligonukleotide und deren Konjugate

3.6.1. Polyacrylamid Gelelektrophorese (PAGE)

Herstellung eines 20%igen Acrylamidgel

7.5 mL der Acrylamid-Stammldésung (40%, 29:1 Acrylamid:bis-Acrylamid), 1.5 mL
10xTBE (Tris-borat-EDTA-Puffer) und 7,2 g Harnstoff wurden vermischt. Um den
Harnstoff vollstéandig zu I6sen wurde der Kolben mit dem Gemisch fir einige Minuten
ins Ultraschallbad gehalten. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 7.5 pL TEMED
und 75 pL APS. Die L6sung wurde rasch in die vorbereitete Apparatur gegossen und
mit einem Kamm 10 Taschen geformt. Nach der einstindigen Polymerisation und der
Flllung der Kammer mit 1xTBE-Puffer erfolgte ein Vorlauf des Gels fir 90 min. bei
150 V. Bevor die Proben aufgetragen werden konnten, wurden die Kammern mithilfe
einer Hamilton Spritze gereinigt.

Probenvorbereitung

Jede Probe (1 nmol) wurde mit 10 uL Formamidpuffer versetzt. Danach wurden alle
Proben fur 3 min. auf 95°C erhitzt und anschlieBend sofort auf Eis gestellt. Die ein-
zelnen Taschen wurden mit Puffer gewaschen, bevor die Proben aufgetragen wur-
den, um nicht vollstandig polymerisiertes Acrylamid zu entfernen.

Eine Bromphenolblau-L6sung wurde als Marker in die erste Tasche gegeben. Das
Gel wurde solange bei 150 V konstant gehalten bis der Marker zwei Drittel der Stre-

cke erreicht hatte.
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Auswertung

Die Auswertung des Gels erfolgt zum einen unter UV 254 nm Licht und zum anderen
durch Methylenblaufarbung. Dazu wurde das Gel solange in eine 2% Methylenblau-
I6sung gelegt, bis die gefarbten Banden sichtbar wurden. AnschlieBend wurde das
Gel 3-4 mal mit Wasser gewaschen und damit entfarbt. Auf diese Weise wurden die
Oligonukleotidbanden sichtbar. Das Gel wurde mit einem Calibrated Imaging Densi-
tometer GS-710 (Bio-Rad) digitalisiert und mit der Quantity One 4.6.3, 1-D Analysis
Software (Bio-Rad) analysiert.
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4. Resultate und Diskussion

4.1. Synthese von 2'-modifiziertem Anhydrouridin mit entsprechenden Schutz-

gruppen

Syntheseschema:
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Die Ausgangssubstanz fiir die Synthese war Uridin. Dieser Baustein sollte dann im
Folgenden so modifiziert werden, dass er sowohl einen Linker zur Verknupfung von
Liganden Gber eine Disulfidbriicke aufweisen sollte, als auch fur die Oligonukleotid-
synthese am Synthesizer verwendet werden konnte. Das Ziel der Modifikation war
die Einfihrung eines Thiol-Linkers in 2'-Position der Ribose des Uridins. Der Vorteil
dieser Modifikation ist, dass es durch Anbindung an dieser Position zu keiner Veran-
derung am Ruickgrat des Oligonukleotids kommt. AuBerdem ist durch die Lokalisation
der 2'-Position in der kleinen Furche der Doppelstrangnukleinsaurehelix der sterische
Einfluss auf die Basenpaarung relativ gering. Um den Einsatz fiir die Standardme-
thode der Oligonukleotidsynthese gewahrleisten zu kdénnen, missen die reaktiven
Gruppen mit geeigneten Schutzgruppen versehen werden. Die spezifische Auswabhl
ist essentiell, da diese an verschiedenen Zeitpunkten der Synthese und unter unter-
schiedlichen Bedingungen wieder abgespalten werden missen. Die Wahl ist also
abhangig von den verschiedenen Eigenschaften der jeweiligen Schutzgruppen. Bei-
spielsweise ist die DMTr-Schutzgruppe an der 5'-Position saurelabil und dadurch
wahrend der Synthese leicht, schnell und quantitativ abspaltbar. Besonders die Ein-
fihrung zusatzlicher Funktionalitdten an Nukleinsdurebausteinen und die dazugeho-
rige Auswahl von méglichst orthogonalen Schutzgruppen ist recht komplex, da wah-
rend der Oligonukleotidsynthese in unterschiedlichen Schritten sowohl saure, als

auch leicht basische Bedingungen vorherrschen.

