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Zusammenfassung 

 

Nukleinsäure-basierte Therapeutika bieten durch gezielte Eingriffe in die Genexpression von 

krankheitsverursachenden Proteinen die Möglichkeit, deren Proteinsynthese zu korrigieren 

oder zu regulieren. Um die beabsichtigte therapeutische Wirkung zu erzielen, muss das 

Oligonukleotid zunächst den gewünschten Wirkungsort in der entsprechenden Dosierung 

erreichen. Folglich konzentriert sich die Forschung auf die Entwicklung hochstabiler 

Nukleinsäuren mit hoher Spezifität und effizientem Transport in die Zielzelle, während 

Immunreaktionen und Nebenwirkungen minimiert werden. Ansätze beinhalten das 

Modifizieren der Nukleobasen sowie des Zucker-Phosphat-Rückgrats. Zusätzlich verdeutlicht die 

Präsenz von Biokonjugaten in der pharmazeutischen Entwicklung, die Relevanz der 

Weiterentwicklung von neuen Modifikationsperspektiven.  

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Potenzial von siRNA-basierten Therapeutika zur 

Behandlung von RNA-Viren untersucht. Basierend auf dem Genom des Coronavirus SARS-CoV-2 

wurden chemisch modifizierte und stabilisierte siRNAs für unterschiedliche Zielregionen 

synthetisiert und auf ihre Wirksamkeit getestet. Die vielversprechendsten Kandidaten wurden 

mittels CuI-katalysierter Click-Chemie mit verschiedenen Substituenten konjugiert, die eine 

zielgerichteten Aufnahme in die Zielzellen ermöglichen sollte. In der Tat konnte mit einem 

ACE2-bindenden Hexapeptid die Virusreplikation und die virusinduzierte Apoptose in 

mukoziliären 3D-Lungenmikrogeweben verringert werden. Darüber hinaus wurde die schnelle 

Anpassungsfähigkeit von siRNAs an Virusmutationen demonstriert. 

Im zweiten Teil der Arbeit lag der Fokus zunächst auf der Etablierung eines multifunktionalen 

Linkers, der die direkte, schnelle und selektive post-synthetische Funktionalisierung von siRNA 

mit Targeting-Molekülen ermöglicht. Die Linker Struktur weist vier terminale Azide auf, von 

denen eines ein Chelat-bildendes Picolyl-Azid und die restlichen Alkyl-Azide sind. 

Untersuchungen ergaben, dass die unterschiedlichen Reaktionsgeschwindigkeiten der 

terminalen Azid-Gruppen groß genug sind, um eine hochselektive Konjugation mittels 

CuI-katalysierter Click-Chemie in einer one-pot-Reaktion zu ermöglichen. Analog zu den bereits 

zugelassenen siRNA-Therapeutika Givosiran, Lumasiran, Inclisiran und Vutrisiran wurden 

zunächst zur gezielten Aufnahme in Hepatozyten GalNAc-Einheiten als Liganden für den ASGPR 

Rezeptor konjugiert. Anschließend erfolgte in weiteren Studien zur Adressierung von 

Lungenzelltypen die Konjugation an Peptide.  

Im letzten Teil dieser Arbeit wurde durch die Inkorporation eines 5-Methylaminomethyl-2‘-

desoxy-uridins eine weitere Modifizierungsmöglichkeit in die siRNA integriert. Durch das 
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primäre Amin soll die Konjugation über einen säurelabilen Linker an diverse Moleküle erfolgen, 

um deren Auswirkung auf die Freisetzung aus dem Endosom genauer zu untersuchen.  
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Summary 
 

Nucleic acid-based therapeutics offer the possibility to correct or regulate the protein synthesis 

of disease-causing proteins through targeted modulation in their gene expression. To achieve 

the intended therapeutic effect, the oligonucleotide must first reach the desired site of action in 

the appropriate dosage. Research is focused on developing highly stable nucleic acids with high 

specificity and efficient transport into the target cell while minimizing immune responses and 

off-target effects. Approaches include the modification of nucleobases and the sugar-phosphate 

backbone. In addition, the presence of bioconjugates in pharmaceutical research highlights the 

relevance of further development of new modification perspectives. 

In this work, the potential of siRNA-based therapeutics for the treatment of RNA viruses was 

investigated. Based on the genome of the SARS-CoV-2 coronavirus, chemically modified and 

stabilized siRNAs were synthesized for different target regions and tested for their efficacy. The 

most promising candidates were modified with various substituents using CuI-catalyzed click 

chemistry, which should enable active uptake into the target cells. It was shown, that an ACE2-

binding hexapeptide was able to reduce viral replication and virus-induced apoptosis in 3D 

mucociliary lung microtissues. In addition, the rapid adaptability of siRNAs to target viral 

mutations was demonstrated. 

The second part of the work initially focused on establishing a multifunctional linker that 

enables the direct, rapid and selective post-synthetic functionalization of siRNA with several 

targeting molecules. The linker structure contains four terminal azides, one of which is a 

chelating picolyl azide and the others are alkyl azides. Investigations have shown that the 

different reaction rates of the terminal azide groups are high enough to enable highly selective 

conjugation using CuI-catalyzed click chemistry in a one-pot reaction. Analogous to the already 

approved siRNA therapeutics givosiran, lumasiran, inclisiran and vutrisiran, GalNAc units were 

initially conjugated as ligands for the ASGPR receptor for targeted uptake in hepatocytes. 

Subsequently, conjugation to peptides was performed in further studies for targeted delivery to 

lung cell types. 

In the last part of this work, a further modification option was integrated into the siRNA by 

incorporating a 5-methylaminomethyl-2'-deoxy-uridine. The primary amine could be used for 

conjugation via an acid-labile linker to various molecules. This concept offers the possibility to 

investigate the endosomal release in more detail.  
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1. Einleitung 

 

Die Entwicklung neuer Medikamente erfordert zunächst die Identifizierung eines relevanten 

therapeutischen Ziels, bevor eine Verbindung zur Beeinflussung dessen Funktion entwickelt 

werden kann. Herkömmlicherweise handelt es sich bei diesen Zielen um Proteine, deren 

Funktion durch Small Molecules zielgerichtet moduliert werden.[1] Allerdings zeigte die 

Entschlüsselung des genetischen Codes im Rahmen des Humanen Genom Projekts, dass lediglich 

rund 1,5 % des humanen Genoms für Proteine codieren,[2-4] von denen wiederum nur 14 - 22 % 

aktive Bindestellen aufweisen.[5-6] Folglich kommt neben umfangreichen Screening-Prozessen 

zur Entwicklung passender Small Molecules für die komplexen räumlichen Strukturen dieser 

Bindestellen hinzu, dass einige Proteinklassen wie Transkriptionsfaktoren, Gerüstproteine oder 

Strukturproteine durch diesen traditionellen Ansatz nicht angreifbar sind.[1] Ein alternativer 

Ansatz zur indirekten Modulierung des krankheitsverursachenden Zielproteins basiert auf dem 

Einsatz von Oligonukleotid Therapeutika. Oligonukleotid Therapeutika sind kurzkettige DNA 

oder RNA-Sequenzen, die durch hochspezifische Interaktion mit der Zielsequenz über Watson-

Crick-Basenpaarung gezielt in die Genexpression oder Transkription eingreifen können.[7] Auf 

Grundlage der krankheitsverursachenden Zielsequenz und deren Sekundärstrukturen können 

komplementäre Oligonukleotid Bibliotheken schnell und einfach synthetisiert werden, wodurch 

aktive Sequenzen zeitnah identifiziert werden können.[8-9] Die Eigenschaften des Oligonukleotids 

im Hinblick auf Sicherheit und Wirksamkeit können zudem durch spezifisches Modifizieren der 

Nukleobasen sowie des Zucker-Phosphat-Rückgrats verbessert werden.[9] Daher führt dieser 

Ansatz zu kürzeren Forschungs- und Entwicklungszeiten bei einer breiteren Anwendung.[10] Der 

weltweite Einsatz von COVID-19 mRNA-Impfstoffen hat gezeigt, welchen revolutionären 

Einfluss die Verwendung von Nukleinsäure-basierten Therapeutika im Gesundheitswesen haben 

kann.[11] 

 

1.1. Oligonukleotid Therapeutika und ihre Wirkmechanismen 

 

Antisense Oligonukleotide (ASOs) sind 8 - 30 Basen lange, synthetische Oligonukleotide, die 

komplementär (antisense) zu RNA-Transkripten sind (Abbildung 1).[12-13] Aufgrund ihrer 

Wirkmechanismen können ASOs in zwei Kategorien unterteilt werden: 1) Wirkmechanismus 

durch Binden an die Ziel-RNA mit anschließender Störung ihrer Funktion ohne Förderung des 

RNA-Abbaus und 2) Wirkmechanismus durch Degradierung oder Aktivierung der Ziel-RNA 

mittels endogener Enzyme.[12, 14] Faktoren wie das Design, chemische Modifikationen, die 
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Bindungsstelle und das Ziel-Zellkompartment haben einen Einfluss auf den Wirkmechanismus 

des ASOs.[12] 

 

Abbildung 1. Vereinfachte Darstellung der Wirkmechanismen und intrazellulären Lokalisierung: (a) SSOs 

modulieren das Spleißen durch Binden an prä-mRNA; (b) Gapmere induzieren durch Bildung von 

Gapmer-RNA Duplexen im Zytosol sowie im Nukleus eine RNase-H1 vermittelte Degradierung der Ziel-

RNA; (c) saRNAs rekrutieren den RITA-Komplex und durch Interaktion mit der Promotorsequenz des 

Zielgens kommt es zur Hochregulation der Transkription; (d) Antagomire binden spezifisch miRNAs, 

wodurch die Translation des Ziel-Genes nicht inhibiert wird;  (e) Agomire unterdrücken durch Binden an 

die Ziel-mRNA die Genexpression; (f) siRNAs induzieren die RISC-vermittelte Ziel-mRNA Degradierung. 

Abbildung in Anlehnung an ANWAR et al. und HAMMOND et al.[11, 15]  

 

1.1.1. Splice-switching Oligonukleotide 
 

Splice-switching Oligonukleotide (SSOs) können durch das Binden an prä-mRNA zur Blockierung 

des prä-mRNA Spleißens führen (Abbildung 1a).[16] Es gibt zwei Arten von Spleißmodulation: 

1) Exon-Skipping und 2) Exon-Inklusion.[7] Beim Exon-Skipping bewirkt das Hybridisieren des 

SSOs an die prä-mRNA das Auslassen des Exons, wodurch der gestörte Leserahmen korrigiert 

und ein kürzeres, aber funktionelles Protein produziert wird.[17] Bei Duchenne-

Muskeldystrophie (DMD) Patienten wird durch SSO-induziertes Exon-Skipping der Leserahmen 

der mutierten Dystrophin-prä-mRNA wiederhergestellt und die Produktion eines teilweise 
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funktionellen Dystrophin-Proteins ermöglicht.[18-19] Bei der Exon-Inklusion binden SSOs an die 

prä-mRNA und hindern das Spleißosom und die Spleißfaktoren am Spleißen.[20] Bei Patienten 

mit spinaler Muskelatrophie (SMA) wird durch SSOs die Menge der Exon-7-Inklusion in der 

Survival-Motorneurons 2 (SMN2) mRNA erhöht, was zu einer erhöhten Menge an SMN-Protein 

führt.[21]  

 

1.1.2. RNase H1-vermittelte Degradierung 
 

Ribonukleasen H sind metallabhängige Endonukleasen, die erstmals von HANS STEIN und PETER 

HAUSEN im Jahr 1969 beschrieben wurden.[22-23] RNasen H kommen in allen Zweigen des Lebens 

vor und hydrolysieren die Phosphodiester-Bindung des RNA-Rückgrats in RNA-DNA 

Heteroduplexen, wodurch Spaltprodukte mit einem 5‘-Phopshat- und einem 

3‘-Hydroxyterminus erzeugt werden.[23-24] Dieser RNase-H-Mechanismus bildete die Grundlage 

für DNA-enthaltende Antisense Oligonukleotide als potenzielle Therapeutika. Durch weitere 