Synthese

Zunachst erfolgte die Herstellung der Alkylseitenkette, die spater an die 2'-Position
des Uridins angebracht werden sollte. Dazu wurde 2'-Mercaptopyridin unter Zusatz
von 2'-Mercaptoethanol zur Reaktion gebracht. Mercaptogruppen sind funktionelle
Gruppen, die Disulfidbriicken bilden kénnen, wie es hier der Fall war. Kaliumperman-
ganat fungierte als starkes Oxidationsmittel. Die 2'-Mercaptopyridinfunktionalitat fun-
gierte als Schutzgruppe flr das Thiol. Sie wurde verwendet wegen ihrer Fahigkeit zur
Aktivierung des Thiols flr die Disulfidbindung und ihrer hohen Stabilitat.

In einem weiteren Schritt wurde die zuvor hergestellte SK geschitzt. Als Schutzgrup-
pe wurde hier ein Silylrest gewahlt. Diese Art von Schutzgruppen dienen dazu, reak-
tive funktionelle Gruppen in eine unreaktive Form zu Uberfiihren.
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Diese Silizium-organische Verbindung wird Ublicherweise eingesetzt um Alkohole
oder Phenole vor unerwinschten Reaktionen zu schitzen. Alkohole werden ansons-
ten von Elektrophilen angegriffen oder durch Eliminierungsreaktion entfernt, da sie

nukleophil sind.

Bei der Silylschutzgruppe wird das Proton durch einen Siliziumrest ersetzt und ist
daher stabil. Hydroxygruppen, die durch eine Silylgruppe geschiitzt werden, kdnnen
spater direkt, ohne Entschitzung, zu einem Ether umgesetzt werden, wie es hier der
Fall war. Der Silylether entsteht in Gegenwart von Basen. Je grdBer die sterische
Hinderung am Silizium-Atom ist, umso héher ist die Stabilitat. Sie kénnen durch Sau-

ren hydrolysiert werden. Selektiver werden sie durch Fluridionen gespalten.
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In einem weiteren Schritt erfolgte die Herstellung von 2,2'-Anhydrouridin. Dazu wurde
Uridin unter Zugabe von DPC und im Beisein von Natriumbicarbonat als Katalysator

zur Reaktion gebracht.

Durch die Verwendung von Anhydrouridin anstelle von Uridin kommt es zu einer ver-
besserten Regioselektivitat. Dadurch wird die 2'-Positionin fir Alkylierungsreaktionen
deutlich bevorzugt. Bei Uridin wirde auch die 3'-Position im fast gleichen Ausmale
alkyliert werden, und die Auftrennung der 2'- und 3'-Isomere durch chromatografische

Methoden ist sehr aufwandig.
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Deshalb wurde die aktivierte Seitenkette fur hdhere Ausbeuten und eine effektivere
Synthese an 2,2'-Anhydrouridin  gekoppelt. Die Einzigartigkeit der Silyl-

Schutzgruppen ist, dass diese selektiv mit Fluoridionen gespalten werden kdnnen.
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Fur die gezielte Aktivierung der Alkylseitenkette, erfolgt hier darum der Zusatz von
Trifluorethanol. Da die nukleophile Ringéffnung saurekatalysiert ist, kommt Trifluor-

ethanol als Lewis-sdure zum Einsatz.
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Da die DMTr-Schutzgruppe séaurelabil ist, wurde zuerst die 2'-Seitenkette ange-
bracht. Die Tritylschutzgruppe bietet unter anderem den Vorteil, dass sie eine hohe
Regioselektivitat fur primare 5'-Hydroxyfunktionen besitzt. Daher war es nicht not-
wendig die 3'- Hydroxygruppe wahrend der Synthese zu schiitzen. Die primare Hyd-
roxygruppe ist sterisch ungehindert und daher die nukleophilste Position. Die DMTr-
Schutzgruppe ist aufgrund ihrer Eigenschaften die Standardschutzgruppe fir die 5'-
Position fir die Oligonukleotidsynthese, um die Selbstpolymerisation der aktivierten

Nukleoside zu verhindern.