Untersuchungen von STANLEY CROOKE und seinem Team konnte gezeigt werden, dass in 

humanen Zellen RNase H1 eine entscheidende Rolle bei der Aktivität von DNA-enthaltenden 

ASOs spielt.[25] 1978 wurde von PAUL ZAMECNIK und MARY STEPHENSON das erste Mal die 

Inhibierung der Proteinexpression durch den Einsatz eines Antisense Oligonukleotids in 

Zellkultur nachgewiesen.[26] Seitdem hat die Forschung deutliche Fortschritte bei der 

Entwicklung von ASO verzeichnet. Heutzutage involviert das typische Design eines RNase-H1-

vermittelten ASOs eine Gapmer-Struktur. Gapmere sind traditionell 20mere und besitzen einen 

zentralen DNA-Bereich, der auf beiden Seiten von jeweils fünf modifizierten RNA-Nukleotiden 

umgeben ist.[27] Bei diesen Modifikationen handelt es sich um Zuckermodifikationen, die für eine 

höhere Bindungsaffinität sorgen. Das 2‘-O-Methoxyethyl-Ribonukleotid flankierte 5-10-5 

Gapmer Design dominiert momentan den Markt.[28] Durch die Bindung des Gapmers mit der 

komplementären Ziel-RNA entsteht ein Gapmer-RNA Duplex, der RNA-DNA Heteroduplexe 

imitiert (Abbildung 1b). Der Gapmer-RNA Duplex rekrutiert RNase H1, was ein Gen-Silencing zur 

Folge hat.[29] Da RNase H1 sowohl im Zytosol als auch im Zellkern ubiquitär ist, wird der RNase 

H1-vermittelte Ansatz häufig zur Unterdrückung krankheitsrelevanter Gene in Betracht 

gezogen.[30] Basierend auf diesem Wirkmechanismus wurden bereits Therapeutika zur 

Behandlung von hereditärer Transthyretin-Amyloidose (hATTR), Familiärer Chylomikronämie 

Syndrom (FCS) sowie Amyotropher Lateralsklerose (ALS) zugelassen.[31-33] 
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1.1.3. RNA-Interferenz 
 

RNA-Interferenz (RNAi) ist ein natürlich vorkommender Mechanismus in eukaryotischen Zellen, 

durch den sequenzspezifisch, post-transkriptionell die Expression eines Gens durch eine 

doppelsträngige RNA (dsRNA), die in ihrer Sequenz homolog zu dem Zielgen ist, inhibiert 

wird.[34-37] Der in Pflanzen, Tieren und Menschen vorkommende Mechanismus ist essenziell für 

die Regulierung der Genexpression, die Abwehr von Viren und zum Schutz des Genoms gegen 

Transposons, und bildet die Grundlage für die Entwicklung von RNAi-basierten 

Medikamenten.[38-39] ANDREW FIRE und CRAIG MELLO publizierten 1998 diese bahnbrechende 

Entdeckung und wurden für ihre Arbeit 2006 mit dem Nobelpreis für Physiologie oder Medizin 

ausgezeichnet.[40] Nur drei Jahre nach der Entdeckung des Phänomens der RNA-Interferenz 

zeigten ELBASHIR et al. sowie CAPLEN et al.,[41-42] dass durch endogene oder synthetische small-

interfering RNAs (siRNA) Gen-Silencing in Säugetierzellen induziert werden kann, ohne 

unspezifische Interferonreaktionen auszulösen.[43] siRNAs sind kurze, nicht-codierende RNA 

Duplexe, die etwa 21-23 Basen lang sind (Abbildung 2).[44] Die zwei komplementären Stränge 

werden als Passenger (Sense) und Guide (Antisense) Strang bezeichnet. Die effizienten siRNAs 

weisen eine 19+2mer Struktur auf, das heißt ein Duplex aus zwei 21 Nukleotid langen Strängen 

mit 19 komplementären Basen und jeweils 2 Nukleotid langen 3‘-Überhängen sowie 

phosphorylierten 5‘-Enden.[45] Der Antisense Strang ist komplementär zu der Ziel-RNA und 

dessen Seed-Region, welche sich an Position 2-8 befindet, ist für die korrekte Erkennung dieser 

RNA verantwortlich.[46] 

 

Abbildung 2. Beispielhafte Darstellung einer siRNA mit einer 19+2mer Struktur bestehend aus 

5‘-phosphorylierten Passenger und Guide Strängen mit jeweiligen 3‘-Überhängen. Die Seed-Region 

befindet sich an Position 2-8 des Guide Strangs und die Argonaut 2 Schnittstelle zwischen Position 9 und 

10 des Passenger Strangs.  

Durch das Einbringen von siRNAs werden diese in den endogenen prä-RNA-induced silencing 

complex (RISC) geladen (Abbildung 1f). Während der Inkorporation in den RISC erfolgt die 

Diskriminierung zwischen dem Sense und dem Antisense Strang. Der Strang, dessen erste 1-4 

Nukleotide des jeweiligen 5'-Endes thermodynamisch instabiler sind, wird mit einer höheren 

Wahrscheinlichkeit in den RISC geladen während der andere Strang durch das Argonaut 2 
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Protein (AGO2) geschnitten wird.[47-48] Der dabei ausgewählte Antisense Strang verbleibt im nun 

aktivierten RISC und ermöglicht durch Watson-Crick-Basenpaarung die Erkennung der Ziel-

mRNA, wodurch die Spaltung des Phosphodiester-Rückgrats der mRNA durch AGO2 induziert 

wird.[49-51] siRNAs wurden zu einem vielversprechenden Werkzeug für die Entwicklung 

genspezifischer Therapeutika, und bereits fünf siRNA Medikamente haben bis dato die klinische 

Zulassung erhalten.[52-56]  

 

1.1.4. Weitere potenzielle therapeutische Oligonukleotide  
 

Die direkt von der DNA transkribierten microRNAs (miRNA) kontrollieren die post-

transkriptionelle Regulierung der Genexpression. Sie können in ihrer Funktion durch 

synthetische Einzelstränge, sogenannten Antagomiren und Agomiren, beeinflusst werden.[57-59] 

Antagomire (anti-miRs) binden spezifisch an ihre komplementäre Ziel-miRNA Sequenz, 

wodurch dessen Funktion, an eine Ziel-mRNA zu binden, blockiert wird (Abbildung 1d).[58, 60] 

Dadurch kommt es zur indirekten Aktivierung der Translation der mRNA in das entsprechende 

Protein.[61] Agomire (miR-Mimic) haben den gegenteiligen Effekt und ahmen die miRNA nach, 

wobei die Sequenz des Agomirs streng komplementär zur miRNA-Bindestelle ist (Abbildung 1e). 

Dadurch bewirken Agomire eine stärkere Bindung an die Ziel-mRNA, wodurch eine 

zielspezifische Inhibierung der Genexpression gewährleistet wird.[59] Fehlregulation von 

miRNAs tritt oft im Zusammenhang mit Krebs auf, was Antagomire und Agomire zu einem 

attraktiven Ansatz für Krebstherapie macht.[61] 

Small activating RNAs (saRNA), die erstmals durch LI et al. beschrieben wurden, sind 

synthetische 21 Basenpaar lange RNA Duplexe, die siRNAs in der Struktur, aber nicht der 

Funktion ähneln. Durch die Interaktion mit der Promotorsequenz des Zielgens sind saRNAs in 

der Lage, den RNA-induzierten Transkriptionsaktivierungskomplex (RITA) zu rekrutieren und 

zur Hochregulation der Genexpression zu führen (Abbildung 1c).[62-63] Die globale klinische 

Studie des saRNA-Medikaments MTL-CEBPA von MiNA Therapeutics zeigte in Kombination mit 

Sorafenib bereits vielversprechende Ergebnisse bei fortgeschrittenem Leberkrebs und offenbart, 

welches große Potential der Ansatz der RNA-Aktivierung (RNAa) birgt.[64-65] 

Weitere potenzielle Oligonukleotide, die ihre Wirkung nicht durch Watson-Crick-Basenpaarung 

ausüben, sind Aptamere, mRNAs und selbst-amplifizierende mRNAs. Aptamere sind 20-100 

Nukleotid lange Einzelstränge, die durch ihre 3D-Struktur und deren elektrostatischen 

Interaktionen spezifisch an das Ziel-Protein binden können.[15, 66-67] mRNAs können zum einen 

zur Expression von therapeutischen Antikörpern und Proteinen eingesetzt werden, um einen 



1. Einleitung  6 

Funktionsverlust zu beheben, oder zum anderen zur Codierung für ein krankheitsassoziiertes 

Antigen dienen, um eine spezifische Immunantwort auszulösen.[29] Selbst-amplifizierende 

mRNAs (sa-mRNAs) codieren zusätzlich zur eigenen Sequenz eine Replikase, wodurch sie sich in 

der Zielzelle selbst replizieren können.[68] Im Fall von potenziellen Impfstoffen resultiert die 

anhaltende Produktion des Zielgens und die damit verbundene Auslösung der angeborenen 

Immunantwort in einer erhöhten Wirksamkeit bei geringerer Dosis.[68-69] Der in Japan bereits 

zugelassene sa-mRNA-Impfstoff ARCT-154 für COVID-19 von Arcturus Therapeutics wies in der 

Booster Studie mit 5 µg eine höhere Immunantwort auf als 30 µg des mRNA-Impfstoffs von 

Pfizer-BioNTech.[70] 

Im Allgemeinen ist die therapeutische Anwendung ausschlaggebend für die Wahl der Modalität. 

Durch das Binden an Ziel-Sequenzen kann eine Modulation in der Funktion der adressierten 

mRNA, miRNA oder prä-mRNA ausgelöst werden, was zu einer Hochregulation, 

Runterregulation oder Modifikation des Zielgens führen kann. Folglich spielen das Target, der 

Wirkmechanismus, aber auch die biophysikalischen Eigenschaften des Oligonukleotides eine 

erhebliche Rolle. 

 

1.2. Herausforderungen für die therapeutische Anwendung 

 

Für die therapeutische Anwendung von Oligonukleotid Therapeutika müssen jedoch einige 

Herausforderungen überwunden werden. Dabei konzentriert sich die Forschung auf die 

Entwicklung hochstabiler Nukleinsäuren mit hoher Spezifizität und effizientem Transport in die 

Zelle bei minimaler Immunantwort und off-target Effekten sowie die Skalierbarkeit in der 

Produktion und deren Kosten.[10] Damit die therapeutische Wirkung des Oligonukleotides 

entfaltet werden kann, muss zunächst die beabsichtigte Dosierung am Wirkungsort erreicht 

werden. Eines der Haupthindernisse ist das Überwinden von zellulären Barrieren, wie die 

selektive Verabreichung in das Zielorgan/-gewebe, der Transport in spezifische Zellen und das 

Erreichen des richtigen zellulären Kompartments. Aufgrund der physikochemischen 

Eigenschaften von Oligonukleotiden können diese nicht wie Small Molecules durch passive 

Diffusion in die Zielzelle gelangen, sondern benötigen ein geeignetes Transportvehikel.[71] 

Erfolgt die Internalisierung des Oligonukleotides durch Endozytose, stellt die nächste Hürde die 

Freisetzung aus dem Endosom dar, da der Wirkungsort meist im Zytoplasma oder im Zellkern 

liegt. Dabei wird die therapeutische Wirkung durch die niedrigen Freisetzungsraten, den Abbau 

durch lysosomale Enzyme sowie Exozytose limitiert.[72-73] Zusätzlich ist der Erfolg der 

therapeutischen Anwendung während des gesamten Prozesses abhängig von der Stabilität des 

Oligonukleotides gegenüber den im Blutkreislauf und Zytosol vorkommenden Endo- und 
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Exonukleasen sowie der Filterung durch die Niere und der damit einhergehenden 

Halbwertszeit.[72] Des Weiteren sind viele Arten von Nukleinsäuren Aktivatoren des 

angeborenen Immunsystems und die daraus resultierende Immunreaktion kann zusätzlich 

durch das Transportvehikel verstärkt werden.[74] Trotz all dieser Hürden konnte die Forschung 

in den letzten Jahren deutliche Fortschritte verzeichnen, wodurch bereits die ersten 

Nukleinsäure-basierten Medikamente zugelassen werden konnten (Tabelle 1) und viele weitere 

sich in der Entwicklung befinden.[75] Zu den von der Food and Drug Administration (FDA) oder 

der European Medicines Agency (EMA) zugelassenen Oligonukleotiden zählen fünf RNase H1-

vermittelte ASOs, vier Exon-Skipping SSOs, ein Exon-Inklusion SSO und fünf siRNAs.Stand 08/2023  
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Tabelle 1. Zusammenfassung zugelassener Antisense Oligonukleotid Therapeutika.(Stand 08/2023)[28, 76]  

Typ Name Zulassungsjahr Indikation 
Wirkmechanismus, 

Delivery-Mechanismus 
Sequenz, Modifikationen Ref. 

ASO 
Fomivirsen 

(Vitravene®) 
1998 

(zurückgezogen) 
CMV-Retinitis RNase H1 und TLR 9 

 

[77] 

Gapmer 
Mipomersen 
(Kynamro®) 

2013 

(zurückgezogen) 

Homozygote Familiäre 
Hypercholesterinämie (HoFH) 

RNase H1 

 

[78] 

SSO 
Eteplirsen 

(Exondys 51®) 
2016 

Duchenne Muskeldystrophie 
(DMD) 

Exon-Skipping 

 

[79] 

SSO 
Nusinersen 
(Spinraza®) 

2016 Spinale Muskelatrophie (SMA) Exon-Inklusion 

 

[80] 

Gapmer 
Inotersen 

(Tegsedi®) 
2018 

hereditären Transthyretin-
Amyloidose (hATTR) 

RNase H1 

 

[31] 

siRNA 
Patisiran 

(Onpattro®) 
2018 

hereditären Transthyretin-
Amyloidose (hATTR) 

RISC AGO2 

Lipidnanopartikel 

 

[52] 

siRNA 
Givosiran 

(Givlaari®) 
2019 

Akute Hepatische Porphyrie 
(AHP) 

RISC AGO2 

GalNAc Konjugat 

 

[53] 
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SSO 
Golodirsen 

(Vyondys 53®) 
2019 

Duchenne Muskeldystrophie 
(DMD) 

Exon-Skipping 

 

[81] 

Gapmer 
Volanesorsen 
(Waylivra®) 

2019 
Familiäres Chylomikronämie 

Syndrom (FCS) 
RNase H1 

 

[32] 

SSO 
Viltolarsen 
(Viltepso®) 

2020 
Duchenne Muskeldystrophie 

(DMD) 
Exon-Skipping 

 

[82] 

siRNA 
Lumasiran 
(Oxlumo®) 

2020 Primäre Hyperoxalurie (PH) 
RISC AGO2 

GalNAc Konjugat 

 

[54] 

siRNA 
Inclisiran 
(Leqvio®) 

2020 

Heterozygote Familiäre 
Hypercholesterinämie (HeFH) 
oder Atherosklerotische Herz-

Kreislauf-Erkrankungen (ASCVD) 

RISC AGO2 

GalNAc Konjugat 

 

[55] 

SSO 
Casimersen 

(Amondys 45®) 
2021 

Duchenne Muskeldystrophie 
(DMD) 

Exon-Skipping 

 

[83] 

siRNA 
Vutrisiran 

(Amvuttra®) 
2022 

hereditären Transthyretin-
Amyloidose (hATTR) 

RISC AGO2 

GalNAc Konjugat 

 

[56] 

Gapmer 
Tofersen 

(Qalsody®) 
2023 

Amyotrophe Lateralsklerose 
(ALS) 

RNase H1 

 

[33] 
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1.2.1. Chemische Modifikationen  
 

Die Verabreichung unmodifizierter Oligonukleotide führt zu deren schneller Degradierung 

durch Endo- und Exonukleasen, wodurch der Wirkungsort nicht in der beabsichtigten Dosierung 

erreicht werden kann. Vor allem die unzureichende Stabilität, aber auch weitere therapeutische 

Eigenschaften wie Immunogenität, Bindungsaffinität und Spezifität können durch die 

Einführung chemischer Modifikationen in das Oligonukleotid verbessert werden. Folglich zählen 

zu den häufig verwendeten Bausteinen in Oligonukleotid Therapeutika neben den natürlich 

vorkommenden RNA- und DNA-Nukleotiden auch nicht-kanonische Nukleotide, die an der Base, 

dem Zucker sowie dem Phosphat-Rückgrat modifiziert sein können (Abbildung 3). Die Anzahl, 

Auswahl und Positionierung der Modifikationen sollten an den Wirkmechanismus des 

therapeutischen Oligonukleotids angepasst werden.  

 

Abbildung 3. Übersicht der chemischen Modifikationen und Analoga, die in therapeutischen 

Oligonukleotiden Anwendung finden. Zur Optimierung von pharmakokinetischen Eigenschaften, Nuklease 
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Resistenz, Immunogenität, Bindungsaffinität sowie Spezifität werden Modifikationen im Bereich der 

Nukleobase (rot), des Zuckers (blau), des Phosphat-Rückgrats (gelb) und des 5‘-Phosphats (grün) 

vorgenommen.  

 

Rückgrat-Modifikationen 

 

Die von FRITZ ECKSTEIN im Jahr 1966 erstmals synthetisierten Mononukleotide, in denen ein 

Sauerstoff des Phosphats durch ein Schwefelatom ersetzt wurde,[84] werden als 

Phosphorothioate (PS) bezeichnet und zählen heute zu einer der Standardmodifikationen in 

therapeutischen Oligonukleotiden.[85] PS-modifizierte Gapmere zeigen zwar eine reduzierte 

Bindungsaffinität zur Ziel-Sequenz auf, sind aber in der Lage, die RNase H1 zu rekrutieren und 

weisen aufgrund ihrer erhöhten Resistenz gegenüber endogenen Nukleasen eine erhöhte 

Stabilität in biologischen Flüssigkeiten auf.[86-87] Aufgrund ihrer Fähigkeit, Plasmaproteine zu 

binden, weisen PS-ASOs eine verlängerte Zirkulationszeit in vivo auf, was in einer verbesserten 

Pharmakokinetik resultiert.[88-89] Ein weiterer Vorteil ist die Interaktion mit 

membrangebundenen Proteinen, wodurch die Internalisierung von PS-ASOs in die Zelle 

gefördert werden kann.[90-91] Die PS-ASO-Protein-Interaktionen wirken sich positiv auf die 

Verteilung im Gewebe, die zelluläre Aufnahme, den intrazellulären Transport und die 

Wirksamkeit aus, erhöhen jedoch gleichzeitig die Toxizität.[88]  Letzteres resultiert hauptsächlich 

aus der unspezifischen Bindung von PS-ASOs an Proteine.[92] Dies führte dazu, dass Forscher 

neue Generationen von PS-ASOs entwickelten, die sowohl weniger toxisch als auch spezifischer 

sind. So konnten MIGAWA et al. zeigen, dass bereits durch den Austausch einer einzigen 

PS-Verknüpfung an der 2. oder 3. Position des 5‘-Endes durch ein ungeladenes Alkylphosphonat 

die Toxizität reduziert oder gar eliminiert werden konnte.[93] Auch eine 2‘-OMe Modifikation an 

der 2. Position kann die unspezifische Proteinbindung reduzieren und dadurch die 

Hepatotoxizität deutlich verringern.[94] Zusätzlich verbessert die Einführung von Zucker 

Modifikationen die Bindungsaffinität des ASOs an die Ziel-Sequenz, die durch die PS-

Verknüpfungen reduziert wird.[86] Folglich ist die Position und die Anzahl an PS-Verknüpfungen 

in ASOs entscheidend. Im Gegensatz zu ihrem PO-Analoga zeigen vollständig PS-modifizierte 

RNAi-Therapeutika eine deutlich geringere Aktivität,[95] weshalb die Modifikation zur 

Stabilisierung gegen Exonukleasen und zur möglichen Zellinternalisierung in der Regel auf die 

Termini beschränkt wird.[96] 

Mit der Einführung jeder PS-Verknüpfung entsteht am Phosphor-Atom ein chirales Zentrum mit 

zwei möglichen Stereoisomeren (SP und RP), was ein racemisches Gemisch mit 2n Spezies zur 

Folge hat (n = Anzahl an PS-Modifikationen). Die einzelnen Spezies könnten sich in ihren 

physiochemischen Eigenschaften unterscheiden. Stereoreine PS-ASOs können durch die 
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Verwendung von vordefinierten, diastereomerenreinen Synthese-Bausteinen hergestellt 

werden.[97-100] IWAMOTO et al. zeigten, dass ein Gapmer mit einem 3‘-SPSPRP-5‘-stereochemischen 

Muster in der Gap-Region die Spaltung der Ziel-Sequenz durch RNase H1 in vitro fördern und 

eine längere Wirkdauer in vivo erzielen kann.[100] Untersuchungen von SAKAMURI et al. an 

Alnylam’s Antithrombin-3 verdeutlichten die Auswirkung der Phosphor-Stereoisomere auf die in 

vivo Aktivität, wobei die Stereochemie am 5‘-Ende sowie an der ersten Position des 3‘-Endes des 

Antisense Strangs kritisch ist.[101] Folglich sind Untersuchungen zur Identifizierung der aktivsten 

Stereoisomere von großer Bedeutung, um die Wirksamkeit von Oligonukleotid Therapeutika in 

Zukunft zu verbessern und somit deren Dosierung zu verringern.  