Der Nachweis Uber die Abspaltung des DMTr-Kations erfolgt problemlos, da es zu
einer intensiven Farbung des Kations im sauren Milieu kommt. Aufgrund des relativ
sauren Charakters des Kieselgels bei der Sdulenchromatografie, kann die DMTr-
Gruppe leicht abgespalten werden, da diese saurelabil ist. Um diese Reaktion zu
verhindern, wird Kieselgel vor der Chromatografie durch Zusatz von Triethylamin

neutralisiert.
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Im letzten Schritt wurde Bernsteinsdureanhydrid zugegeben. Das Anhydrid reagiert in
wasserfreiem Dichlormethan mit der freien 3'-Hydroxygruppe. Der Bernsteinsaurelin-

ker verbindet Festphase und Nukleotid.
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4.2. Oligonukleotidsynthese, Entschiitzung und Aufreinigung

4.2.1.Synthese am Synthesizer

Als feste Phase wurde CPG-LCAA verwendet. Der synthetisierte Uridinbaustein wird
mittels Succinat-Linker und Einsatz der Koppelungsreagenzien HOBt und DIC an das
Harz gekoppelt. Das Ausmaf der Kopplung wurde mittels Trityl-Analyse bestimmt
und betrug 46.5 pmol/g Harz. Diese Beladung ist ideal fur die Festphasensynthese,
um einen effektiven Aufbau des Oligonukleotids zu gewéhrleisten. Bei zu hoher Be-
ladungsdichte kommt es bei zunehmender Kettenldnge zu sterischen Hinderungen

und schlechter Verteilung der Synthesereagenzien.

Die Synthese erfolgte am 10-Saulen RNA-/DNS-Festphasensynthesizer (PolyGen).
Der modifizierte Uridinbaustein wurde zur Synthese von 2'-O-methylierten Oligonuk-
leotiden verwendet. Im Reaktionszyklus am Synthesizer verlauft die Synthese von 3'
nach 5' im Gegensatz zur biologischen Synthese. Im ersten Schritt erfolgt dann die
Detritylierung der saurelabilen Schutzgruppen in 5'-Position wobei die Hydroxygrup-
pe wieder frei wird. Dazu wird 3% Trichloresssigsdure in DCM verwendet. Zur Uber-
prifung dieses Reaktionsschrittes wird das entfernte DMTr-Kation direkt am Synthe-

sizer quantifiziert, da es eine orange Eigenfarbung aufweist.

Im Folgenden wird ein Phosphoramiditbaustein mit Hilfe von ETT aktiviert und kann
dadurch gekoppelt werden. Dabei wird der Stickstoff protoniert und bildet eine gute
Abgangsgruppe. Die Hydroxygruppe kann angreifen und es entsteht ein Phosphor-
diester. Als Katalysator wurde ETT verwendet, da dieses Reagenz wegen seines
etwas héheren pKa Werts im Vergleich zu 1H-Tetrazol besonders flr sterisch gehin-
derte Bausteine eine schnellere Reaktion und damit eine héhere Ausbeute gewahr-
leistet. Im nachsten Schritt findet die Sulfurisierung zum Phosphorthioat statt.
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Im letzten Schritt erfolgt dann das Capping, da die Koppelung nicht immer vollstandig
ablauft. Dabei werden die noch freien 5'-Hydroxygruppen blockiert. Dies erfolgt mit
Hilfe von Essigsaureanhydrid und Imidazol. Bei fehlendem Capping wirden die freien
Hydroxygruppen im nachsten Schritt mit Phosphoramidit reagieren und es wirden
Fehlsequenzen entstehen.

4.2.2. Abspaltung und Entschitzung

Nach erfolgter Abspaltung der Schutzgruppe mit konzentriertem Ammoniak musste
der Schwefel regeneriert werden. Dies geschah durch den Zusatz von DTT. Der
Schwefel ware in Lésung nicht stabil und es wirden sich, insbesondere in der Um-
gebung von Sauerstoff, Dimere bilden. Dies wird durch DTT verhindert. Nach weite-
rem Vorgehen, wie in Punkt 3.4.2. beschrieben wurde die Konzentration mittels Na-
noDrop bestimmt. Das Absorptionsmaximum der Oligonukleotide in der Lésung sollte
bei 260nm liegen. Andere Peaks stammen von Nebenprodukten.

Oligonukleotid Sequenz
1 CCU-CUU-ACC-UCA-GUU-AC(A)
2 CCU-CUU-ACC-UCA-GUU-AC(A)

Abb. 4.01: Synthetisierte Oligonukleotide: C= Cytidin, U= Uridin, A= Adenosin, G= Guanosin,
U= modifiziertes Uridin (mit Thiol-Linker). Das ON-1 ist zweimal modifiziert worden und das ON-2

einmal.