Die Einführung von Phosphorodithioaten (PS2) in siRNAs kann zu einer signifikant verbesserten 

Serumstabilität und je nach Position zu einer Verbesserung des Gen-Silencing führen.[102-103] Die 

chemische Modifikation, bestehend aus einem PS2 sowie einer 2‘-OMe-Gruppe eines 

Nukleotides (MePS2), führte zusätzlich zu einer erhöhten Wirksamkeit aufgrund der erhöhten 

Beladung des RISC mit der siRNA.[104] 

Die von der STETSENKO Gruppe vorgestellte ladungsneutrale Rückgrat-Modifikation Phosphoryl-

Guanidin (PN) weist im Gegensatz zu PS-Verknüpfungen eine hohe Resistenz gegenüber 

zellulären Nukleasen und eine verbesserte Affinität zur Ziel-Sequenz auf.[105-106] Das sich in der 

klinischen Studie befindende stereoreine ASO WVE-N531 von Wave Life Science beinhaltet 

Phosphoryl-Guadinin-Modifikationen und wird für die potenzielle Therapie von Duchenne 

Muskeldystrophie durch Exon 53-Skipping entwickelt.[107]  

 

5’ Modifikation der siRNA 

 

Unter den Interaktionen zwischen dem RISC und der siRNA erweist sich die 5‘-Phosphat-

Bindungsstelle als eine der kritischsten. Damit eine präzise Spaltung der Ziel-mRNA erfolgen 

kann, muss die genaue Positionierung des 5‘-Phosphat-Endes des Antisense Strangs in die MID- 

Domäne des humanen AGO2 erfolgen.[108-111] Es konnte gezeigt werden, dass die Kinase hClp1 

für die 5‘-Phosphorylierung und folglich für die Aktivität von exogener siRNA verantwortlich 

ist.[112] Allerdings beeinträchtigen 5‘-Antisense modifizierte siRNAs die hClp1 Aktivität.[113] Um 

trotzdem eine 5‘-Phosphorylierung zu erhalten, kann das 5‘-Ende chemisch durch Phosphonate, 

die im Gegensatz zu 5‘-Phosphaten aufgrund ihrer Kohlenstoff-Phosphor-Bindung resistent 

gegen Phosphatasen sind, modifiziert werden.[114] 5‘-(E)-Vinyl-Phosphonat (VP) erhöht die 

Stabilität sowie die Bindungsaffinität der siRNA mit hAGO2, was zu einer erhöhten Anreicherung 

und Halbwertszeit der siRNA in vivo und zu einem verbesserten Gen-Silencing führt.[114-116] 
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Ribose Modifikationen 

 

Die chemische Modifizierung der 2‘-Position des Ribose Zuckers zählt zu einer der häufigsten in 

therapeutischen Oligonukleotiden verwendeten Modifikationen. Durch die Substitution der 

nukleophilen 2‘-OH Gruppe durch 2‘-Methoxy (2‘-OMe), 2‘-Methoxyethyl (2‘-MOE) und 2‘-Fluoro 

(2‘-F) wird die Nuklease Resistenz erhöht, was zu einer verbesserten Serumstabilität, längeren 

Halbwertszeit im Gewebe und folglich auch zu einer längeren Wirkdauer führt.[72, 117] Durch den 

2‘-Substituent wird das Konformationsgleichgewicht in Richtung des C3‘-endo Puckers 

verschoben, was auf der bevorzugten gauche-Ausrichtung des 2‘-Substituenten mit dem 

cyclischen Sauerstoff beruht. Folglich liegt die Helix in einer A-Form vor, was die 

Bindungsaffinität des Oligonukleotides zur Ziel-RNA erhöht (ΔT: 2‘-MOE: 0,9 - 1,7 °C; 

2‘-F: ≈ 2,5 °C pro Nukleotid).[86, 118-119] Die Einführung von 2‘-OMe sowie 2‘-F kann zusätzlich die 

Immunogenität und die dadurch induzierten off-target Effekte minimieren.[120-122] 

Bridged Nukleinsäuren (BNAs), die durch eine Verknüpfung des 2‘- und 4‘-Kohlenstoffatoms in 

eine C3‘-endo Konformation gezwungen werden, erhöhen die Stabilität gegenüber Nukleasen 

und weisen aufgrund der strukturellen Veränderung eine stärkere Bindungsaffinität zur Ziel-

RNA auf.[123-124] Zu den bekanntesten Vertretern zählen Locked Nukleinsäuren (LNA),[125-126] 

2‘-O-Ethyl-BNAs (cEt)[127] sowie tricyclo-DNAs (tcDNA).[128-129] Es konnte gezeigt werden, dass 

pro Inkorporation die Schmelztemperatur für LNA um 3 - 8 °C, für cEt um die 5 °C und für tcDNA 

um 2,4 °C steigt.[124, 127, 129-131] 

Weitere Modifikationen sind Unlocked Nukleinsäuren (UNAs), die aufgrund der fehlenden 

Bindung zwischen dem 2‘- und 3‘-Kohlenstoffatom flexibler und thermisch instabiler sind, 

wodurch die Beladung des Antisense Strangs in den RISC bevorzugt werden kann.[132] Zu den 

UNAs zählen Glycol Nukleinsäuren (GNAs),[133] die durch Einführen in die Seed-Region des 

Antisense Strangs die hepatotoxischen off-target Effekte reduzieren können.[134] Blockierung der 

Termini mit einer invertierten abasischen Modifikation (invAb) kann siRNAs gegenüber 

Exonukleasen im Serum schützen.[135] 

In sterisch blockierenden Oligonukleotiden wird häufig die Ribose-Untereinheit durch eine 

Morpholin-Untereinheit ersetzt.[136-138] Diese sogenannten Phosphorodiamidat-Morpholino-

Oligonukleotide (PMOs) sind ladungsneutral und haben einen positiven Einfluss auf den 

Zelleintritt.[139] Eine weitere ladungsneutralisierende Modifikation sind die neuen sogenannten 

short interfering RiboNucleic Neutrals (siRNN) Moleküle, die anstelle der 

Phosphordiesterbindungen S-Acyl-2-thioethyl (SATE) besitzen. Diese Modifikation unterstützt 

die Zellaufnahme und wird anschließend im Zytoplasma durch Thioesterasen in natürliche 

Phosphordiesterbindungen umgewandelt.[140-141] 
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Basen-Modifikationen 

 

Die Basensubstitution von therapeutischen Oligonukleotiden befindet sich noch in der 

Entwicklungsphase. Dabei wird der Fokus primär auf natürlich vorkommende Basenanaloga 

gelegt, da das Sicherheitsrisiko bei einem möglichen Einbau in das Genom vermutlich geringer 

ist.[10] Das Immunsystem ist darauf trainiert, Oligonukleotide als Fremdmoleküle zu erkennen. 

Dabei interagiert siRNA mit dem Toll-Like-Rezeptor (TLR) 3 auf der Zelloberfläche sowie mit 

den TLR 3, 7 und 8 in subzellulären Kompartimenten. DNA und vor allem Sequenzen, die CpG 

Motive enthalten, stimulieren die Immunantwort durch die Interaktion mit dem TLR 9.[120] Die 

unerwünschte Immunantwort kann durch die Substitution mit 5-Methylcytidin, N6-

Methyladenosin, 5-Methyluridin, 2-Thiouridin sowie Pseudouridin verringert werden.[142] Des 

Weiteren werden methylierte Pyrimidine aufgrund ihrer Erhöhung der Schmelztemperatur um 

rund 0,5 °C pro Nukleotid inkooperiert.[143]  

 

1.2.2. Modifikationsmuster 
 

Wie bereits im vorherigen Kapitel erwähnt, ist die Anzahl, Auswahl und Positionierung der 

Modifikation abhängig von dem Wirkmechanismus des therapeutischen Oligonukleotids. Im 

Hinblick auf das Design ist für die Splice-switching Oligonukleotide nur essenziell, dass die 

Bindung an die Ziel-Sequenz ermöglicht wird, ohne diese zu degradieren. Hierzu werden oftmals 

BNAs und PMOs verwendet, um die Bindungsaffinität zur Zielsequenz zu erhöhen. Für Gapmere 

hingegen muss gewährleitet sein, dass die RNase H1-vermittelte Erkennung und Degradierung 

des Gapmer-RNA Duplexes nicht beeinträchtigt wird. Daher ist die Modifikation am 

2‘-Kohlenstoffatom der Desoxyribose im DNA „Gap“ nicht möglich.[7] Zur Erhöhung der 

Schmelztemperatur der Gapmere werden daher lediglich die Enden des Oligonukleotides mittels 

BNAs modifiziert. Untersuchungen haben ergeben, dass cEt flankierte 3-10-3 Gapmere 

effizienter als deren MOE flankierten 5-10-5 Gapmer Äquivalente sind.[144-145] Ebenfalls kann 

eine Modifizierung mittels LNA erfolgen.[146] 

Das Design einer siRNA beginnt mit der Evaluation einer geeigneten Ziel-Sequenz. Basierend auf 

ELBASHIR et al. eignen sich Regionen 50-100 Nukeotide downstream des Startcodons im Open 

Reading Frames (ORF) des Ziel-Gens mit einem 5‘-AA(N19)TT, 5‘-AA(N21) oder 5‘-NA(N21)-

Motiv.[147-148] Zusätzlich sollten sich keine Sekundärstrukturen an der Stelle der Ziel-RNA 

befinden, da diese die Funktionalität der siRNA beeinträchtigen.[149] Die siRNA Länge variiert 

zwischen 19-29 Nukleotiden, wobei längere siRNAs mit einer höheren Wahrscheinlichkeit eine 
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Immunantwort induzieren.[150] Eine Verhinderung der Aktivierung des Immunsystems kann 

durch das Vermeiden von spezifischen Motiven sowie Sequenzen mit einem hohen GU- und AU-

Anteil, die von TLRs erkannt werden, erzielt werden.[151-152] Auch wenn unvorhergesehene off-

target Effekte immer auftreten können, sollte die Sequenzübereinstimmung mit nicht-

adressierter mRNA höchstens 78 % betragen.[153] Durch biologische und bioinformatische 

Studien wurden positionsspezifische Nukleobasen sowie weitere Parameter für effiziente 

siRNAs bestimmt (Abbildung 4).[154-160] 

 

Abbildung 4. Positionsspezifische Nukleobasen und Parameter für effiziente siRNAs am Beispiel einer 

19+2mer Struktur. Die Seed-Region ist hellblau gekennzeichnet. Abbildung in Anlehnung an FRIEDRICH et 

al. und FAKHR et al.[150, 161]  

Insgesamt sollte der G/C Gehalt der gesamten siRNA zwischen 30-60% liegen.[156, 159] Für die 

richtige Beladung der siRNA in den RISC ist eine asymmetrische Nukleotid Verteilung im Duplex 

sowie eine schwache Basenpaarbindung am 5‘-Ende des Antisense Strangs notwendig.[48, 159-160] 

Die nötige Instabilität und die damit verbundene Reduktion von off-target Effekten kann durch 

einen hohen Gehalt an A/U am 5‘-Ende des Antisense Strangs sowie einem hohem G/C Gehalt am 

5‘-Ende des Sense Strangs erzielt werden.[154, 157, 160] Ein niedriger G/C Anteil zwischen der 

Position 9-14 des Antisense Strangs erlaubt eine zusätzliche Flexibilität in dieser Region, was für 

die Spaltung oder Freisetzung der mRNA von Vorteil sein könnte.[48] Des Weiteren zeigten 

AMARZGUIOUI et al., dass die Einführung von A an der 6. Position die Effizienz der siRNA steigern 

kann.[160] Weitere Untersuchungen durch JAGLA et al. und REYNOLDS et al. ergaben für den Sense 

Strang, dass die Präsenz von A an Position 4 und U an Position 10 sowie die Abwesenheit von G 

an Position 13 und G oder C an Position 1 die Wirksamkeit der siRNA steigern.[157-158] Zusätzlich 

sollten interne Wiederholungen, Palindrome sowie CCC- und GGG-Sequenzen sowohl im Sense 

als auch im Antisense Strang aufgrund dadurch möglicher Sekundärstrukturen vermieden 

werden.[157-158] Integrierte dTdT 3‘-Überhänge verleihen dem siRNA Duplex zusätzlich eine 

gewisse Resistenz gegenüber Nukleasen.[158-160]  

Im Modifikationsmuster der auf dem Markt und in der Entwicklung befindenden siRNA 

Therapeutika lässt sich die Weiterentwicklung des siRNA-Designs seit der anfänglichen 

Verwendung von nackten siRNAs erkennen (Abbildung 5).[10, 41]  
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Abbildung 5. Repräsentative Modifikationsmuster von siRNA Therapeutika. Abgebildet sind die von 

Alnylam Pharmaceuticals entwickelten STC, ESC und ESC+ Modifikationsmuster sowie die siRNA-Designs 

von Dicerna Pharmaceuticals und Silence Therapeutics. Abbildung in Anlehnung an HU et al.[10] 

Bereits 2005 wurde durch ALLERSON et al. nachgewiesen, dass vollständig modifizierte siRNAs 

mit alternierenden 2‘-OMe und 2‘-F modifizierten Nukleotiden im Gegensatz zu nackten siRNAs 

die Plasmastabilität und somit die in vitro Wirksamkeit um mehr als das 500-fache 

verbessern.[162] Auch in vivo zeigten diese siRNAs in Kombination mit Phosphorothioaten eine 

verbesserte Stabilität, was in einer höheren Aktivität der RNAi resultierte.[163] Eine ähnliche 

chemische Konfiguration bildet die Grundlage für das von Alnylam Pharmaceuticals entwickelte 

Standard Template Chemistry (STC) Modifikationsmuster, auf dem das eingestellte RNAi 

Therapeutikum Revusiran zur Behandlung von Transthyretin-Amyloidose basiert.[164-165] Durch 

weitere Stabilisierung des siRNA Rückgrats entwickelte sich das Enhanced Stabilization 

Chemistry (ESC) Design, auf dem Givosiran zur Behandlung von akuter hepatischer Porphyrie 

basiert.[53, 164] Durch die Einführung weiterer Phosphorothioate und der Reduzierung an 

potentiell toxisch wirkenden 2‘-F Modifikationen konnte die Wirksamkeit und die Wirkdauer bei 
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geringerer Dosierung verbessert werden.[166-168] Das neuste Design, ESC+, beinhaltet die 

Einführung einer GNA-Modifikation an Position 7 des Antisense Strangs zur thermischen 

Destabilisierung in der Seed-Region. Dadurch konnte das Sicherheitsprofil in Ratten aufgrund 

der Verringerung von off-target Effekten sowie der daraus resultierenden Hepatotoxizität 

deutlich verbessert werden.[133] Auch andere Pharmaunternehmen wie Arrowhead 

Pharmaceuticals,[169] Dicerna Pharmaceuticals[170] und Silence Therapeutics[171] widmen sich der 

Entwicklung neuer Modifikationsmuster, um leistungsstarke/wirkungsvolle siRNA 

Therapeutika zu etablieren.  

 

1.2.3. Transportsysteme 
 

Obwohl die verschiedenen Oligonukleotide unterschiedliche Wirkmechanismen aufweisen, 

müssen sie alle effektiv und in großer Menge in die betreffenden Zellen eingebracht werden. 

PS-modifizierte ASOs können ohne ein Transportsystem durch die Interaktion mit 

membrangebundenen Proteinen von Zellen internalisiert werden,[14] wobei es hauptsächlich zur 

Anreicherung in der Leber und den Nieren kommt.[172] siRNAs benötigen aufgrund ihrer Größe 

(13-14 kDa), Hydrophilie und des negativ geladenen Rückgrats ein Transportsystem, um ihre 

therapeutische Wirkung im Gewebe zu entfalten.[173] Zur Lösung dieser Herausforderungen 

werden drei Hauptstrategien verfolgt: Transfektion der Oligonukleotide mittels Nanocarrier-

Formulierung, die Konjugation der Oligonukleotide mit Molekülen zur Förderung der passiven 

Zellaufnahme oder Rezeptor-Liganden zur aktiven Adressierung von spezifischen 

Membranrezeptoren. Vorrausetzungen für alle Strategien beinhaltet ein biokompatibles und 

nicht-immunogenes Transportsystem.[139, 173-174] 

Eine wichtige Klasse an Transportsystemen für Oligonukleotide stellen Nanocarrier dar, zu 

denen Liposome[52], Peptide[175], Dendrimere[176], Exosome[177], sphärische Nukleinsäuren 

(SNAs)[178] und DNA-Nanostrukturen[179] zählen. Durch gezieltes Modifizieren können 

biophysikalische Eigenschaften wie Größe, Morphologie, Struktur und Oberflächeneigenschaften 

des Nanocarriers kontrolliert werden, wodurch die Stabilität, die zelluläre Aufnahme, der 

intrazelluläre Transport und die endosomale Freisetzung verbessert werden können.[29] Das von 

Alnylam Pharmaceuticals entwickelte Patisiran ist in einem Lipid-basierten Nanopartikel (LNP) 

verpackt, dessen Zusammensetzung den Transport aufgrund der Interaktion zwischen dem 

absorbierten Apolipoprotein E (ApoE) auf dem LNP und dem low-density Lipoprotein (LDL) 

Rezeptor in Hepatozyten gewährleistet.[180] Durch das veränderte Verhältnis von kationischen 

und anionischen Lipiden kann die Aufnahme in die Lunge oder die Milz gezielt gesteuert 

werden.[181] Eine Alternative zu LNPs, die eine zelluläre Toxizität hervorrufen, sind 
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widerstandsfähige endogene Vesikel wie Exosomen, die erfolgreich mit siRNAs, mRNAs und 

sogar Plasmiden beladen werden können.[182-183]  

Oligonukleotide können durch präzise Konjugation an Liganden, die spezifisch auf den Zielzellen 

exprimierte Oberflächenrezeptoren adressieren, internalisiert werden.[29] Als Liganden können 

verschiedene Biomoleküle wie Proteine[184], Antikörper[185-188], Peptide[71, 189-194], Lipide[195-199], 

Kohlenhydrate[200-201] und Vitamine[202-203] dienen. Das bekannteste, adressierbare 

Rezeptorprotein ist der Asialoglykoprotein-Rezeptor (ASGPR), der lediglich auf Hepatozyten 

hoch exprimiert ist und spezifisch terminale Galactose- sowie N-Acetylgalactosamin (GalNAc)-

Reste bindet.[204] Dabei ist die Anzahl sowie die räumliche Anordnung der Zuckereinheiten 

entscheidend für die Bindungsaffinität.[200, 205-206] Die Rezeptor-Liganden-Bindung ist abhängig 

vom pH-Wert und dissoziiert unter den sauren Bedingungen im Endosom.[207] Anschließend 

wird der ASGPR in einem Zeitrahmen von 15 Minuten an die Zelloberfläche recycelt.[208] Diese 

Eigenschaften machen den ASGPR zum idealen Rezeptor für aktives Targeting und führten in 

Kombination mit dem von MANOHARAN und seinen Mitarbeitern optimierten trivalenten GalNAc-

Liganden zu einer Reihe an zugelassenen siRNA-Konjugaten.[28, 133, 167-168, 209-212] Für die 

zukünftige Behandlung von extra-hepatozytischen Erkrankungen wird weiterhin an neuen 

Targeting-Plattformen geforscht. UEHARA et al. zeigten, dass der auf Makrophagen und 

dendritischen Zellen vorkommende Mannose Rezeptor C-Typ 1 (CD206) selektiv durch eine mit 

vier α-Mannose-Einheiten konjugierte siRNA adressiert werden kann und folglich zur 

Runterregulation des Zielgens führt.[201] Ein weiterer vielversprechender Rezeptor ist der 

ubiquitär exprimierte Transferrin Rezeptor (TfR), der aufgrund seiner Expression auf Hirn-

Endothelzellen zunehmend Interesse weckt.[213] TfR-gerichtete Liganden könnten somit das 

Haupthindernis - die Blut-Hirn-Schranke - zur Behandlung von Erkrankungen des zentralen 

Nervensystems überwinden.[214-215] Darüber hinaus konnten SUGO et al. bereits zeigen, dass TfR 

durch Antikörper-siRNA-Konjugate adressiert werden kann, um ein Gen-Silencing in 

Muskelgeweben zu bewirken.[187] Trotz der vielversprechenden Ansätze und zahlreichen 

weiteren Strategien[216-218] bleibt der effiziente und spezifische Transport von therapeutischen 

Oligonukleotid-Konjugaten in nicht-hepatozytische Zielgewebe eine Herausforderung, die 

überwunden werden muss.  

 

1.2.4. Endosomale Freisetzung 
 

Oligonukleotide werden, nachdem sie das Ziel-Gewebe erreicht haben, mittels Endozytose in die 

Zelle aufgenommen.[76, 219] Nach der Internalisierung durchlaufen diese verschiedene 

endosomale Reifestadien, angefangen beim frühen Endosom über das späte Endosom, von dem 
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aus die Oligonukleotide entweder ans Lysosom für die Degradierung oder an multivesikuläre 

Körper für die Exozytose weitergeleitet werden können.[11, 220-221] Die Freisetzung von 

Oligonukleotiden aus dem Endosom ist für die therapeutische Anwendung essenziell und stellt 

gleichzeitig aufgrund der molekularen Größe, der Hydrophilie sowie des negativ geladenen 

Phosphor-Zucker-Rückgrats eine der größten Herausforderungen dar. Es wurde gezeigt, dass 

lediglich 1-2 % der GalNAc-konjugierten Gapmere[222] und 0,3 % der GalNAc-konjugierten 

siRNAs[223] ins Zytosol gelangen und in vivo mit ihrer Ziel-Sequenz interagieren. Die restlichen 

rund 99 % des therapeutischen Oligonukleotides bleiben in den Endosomen eingeschlossen.[224-

225] Die niedrigen Freisetzungsraten aus dem Endosom, der Abbau der Oligonukleotide durch 

lysosomale Enzyme und Exozytose limitieren die Menge an verfügbarem Oligonukleotid für eine 

therapeutische Wirkung.[72-73] Gleichzeitig dienen die eingeschlossenen Oligonukleotide als 

Depot, die über einen längeren Zeitraum langsam aus dem Endosom entweichen können, was zu 

einer längeren Wirkdauer führt.[73] Folglich ist es von entscheidender Bedeutung, ein 

Gleichgewicht zwischen der Verbesserung der endosomalen Freisetzung für eine bessere 

Wirksamkeit und dem Depot-Effekt für eine längere Wirkdauer zu wahren.[76]  

Der Mechanismus der Freisetzung von Oligonukleotiden aus dem Endosom in das Zytoplasma ist 

trotz jahrzehntelanger Forschung bis heute nicht aufgeklärt und limitiert die Entwicklung von 

effizienten Delivery-Systemen. Für viele potenzielle Ansätze zur Freisetzung aus dem Endosom 

bildet die Änderung des pH-Werts von der Aufnahme an der Zelloberfläche (pH ≈ 7,4) bis hin 

zum Lysosom (pH ≈ 4,5) die Basis.[220-221, 226] Moleküle, die aufgrund des niedrigen pH-Werts im 

Endosom protoniert werden können, führen durch die Aufnahme von H2O, H+ und Cl- zur 

Steigerung des osmotischen Drucks und schließlich zur Ruptur des Endosoms (Proton-Sponge-

Effekt) oder zur Membrandestabilisierung.[10, 224, 227-228] Small Molecules, wie das 

Malariamedikament Chloroquin[229] oder das von BOST et al. entwickelte CMP05[230], welches 

bereits eine verbesserte Aufnahme von SSOs ermöglicht hat, können durch den Proton-Sponge-

Effekt die endosomale Freisetzung induzieren. Ein weiteres bereits für Oligonukleotide 

eingesetztes Small Molecule ist Amphotericin B, dass durch die Ausbildung von 

Transmembranporen die Membrandestabilisierung induziert.[231-232] Ein weiterer 

vielversprechender Ansatz sind zellpenetrierende Peptide (CPPs).[227, 233] Viele der kurzen 

kationischen und/oder amphipathischen Peptide haben ihren Ursprung in natürlich 

vorkommenden Proteinelementen.[234] Das kationische Peptid TAT (48-60) und das 

amphipathische Peptid Penetratin, die von dem HIV-1-TAT-Transaktivator Protein und der 

Homöodomäne des Antennapedia-Proteins abgeleitet sind,[235-236] führten jeweils bei einer 

Konjugation an eine siRNA zu einer Steigerung des Gen-Silencing in vivo.[237] BROWN et al. zeigten, 

dass die Verabreichung des amphipathischen GalNAc-INF7-Peptid Konjugats nach der 

Applizierung einer GalNAc-konjugierten siRNA zu einer deutlichen Steigerung des Gen-Silencing 
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in vivo führen kann.[223] Das von der SZOKA Gruppe synthetische amphipathische GALA-Peptid 

nimmt bei einem niedrigen pH-Wert eine spiralförmige Konformation an und induziert eine 

Destabilisierung der Lipiddoppelschicht.[238] Die HARASHIMA Gruppe zeigte, dass die Modifikation 

eines kationischen Liposoms, bestehend aus Phosphatidylcholin und Cholesterin, mit dem 