4.3. Peptid-Konjugate

Die entschitzten Oligonukleotide wurden nun mit den Peptiden gekoppelt. Dabei
handelt es sich um sogenannte zellpenetrierende Peptide. Diese bestehen Uberwie-
gend aus positiv geladenen Aminosauren, damit die Zellaufnahme gesteigert wird.
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Es wurden daher lysinreiche Peptide verwendet, die 5-6 Lysinmolekiile und ein Cys-
tein beinhalten. Das Cystein beinhaltet den Schwefel, der fir die Bildung der Disul-
fidbrlicke verantwortlich ist.

4.4. Polyacrylamid Gelelektrophorese (PAGE)

Bei der Gelelektrophorese handelt es sich um ein physikalisches Trennverfahren bei
dem Substanzen durch die Wanderung durch ein elektrisches Feld, je nach Ladung
und Masse, aufgetrennt werden kdnnen. Dabei wurde Polyacrylamid als Matrix ein-

gesetzt.

Durch die PorengréBe der Matrix wird bestimmt, wie stark verschiedene Substanzen
zurickgehalten werden. Nukleinsduren sind aufgrund des Zucker-Phosphat-
Rackgrats negativ geladen und wandern daher zur Anode. Die Geschwindigkeit die-
ses Vorgangs ist dabei vom Masse-Ladungsverhaltnis abhangig, das bei Nukleinsau-
ren vorrangig von der GréBe bestimmt wird. Durch den Vergleich mit einem vorhan-
denen Standard, kann so auch die Lange der Sequenz bestimmt werden.

Beim Vergleich der Banden 1-3 mit den Banden 4 und 5 der Abb. 4.01 sieht man
deutlich, dass diese ersten Banden ein geringeres Masse/Ladungsverhaltnis aufwei-
sen, da sie deutlich weiter gewandert sind als die anderen beiden Banden. Da die
Oligonukleotide, die mit Peptiden gekoppelt wurden (4,5) ein héheres Molekularge-
wicht aufweisen, werden diese starker zurlickgehalten. Dies lasst den Schluss zu,
dass die Kopplung erfolgreich war.

Die Bande 4 befindet sich ndher am Startpunkt als die Bande 5. Dies kénnte auf die
Koppelung mit zwei Peptiden und dadurch bedingt ein héheres Molekulargewicht,

zurlckzufUihren sein.

Durch die Aggregation der Konjugaten mit basischen Peptiden bzw. der starkeren
Assoziation mit Salzen kam es zu einer leichten Verzerrung des Gels.
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Abb. 4.01: Polyacrylamid-Gel: Tasche 1: ON 1, Tasche 2: ON 2,Tasche 3: ON 3, Tasche 4: ON1 ge-
koppelt mit C5K (2x), Tasche 5: ON 2 gekoppelt mit C5K (1x), Tasche 6: Standard.

Durch die Konjugation mit Peptiden soll die Zellpenetration und dadurch die Aufnah-
me in die Zelle verbessert werden. Seit langerem ist bekannt, dass gewisse Peptide
eine stabile und effektive Transportform fir Oligonukleotide darstellen.

Entscheidend ist die Auswahl der Peptide und des Linkers, Uber den die Peptide ge-
koppelt werden. Aufgrund der Entschitzung von Thiol-Linker in der endosomalen
Umgebung der Zelle ist dieser hervorragend geeignet und wurde deshalb hier auch
verwendet.

Die weitere Analyse durch HPLC und Massenspektroskopie wurden wahrend meiner
Arbeit noch nicht abgeschlossen. Es missen noch weitere Untersuchungen unter-
nommen werden, um die pharmakologischen Eigenschaften zu ermitteln.
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5. Zusammenfassung

Verschiedene Modifikationen diverser Oligonukleotide haben sich als relativ erfolg-
reich in Studien erwiesen und so einen Grundstein flr die weitere Erforschung und
Entwicklung derer gesetzt.