GALA-Peptid den Transport sowie die endosomale Freisetzung von siRNA verbessert.[239]  

Obwohl es mit den verschiedenen Ansätzen für Oligonukleotid Therapeutika möglich ist, aus 

dem Endosom zu entkommen, besteht die Herausforderung darin, ein bestimmtes Maß 

zwischen der Freisetzung und unerwünschten Nebeneffekten zu wahren. Daher sind die 

Kriterien für das „Freisetzungsmolekül“ nahezu endlos. Zu den Kriterien zählen laut STEVEN 

DOWDY (I) eine ≥ 10-fach höhere Freisetzungsrate, (II) eine kovalente Bindung zum 

Oligonukleotid für die ortsspezifische Wirkung, (III) ein lediglich im Endosom aktiver 

Mechanismus, (IV) idealerweise nur eine lokale Zerstörung der endosomalen Membran anstatt 

einer Ruptur des gesamten Endosoms, (V) eine metabolische Stabilität zur Verhinderung einer 

vorzeitigen Aktivierung/ eines vorzeitigen Abbaus, (VI) keine Beeinflussung oder Dominierung 

der Targeting-Domäne, (VII) eine Umgehung des adaptiven Immunsystems und Ermöglichung 

mehrfacher Verabreichungen durch Vermeidung von Protein- und Peptid-basierten Molekülen 

(VIII) keine Toxizität der möglichen Nebenprodukte sowie (IX) eine hohe Skalierbarkeit der 

Synthese für die klinische Anwendung.[225] Diese Eigenschaften müssen durch innovative Ideen 

umgesetzt werden, damit Oligonukleotid Therapeutika zukünftig effizienter die endosomalen 

Kompartimente verlassen können, um das Zytosol oder den Zellkern zu erreichen und dort ihr 

vollständiges Potential zu entfalten.  

 

1.3. Potential von Konjugations- und Linkerstrategien  

 

Biokonjugation ist ein mächtiges Werkzeug zur Funktionalisierung von Oligonukleotid 

Therapeutika. Durch die kovalente Bindung des Oligonukleotides an spezifische Moleküle 

können verschiedene Herausforderungen wie die Erhöhung der Bioverfügbarkeit und die 

Verlängerung der biologischen Halbwertszeit verbessert werden. Auch die Verbesserung der 

Pharmakokinetik und die gezielte Abgabe an bestimmte Gewebe oder Zelltypen können dadurch 

ermöglicht werden. Darüber hinaus kann die Internalisierung in die Zielzellen und die effiziente 

Flucht aus dem Endosom erleichtert werden. Diese Maßnahmen tragen zur Erhöhung der 

Wirksamkeit und zur Minimierung von Nebenwirkungen bei.[240] Aufgrund der 

bemerkenswerten Möglichkeiten für die therapeutische Anwendung ist die Entwicklung von 

neuen Modifikationsperspektiven essenziell.  
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Die Modifikation von Oligonukleotiden kann an unterschiedlichen Positionen innerhalb des 

Moleküls mit verschiedenen Strategien erfolgen, wodurch eine Vielzahl an Biokonjugaten mit 

unterschiedlichen Eigenschaften generiert werden können (Abbildung 6a). Insbesondere die 3‘- 

und 5‘-Enden der Oligonukleotide werden bevorzugt mit Liganden konjugiert, um die 

Basenpaarung nicht zu beeinträchtigen.[76] Allerdings haben Studien gezeigt, dass eine 5‘-

Phosphorylierung des Antisense Strangs in siRNAs von großer Bedeutung für die Interaktion mit 

der MID-Domäne des AGO2 ist und daher nicht chemisch modifiziert werden sollte.[47-48, 241] 

Obwohl beide Stränge in den RISC-Komplex geladen werden, wird die Konjugation des Sense 

Strangs zur möglichen Verringerung von off-target Effekten und zur Bewahrung des on-target 

Potentials bevorzugt. Die Modifikation des Phosphor-Zucker-Rückgrats sowie der Nukleobasen 

ist ebenfalls denkbar und bietet eine gewisse Flexibilität in Bezug auf die Anzahl sowie die 

Positionierung der Konjugation (Abbildung 6b).[242]  

 

Abbildung 6. (a) Präferierte Konjugationsstellen in ASOs und siRNAs. (b) Potenzielle Konjugationsstellen 

in Oligonukleotiden. Abbildung in Anlehnung an MANGLA et al.[76] 

Im Zusammenhang mit therapeutischen Oligonukleotiden werden funktionale Linker zur 

Konjugation von Liganden immer relevanter. Dabei besteht die Herausforderungen für Linker 

darin, optimale pharmakokinetische Eigenschaften und eine hohe Stabilität im Blutkreislauf 

aufzuweisen und gleichzeitig die spezifische Freisetzung des Oligonukleotides in der Zielzelle zu 

ermöglichen.[243-244] Für einen maximalen therapeutischen Effekt sind Faktoren wie Länge, 

Flexibilität sowie Löslichkeit der Linker Struktur ausschlaggebend.[76] Abhängig vom 

therapeutischen Vorhaben können sowohl spaltbare als auch nicht-spaltbare Linker eingesetzt 

werden. Stabile Linker-Strategien beruhen vorwiegend auf Amid-, Triazol- sowie Maleimid-

Verknüpfungen (Abbildung 7). Spaltbare Linker hingegen nutzen meistens Strategien, die auf 

der intrazellulären reduktiven Umgebung oder auf der pH-Änderung von Zelleintritt bis hin zum 

lysosomalen Kompartment basieren (Abbildung 8).[76, 245]  

 



1. Einleitung  20 

Nicht-spaltbare Linker 

 

Die Amid-Bindung kann durch die biokompatible Reaktion einer in das Oligonukleotid 

integrierten primären Amin-Gruppe und einer aktivierten Carbonsäure gebildet werden und 

beeinflusst nur minimal die physiochemischen Eigenschaften des gebildeten Konjugats.[76] 

Folglich wurde die Konjugationsstrategie bereits für zahlreiche Konjugate wie GalNAc-

Oligonukleotide, lipophile Oligonukleotide und Antikörper-Oligonukleotide verwendet.[53-56, 195-

196, 246-249]  

 

Abbildung 7. Gängige stabile Verknüpfungsstrategien zur Funktionalisierung von Oligonukleotiden mit 

Liganden. 

Die Click-Chemie hat sich zu einem mächtigen Werkzeug in der Konjugationschemie entwickelt. 

Der von SHARPLESS geprägte Begriff der Click-Chemie umfasst mit wässrigen Lösungen 

kompatible, selektive und stereospezifische Reaktionen, die eine breite Anwendung mit sehr 

hohen Ausbeuten aufweisen.[250] Ein Beispiel ist die auf der Huisgen Cycloaddition[251] 

basierende Kupfer-katalysierte Azid-Alkin-Cycloaddition (CuAAC)[252-253]. Die synthetisch einfach 

zugänglichen Azid und Alkin Funktionalitäten sind aufgrund ihrer nicht vorhandenen Reaktivität 

gegenüber anderen in der Natur vorkommenden funktionalen Gruppen bedingt bioorthogonal 

sowie biokompatibel und reagieren unter der Zugabe von CuI quantitativ zum chemisch stabilen 

1,4-disubstituierten Triazol.[254] Aufgrund der Tatsache, dass exogene Metalle wie Kupfer bereits 

in geringen Konzentrationen in cellulo sowie in vivo eine Cytotoxizität aufweisen,[255-256] führte 

zu einem erheblichen Interesse an der Entwicklung von vergleichbaren sowie physiologisch 

kompatiblen Click-Reaktionen.[257] Im Zusammenhang mit der Konjugation von Oligonukleotiden 

findet auch die sogenannte Strain-Promoted Azid-Alkin Cycloaddition (SPAAC)[258] Anwendung. 
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Diese basiert auf der in 1961 von WITTIG und KREBS gemachten Beobachtung, dass die Reaktion 

von Cyclooctin mit Phenylazid unmittelbar zu dem entsprechenden Triazol-Derivat in hohen 

Ausbeuten erfolgte.[259] Grund für die hohe Reaktivität ist die Ringspannung des Cyclooctins, da 

es das Alkin in einen Bindungswinkel von 163° zwingt.[258, 260] Neuartig substituierte Cyclooctine 

wie Difluorocyclooctin (DIFO)[261] und Dibenzocyclooctin (DIBO)[262] konnten die Reaktionsrate 

deutlich verbessern, wiesen allerdings eine fehlende Regioselektivität bei der durch die 

Ringspannung induzierten Cycloaddition auf. Die daraufhin entwickelten achiralen Cyclooctine 

Dibenzoazacyclooctin (DBCO)[263] und Bicyclo[6.1.0]nonin (BCN)[264] resultieren in der Bildung 

eines einzelnen Regioisomers und stellen heutzutage eine beliebte Konjugationsstrategie für 

Oligonukleotide dar.[218, 265-267] Eine weitere Möglichkeit zur Konjugation sind Diels-Alder- und 

inverse Diels-Alder-Reaktionen, in denen es zur Reaktion zwischen einem Dienophil und einem 

Dien kommt. Das Dien kann dabei direkt in das Oligonukleotid integriert werden, da es unter 

den Synthese Bedingungen stabil ist.[268]  

Eine weitere potenzielle hocheffiziente Reaktion zur Biokonjugation stellt die Michael-

Additionen dar.[254, 257] Maleimide werden häufig als Michael-Akzeptoren zur Konjugation von 

Oligonukleotiden verwendet, da diese mit primären Thiolen in wässriger Lösung ohne die 

Zugabe eines Katalysators zu stabilen Thio-Maleimid-Linkern reagieren.[76] Sowohl die 

Einführung einer Maleimid-Einheit als auch die einer Thiol-Gruppe in das Oligonukleotid ist 

möglich, wodurch die direkte Konjugation mit Antikörpern oder funktionalisierten Peptiden 

erfolgen kann.[187, 217, 269] Weitere Verknüpfungsstrategien über Thioether oder Harnstoff können 

durch nukleophile Addition erfolgen.[270] 

Spaltbare Linker 

Disulfidbindungen stellen aufgrund des Redoxunterschieds zwischen dem oxidierenden 

extrazellulären und dem reduzierenden intrazellulären Raum einen vielversprechenden Ansatz 

dar.[271] Die Reduktion des Disulfids kann durch Glutathion erfolgen, dessen Konzentration im 

Zytosol (1-10 mM) deutlich höher ausfällt als im Plasma (1-6 μM).[272-274] Zur Vermeidung von 

Homodimeren können Disulfide durch die Reaktion einer aktivierten Thiol-Gruppe 

wie S-Pyridylthiol mit einem Thiol gebildet werden.[275-276] Disulfidbindungen können nicht nur 

als Konjugationsstrategie verwendet werden,[277] sondern auch zur Freisetzung des 

Oligonukleotides vom Liganden in Linker Strukturen integriert werden. Der von PONTARELLI et 

al. entwickelte Phosphoramidit-Linker mit Disulfidbindung und terminaler Tosyl-Gruppe kann 

mittels Festphasensynthese in Oligonukleotide eingebaut und anschließend zur weiteren 

Funktionalisierung post-synthetisch modifiziert werden.[278]  
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Abbildung 8. Spaltbare Verknüpfungsstrategien zur Funktionalisierung von Oligonukleotiden mit 

Liganden. 

Effiziente pH-sensitive Linker müssen zum einen eine hohe Stabilität bei physiologischem 

pH-Wert aufweisen und zum anderen im sauren Milieu hydrolysieren, um somit eine 

Freisetzung zu erzielen.[243] Spaltbare Linker umfassen eine Reihe verschiedener Reaktionen, 

wie die eines primären Amins mit Isothiocyanat zu Thioharnstoff oder die eines Aldehyds mit 

einer 1,2-Aminothiol-Gruppe zu Thiazolidin, einer Hydrazin-Gruppe zu Hydrazon oder einer 

Aminooxy-Gruppe zu Oxim.[270] Die Synthese von 5‘-lipophilen Oligonukleotid-Konjugaten über 

eine Hydrazon-Verbindung konnte durch MESCHANINOVA et al. gezeigt werden.[279] Eine weitere 

Möglichkeit sind zyklische Anhydrid-Derivate wie Maleinsäureanhydrid, Citraconsäureanhydrid 

und cis-Aconitsäureanhydrid, die durch säurekatalysierte Hydrolyse der Amidbindung in der 

Freisetzung eines Amins resultieren.[280-282] Der von der WAGNER Gruppe publizierte 

Azidomethyl-Methylmaleinsäureanhydrid (AzMMMan)-Linker ermöglicht zusätzlich die 

Funktionalisierung mittels Click-Chemie und wird spurlos im leicht sauren Milieu wie in 

Tumorgewebe oder dem frühen Endosom gespalten.[283] Des Weiteren können die säurelabilen 

Gruppen in den Linker integriert werden. Potenzielle Ansätze bieten die bereits für Antikörper-
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Wirkstoff-Konjugate (ADC) entwickelten Linker. Mylotarg und Besponsa von Pfizer sowie 

Trodelvy von Gilead Sciences konnten durch die Integration von Hydrazon- und Carbonat-

basierten Linkern erste klinische Erfolge erzielen.[284-287] Eine verbesserte Stabilität weist der 

2019 entwickelte, neuartige Silylether-basierte Linker auf, dessen Halbwertszeit sich im 

menschlichen Plasma auf t1/2 = 7 d beläuft.[288] Neben Hydrazon-, Carbonat- und Silylether-

Linkern besitzen weitere chemische Einheiten wie Acetale oder Orthoester das Potential, unter 

sauren Bedingungen selektiv gespalten zu werden. JACQUES et al. untersuchten in vitro die 

lysosomale Spaltung des reaktiven sowie selektiven Spirodiorthoester (SpiDo), der nach 90 

Minuten eine signifikante Hydrolyse bei pH 5 und 6 zeigt.[289-290]  Eine noch geringere 

Hydrolyserate wies der Methoxybenzaldehyd Acetal-Linker auf,[289] was das Potential von 

Acetal-Linkern in Bezug auf Plasmastabilität bei gleichzeitiger selektiver Freisetzung unter 

lysosomalen Bedingungen zeigt. 

Verschiedene Ansätze werden für die Entwicklung von effizienten Linkern für Oligonukleotid-

Konjugate verfolgt. Faktoren wie die Stabilität im biologischen Medium, chemische und 

biologische Reaktivität, Spaltbarkeit und Löslichkeit des Linker sind essenziell für die 

Eigenschaften des gewünschten Konjugats und diesbezügliche Entscheidungen werden anhand 

der Anforderung der therapeutischen Anwendung getroffen.[291] Die zunehmende Präsenz von 

Biokonjugaten in der pharmazeutischen Entwicklung verdeutlicht, dass hochspezifische 

Biokonjugationschemie sowie die Entwicklung von effizienten Linkern zu den 

Schlüsselelementen in der Weiterentwicklung von Nukleinsäure-basierten Therapeutika 

zählen.[240] 
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2. Aufgabenstellung 

 

Die Geschwindigkeit der Ausbreitung des Coronavirus SARS-CoV-2 (schweres akutes 

respiratorisches Syndrom Coronavirus Typ 2) im Jahr 2019 resultierte in einer weltweiten 

Pandemie und verdeutlichte die Notwendigkeit anpassungsfähiger antiviraler Strategien zur 

Bekämpfung von RNA-Viren. Daher liegt der Schwerpunkt dieser Arbeit auf der Erforschung von 

Methoden, die eine schnelle Anpassung ermöglichen.  

Im ersten Teil dieser Arbeit sollte die Entwicklung einer siRNA im Fokus stehen, die potenziell 

zur Prävention oder Behandlung einer SARS-CoV-2 Infektion eingesetzt werden kann. Im 

Mittelpunkt sollte die Erhöhung der Nuklease Resistenz und folglich der Halbwertszeit durch die 

Optimierung der Stabilität der siRNA durch chemische Modifikationen stehen. Die 

Herausforderung der effizienten sowie zielgerichteten Aufnahme der siRNAs in Lungenzellen 

und -gewebe sollte durch das Adressieren des Angiotensin-konvertierendes Enzym 2 (ACE2) 

Rezeptors erzielt werden. Hierfür sollte eine Alkin-Funktionalität in die siRNA inkorporiert 

werden, die eine Konjugation mittels CuI-katalysierter Click-Chemie an ein ACE2-bindendes 

Peptid ermöglicht.  

Im zweiten Teil dieser Arbeit sollte die Etablierung eines Linker-Systems erfolgen, das die 

effiziente Konjugation mehrerer Targeting-Moleküle ermöglicht. Ziel ist es, durch präzise post-

synthetische Modifizierung mit Zuckern oder Peptiden die gezielte Adressierung und Aufnahme 

in spezifische Zelltypen zu untersuchen.  

Im letzten Teil dieser Arbeit sollte eine weitere Modifizierungsmöglichkeit in die siRNA 

integriert werden. Diese sollte zur Konjugation von diversen endosomalen Escape 

induzierenden Molekülen genutzt werden, um die Freisetzung aus dem Endosom zu 

untersuchen. Studien hierzu sind entscheidend, um die Wirksamkeit von Oligonukleotid 

Therapeutika langfristig zu steigern.  
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3. Veröffentlichte Arbeiten 

 

3.1. Unterdrückung der SARS-CoV-2 Replikation mit stabilisierten und 

durch Click-Chemie modifizierten siRNAs 

 

„Suppression of SARS-CoV-2 Replication with Stabilized and Click-Chemistry Modified siRNAs” 

F. R. Traube#, M. Stern#, A. J. Tölke#, M. Rudelius, E. Mejías-Pérez, N. Raddaoui, B. M. Kümmerer, 

C. Douat, F. Streshnev, M. Albanese, P. R. Wratil, Y. V. Gärtner, M. Nainytė, G. Giorgio, 

S. Michalakis, S. Schneider, H. Streeck, M. Müller, O. T. Keppler*, T. Carell*, Angew. Chem. Int. Ed. 

2022, 61, e202204556.  

#: Diese Autoren haben zu gleichen Teilen zur Publikation beigetragen.  

*: Korrespondierende Autoren 

Prolog 

SARS-CoV-2 (schweres akutes respiratorisches Syndrom Coronavirus Typ 2) ist das 

Coronavirus, das als Auslöser der Coronavirus-Krankheit-2019 (COVID-19) identifiziert wurde 

und zu einer weltweiten Pandemie führte. Die Geschwindigkeit der Ausbreitung und die 

Entstehung von aggressiven SARS-CoV-2 Varianten erforderte die Entwicklung von antiviralen 

Medikamenten, die schnell an Mutationen anpassbar sind. Dieses Manuskript zeigt das Potential 

von chemisch modifizierten und stabilisierten siRNAs für die Entwicklung von antiviralen 

Therapeutika in Bezug auf SARS-CoV-2. Die anhand des SARS-CoV-2 Genoms entworfenen und 

optimierten siRNA Sequenzen zeigten eine deutliche Reduktion in der Viruslast sowie der 

virusinduzierten Zytotoxizität in mit SARS-CoV-2 infizierten Zelllinien. Darüber hinaus konnte 

die schnelle Anpassungsfähigkeit von siRNAs aufgrund einer Virusmutation in der 

siRNA-Binderegion demonstriert werden. Als potenzieller Ansatz für den Transport in die Zelle 

wurde die effizienteste siRNA mittels CuI-katalysierter Click-Chemie mit einem ACE2-bindenden 

Peptid konjugiert. Die Peptid-konjugierte siRNA führte zur Verringerung der Virusreplikation 

und der virusinduzierten Apoptose in mukoziliären 3D-Lungenmikrogeweben. 

Autorenbeitrag 

Im Rahmen dieser Veröffentlichung war ich für die Synthese und Aufreinigung der 

verschiedenen Oligonukleotide verantwortlich. Außerdem war ich für die Entwicklung und 

Durchführung der Click-Reaktionen zuständig, wodurch die Oligonukleotide mit Peptiden oder 

Fluorophoren konjugiert wurden. Des Weiteren habe ich die Untersuchungen bezüglich der 
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Stabilitäten der unterschiedlich modifizierten siRNAs geplant und durchgeführt. FRANZISKA 

TRAUBE hat die biologischen Untersuchungen außerhalb des P3 Labors und MARCEL STERN 

innerhalb des P3 Labors durchgeführt und beaufsichtigt. Dabei wurden wir von ERNESTO MEJÍAS-

PÉREZ, NADA RADDAOUI, FILIPP STRESHNEV, MANUEL ALBANESE, PAUL WRATIL, YASMIN GÄRTNER und 

MILDA NAINYTĖ unterstützt. MARTINA RUDELIUS hat die RNA-FISH-Experimente durchgeführt, 

analysiert und die Apoptose quantifiziert. HENDRIK STREECK und BEATE KÜMMERER waren 

verantwortlich für die Vero-E6 Studien. CÉLINE DOUAT hat das Peptid synthetisiert. NADA 

RADDAOUI, GRAZIA GIORGIO und STYLIANOS MICHALAKIS führten die konfokale Mikroskopie durch. 

SABINE SCHNEIDER und MARKUS MÜLLER waren für das Design der siRNA Sequenzen zuständig. 

OLIVER KEPPLER und THOMAS CARELL leiteten und überwachten die gesamte Studie.  

Lizenz 

Kopie der Open Access Publikation auf Basis der Creative Commons CC BY License, die den nicht-

kommerziellen Abdruck des Artikels erlaubt.  

 

Artikel einsehbar unter: 

https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/anie.202204556 

Lizenz einsehbar unter: 

https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/ 

 

Die Hintergrundinformationen dieser Veröffentlichung sind im Anhang II abgebildet. 

  



3. Veröffentlichte Arbeiten  27 

 



3. Veröffentlichte Arbeiten  28 

 



3. Veröffentlichte Arbeiten  29 

 



3. Veröffentlichte Arbeiten  30 

 



3. Veröffentlichte Arbeiten  31 

 



3. Veröffentlichte Arbeiten  32 

 



3. Veröffentlichte Arbeiten  33 

 



3. Veröffentlichte Arbeiten  34 

  



3. Veröffentlichte Arbeiten  35 

3.2. Effiziente Cu-katalysierte Tandem-Click-Synthese von mehrfach 

zuckermodifizierten Oligonukleotiden 
 

„Efficient Tandem Copper-Catalyzed Click Synthesis of Multisugar Modified Oligonucleotides“ 

A. J. Tölke, J. F. Gaisbauer, Y. V. Gärtner, B. Steigenberger, A. Holovan, F. Streshnev, S. Schneider, 

M. Müller, T. Carell, Angew. Chem. Int. Ed. 2024, e202405161. 

Prolog 

Nukleinsäure-basierte Therapeutika gewinnen aufgrund ihrer Fähigkeit gezielt in die 

Genexpression von krankheitsverursachenden Proteinen einzugreifen zunehmend an 

Bedeutung. Dabei liegt der Fokus auf der Optimierung der Stabilität, der Adressierung von 

spezifischen Zelltypen und der erfolgreichen Aufnahme in die Zielzellen. Eine Reihe an 

zugelassenen siRNA-Therapeutika ermöglichen durch die Konjugation an einen trivalenten 

GalNAc-Liganden das Adressieren des ASGPR und somit die gezielte Aufnahme in Hepatozyten. 