Meine Diplomarbeit beinhaltet die Synthese eines 2'-modifizierten Oligonukleotid. Als
erstes erfolgte dabei die Herstellung der Alkylseitenkette, genauer gesagt des Thiol-
Linkers, der in einer vorhergehenden Arbeit entwickelt wurde. Aus 2-Mercaptopyridin
wurde ein Dimer hergestellt. Dieses reagierte unter Zugabe von 2-Mercaptoethanol
zu der gewunschten Seitenkette. Durch das Hinzufligen einer Silyl-Gruppe wur-
de anschlieBend die Seitenkette geschitzt und durch die Aktivierung an die
2'-Position gekoppelt. Die Synthese konnte wie geplant erfolgreich durchgefiihrt wer-
den. Nach erfolgter Kopplung und Anbringung der DMTr-Schutzgruppe in 5'-Position,
erfolgte die Herstellung eines Succinat-Bausteins und Verknipfung als Startnukleotid
an der Festphase. Mittels DNA-Synthesizer wurde der fertige Baustein in das Oligo-
nukleotid eingebaut. Durch die sorgfaltige Auswahl der kompatiblen Schutzgruppen
und die Anwendung der Standard-Phosphoramiditmethode konnten erfolgreich die
gewunschten, modifizierten Oligonukleotide erhalten werden. AnschlieBend erfolgte
die Kopplung mit zellpenetrierenden Peptiden. Diese lysinreichen Peptide sind positiv
geladen und erhéhen damit die Zellaufnahme. Durch das im Peptid beinhaltete Cys-
tein konnte eine Disulfidbriicke gebildet werden Uber die die Konjugation erfolgte. Die
Uberpriifung der Kopplung erfolgte mittels Gelelektrophorese. Durch das héhere Mo-
lekulargewicht und eine Ladungsreduktion konnte eine Verringerung der Wande-
rungsstrecke festgestellt werden. Daraus lasst sich ableiten, dass die Koppelung
sich ebenso als erfolgreich erwies.

Die angewendete Methode zur Herstellung der Oligonukleotide und die Koppelung
mit Peptiden stellt eine in Zukunft interessante Methode dar, um die Zellaufnahme

bestimmter Substanzen zu steigern.

Um therapeutische Oligonukleotide zu optimieren kénnen verschiedene Modifikatio-
nen an diesen, als auch am Peptid vorgenommen oder verbessert werden. Die ver-

wendete Methode gewahrleistet bereits eine sichere Synthese flr Oligonukleotide.
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6. Abklrzungen

2'-DPS
ACN
AON
APS
BOP

CDCls
DCM
DC

eq.
d.d.
DIC
DIPEA
DMA
DMF
DMTrCI
DNA
DPC
DTT
DXR
EDTA
ETT

h

HCI
HGPS
HOBt
HPLC
KMnOg4
LCAA-CPG
MeOH

2,2'-Dithiodipyridin

Acetonitril

Antisense Oligonukleotid
Ammoniumpersulfat
Benzotriazolyloxytris(dimethylamino)-phosphonium
hexafluorophosphat

Deuterochloroform

Dichlormethan
Dunnschichtchromatographie

Aquivalent

doppelt destilliert

Diisopropylcarbodiimid
Diisopropylethylamin

Dimethylamin

Dimethylformamid

Dimethoxytritylchlorid
Desoxyribonukleinsaure

Diphenylcarbonat

Dithiotreitol

Doxorubicin

Ethylendiamintetraessigsaure
5-Ethylthio-1H-tetrazol

Stunde

Salzs&ure

Hutchinson-Gilford-Syndrom
1-Hydroxybenzotriazol
Hochleitstungsflissigkeitschromatographie
Kaliumpermanganat

"long chain alkylamine-controlled pore glass"
Methanol
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mRNA
MTBE
NaCl
NaHCOs3
NMR
ON

PE

PEG
PMO
RES
RNA
RT

SK

TBE
TBDMSCI
TCA
TEA
TEMED
TETD
THF
WEK

messenger-RNA
2-Methoxy-2-methylpropan
Natriumchlorid

Natriumbicarbonat
Kernspinresonanz

Oligonukleotid

Petrolether

Polyethylenglykol
Phosphoramidat-Morpholino-Oligomer
Retikuloendotheliales System
Ribonukleinsaure

Raumtemperatur

Seitenkette
TRIS-Borat-EDTA-Puffer
tert.-Butyldimethylsilylchlorid
Trichloressigsaure

Triethylamin
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin
Tetraethylthiuramdisulfid (Sulfurierungsreagenz)
Tetrahydrofuran

demineralisiertes Wasser
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