Die Funktionalisierung erfolgt durch eine (GalNAc)3-Linker-modifizierte Festphase, die aus 

sterischen Gründen zu einer suboptimalen Phosphoramidit-Kopplung und somit kostspieligen 

Synthese führt. Dieses Manuskript zeigt die Synthese eines multifunktionalen Linkers zur 

effizienten Konjugation von siRNA an drei Zuckereinheiten mittels CuI-katalysierter Click-

Chemie in einer one-pot-Reaktion. Die Linker Struktur weist vier terminale Azide auf, von denen 

eines ein Chelat-bildendes Picolyl-Azid und die restlichen Alkyl-Azide sind. Die 

unterschiedlichen Reaktionsgeschwindigkeiten der terminalen Azid-Gruppen bilden die 

Grundlage für die direkte, schnelle und selektive post-synthetische Konjugation eines Alkin-

modifizierten Oligonukleotides über den Linker zu drei Zuckereinheiten.  

Autorenbeitrag 

Im Rahmen dieser Veröffentlichung war ich für die Synthese des multifunktionalen Linkers, der 

siRNAs sowie der Zuckerbausteine verantwortlich. Außerdem war ich für die Etablierung und 

Optimierung der Click-Protokolle und deren Durchführung und Quantifizierung zuständig. Die 

Synthese und Untersuchungen im Zusammenhang mit der hochmodifizierten siRNA, 

Untersuchungen zur Spezifität der Click-Reaktion mittels 1H-NMR sowie Untersuchungen der 

Anomerisierung der Zuckerbausteine wurden unter meiner Anleitung durchgeführt. Des 

Weiteren war ich für die Auswertung der Ergebnisse und die Mitverfassung des Manuskripts 

verantwortlich.  
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Lizenz 

Kopie der Open Access Publikation auf Basis der Creative Commons CC BY License, die den nicht-

kommerziellen Abdruck des Artikels erlaubt.  

 

Artikel einsehbar unter: 

https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/anie.202405161 

Lizenz einsehbar unter: 

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/ 

 

Die Hintergrundinformationen dieser Veröffentlichung sind im Anhang III abgebildet. 
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4. Unveröffentlichte Arbeiten 

 

4.1. Spezifische Adressierung von Oberflächenrezeptoren 
 

In der vorangegangenen Arbeit (Kapitel 3.1) konnte bereits gezeigt werden, dass durch die 

Biokonjugation einer SARS-CoV-2 adressierenden siRNA mit dem ACE2-bindenden Peptid 

YKYRYLOH eine Reduktion in der Viruslast sowie der virusinduzierten Apoptose in 3D 

Lungengewebe erzielt werden konnte. Zur weiteren Steigerung der Wirksamkeit der chemisch 

modifizierten siRNA gegen SARS-CoV-2 sollte im nächsten Schritt dieser Arbeit der Transport in 

die betroffenen Zellen optimiert werden.  

Im Jahr 2020 zeigten CANTUTI-CASTELVETRI et al. und DALY et al., dass neben dem ACE2-Rezeptor 

ebenfalls das Oberflächenprotein Neuropilin-1 (NRP1) für die Aufnahme des SARS-CoV-2 Virus 

und die damit verbundene Infektion verantwortlich ist.[292-293] Es ist bekannt, dass Neuropilin-

Rezeptoren durch die Bindung an C-terminale Aminosäuresequenzen, die der C-end rule (CendR) 

entsprechen, aktiviert werden können.[294] Dieses C-terminale Motiv RXXROH, wobei X eine 

beliebige Aminosäure darstellt, entsteht bei der Spaltung des Spike-Proteins in seine zwei 

Untereinheiten S1 und S2 durch die wirtseigene Protease Furin. Die Interaktion von NRP1 mit 

dem S1 CendR Motiv Arg-Arg-Ala-Arg konnte mit Hilfe von Röntgenkristallographie sowie 

verschiedenen biochemischen Experimenten, wie beispielsweise der selektiven Inhibierung der 

S1-NPR1 Interaktion durch Antikörper, nachgewiesen werden.[292] Im Hinblick auf die 

Expression stellt der NRP1-Rezeptor neben dem ACE2-Rezeptor ein attraktives therapeutisches 

Ziel dar. HIKMET et al. untersuchten die Expression des ACE2-Rezeptors mittels 

Immunhistochemie in über 150 verschiedenen Zelltypen und zeigten, dass der ACE2-Rezeptor 

im respiratorischen System nur in geringer Proteinmenge exprimiert wird.[295] Im Gengensatz 

dazu ist der Neuropilin-Rezeptor reichlich in fast allen Lungen-, Geruchs- und Endothelzellen 

exprimiert.[292] Zusätzlich zeigte eine Genexpressionsanalyse, dass es sogar zu einer 

Hochregulation der Neuropilin-Rezeptoren im Lungengewebe von COVID-19 Patienten 

kommt.[296] Die Adressierung des Neuropilin-1 Rezeptors birgt daher ein großes Potential für 

den gezielten siRNA Transport in die betroffenen Zellen.  

Die Auswirkung auf die Aufnahme Peptid-konjugierter siRNAs in die Zelle sollte anhand der 

endogenen, ubiquitär exprimierten Ziel-mRNA humane Glycerinaldehyd-3-phosphat-

Dehydrogenase (hGAPDH) untersucht und verglichen werden. Die hGAPDH-siRNA (GAP-siRNA) 

sowie deren scrambled Kontroll-siRNA (SCR-siRNA) wurden von SABINE SCHNEIDER in Anlehnung 

an HAMASAKI et al. entwickelt.[297] Die zugelassenen siRNA-basierten Therapeutika weisen zur 

Steigerung der Stabilität und der Resistenz gegenüber Endonukleasen 2’-OMe, 2’-F 
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Substituenten sowie Phosphorothioate auf (Kapitel 1.2).[72] In der vorangegangenen Arbeit 

(Kapitel 3.1) konnte gezeigt werden, dass bereits eine teilweise modifizierte siRNA mit lediglich 

vier 2‘-OMe Modifikationen und 2‘-Desoxy-Thymidinen am 3‘-Überhang die nötige Stabilität für 

Zellkultur-Studien aufweisen. Daher wurde das Modifikationsmuster für die hGAPDH-Sequenz 

adaptiert (Abbildung 9). Die Einführung einer Alkin-Modifikation in den jeweiligen Sense Strang 

erfolgte durch den Einbau eines 2‘-Desoxy-Oktadiinyl-Uridin-Phosphoramidits an der zweiten 

Position des 3‘-Überhangs mittels Festphasensynthese. Diese Alkin-Funktionalität ermöglicht 

eine regioselektive post-synthetische Peptid-Modifizierung mittels CuI-katalysierter Azid-Alkin-

Cycloaddition (CuAAC) für die selektive Biokonjugation. Die Modifikation erfolgte am Sense 

Strang, um potenzielle Auswirkungen auf die RNA-Interferenz zu minimieren und eine gute 

Zugänglichkeit für den Antisense Strang zu gewährleisten. Die Synthese der Oligonukleotide 

erfolgte mittels automatisierter Festphasenchemie. Die HPLC und MALDI-TOF-MS Daten zeigen 

die erfolgreiche Synthese der modifizierten Oligonukleotid Sequenzen ON1, ON2, ON3 und ON4 

(Kapitel 6.3).  

 

Abbildung 9. Übersicht der synthetisierten siRNAs GAP-siRNA und SCR-siRNA und das dafür verwendete 

2‘-Desoxy-Oktadiinyl-Uridin-Phosphoramidit.  

 

Mono-Peptid-Oligonukleotid Konjugate 
 

Im nächsten Schritt sollte die Biokonjugation der RNA-Oligonukleotide ON1 und ON3 mit 

Rezeptor-spezifischen Peptiden erfolgen. Der Neuropilin-1 Rezeptor sollte mit Hilfe des durch 

TEESULA et al. identifizierten NRP1 bindenden CendR-Peptid RPARPAROH adressiert werden.[294] 

Parallel dazu sollte auch das Adressieren des ACE2-Rezeptors optimiert werden. Dafür wurde 

das durch STRUCK et al. beschriebene Hexapeptid YKYRYLOH von MARKUS MÜLLER anhand der 

Struktur der Bindungstasche des ACE2-Rezeptors um zwei Aminosäuren am N-Terminus 

ergänzt. Die zusätzlichen Aminosäuren könnten eine weitere potenzielle Kontaktstelle zwischen 

dem Peptid und der Bindungstasche darstellen.  
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Für die Synthese der Peptid-Oligonukleotid-Konjugate wurden die von CÉLINE DOUAT 

synthetisierten Peptide N3-PEG3-RPARPAROH (RAzid) und N3-PEG3-YNYKYRYLOH (YAzid) jeweils 

mit den Alkin-enthaltenden Oligonukleotiden ON1 und ON3 durch Zugabe von CuSO4, THPTA 

und Natriumascorbat unter Argon Atmosphäre zur Reaktion gebracht (Abbildung 10).  

 

Abbildung 10. Exemplarische Darstellung der CuAAC zwischen dem Oligonukleotid ON1 und dem Peptid 

N3-PEG3-RPARPAROH (RAzid). 

Die einzelnen CuAAC Reaktionen wurden mittels MALDI-TOF-MS überwacht, wobei die 

vollständige Umsetzung des Oligonukleotids zum Peptid-Oligonukleotid-Konjugat bereits nach 

30 min nachgewiesen werden konnte. Die Peptid-Oligonukleotid-Konjugate wurden 

anschließend mittels HPLC aufgereinigt und MALDI-TOF-MS charakterisiert (Kapitel 6.3).  

 

Multivalente Peptid-Oligonukleotid Konjugate 
 

Die Dissoziationskonstanten des RPARPAROH-NRP1-Komplexes sowie des anfänglichen 

YKYRYLOH-ACE2-Komplexes liegen mit KD = 1,7 ± 0,4 µM [294] und KD = 46 µM [298] im niedrigen 

mikromolaren Bereich. Interessanterweise stellten TEESULA et al. bei ihrer Untersuchung der 

Interaktion zwischen CendR-Peptiden und dem NRP1 fest, dass der Transport und die 

Durchlässigkeit ins Gewebe durch einen multimeren RPARPAROH-Komplex um das 100-fache 

gesteigert werden konnte.[294] Es wäre daher denkbar, dass die beobachtete Affinitätserhöhung 

im Zusammenhang mit einer erhöhten Avidität steht, wobei ebenfalls eine 

Rezeptordimerisierung oder -multimerisierung (Rezeptor-Clustering) eine denkbare Hypothese 

wäre. Daher sollte zum Erreichen einer möglichst hohen Peptid-Rezeptor-Affinität untersucht 

werden, ob das Modifizieren des Oligonukleotides mit mehreren Peptiden einen positiven Effekt 

für die zelluläre Aufnahme birgt.  
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Zur Realisation dieses Vorhabens wurde der bereits im Kapitel 3.2 vorgestellte universell 

einsetzbare multifunktionale Linker L4 sowie eine durch FILIPP STRESHNEV synthetisierte Linker-

Variante L3 verwendet (Abbildung 11). Das in den Linkern integrierte Picolylazid reagiert in 

Click-Reaktionen aufgrund der Ausbildung von Kupfer-Chelaten deutlich schneller mit dem 

Reaktionspartner als die konventionellen Azide.[299-300] Das erlaubt eine selektive erste Click-

Reaktion zwischen dem Picolylazid und einem Alkin-enthaltenden Oligonukleotid, und durch 

anschließende Zugabe eines Alkin-enthaltenden Peptids erfolgt die zweite Click-Reaktion mit 

den konventionellen Aziden. Der Unterschied in den Reaktivitäten der Azide ermöglicht eine 

selektive Biokonjugation in einer one-pot-Reaktion. 

 

Abbildung 11. Chemische Struktur der multifunktionalen Linker L3 und L4. 

Die Alkin-modifizierten Oligonukleotide ON1 und ON3 wurden entweder mit dem Linker L3 

(Abbildung 12a) oder dem Linker L4 (Abbildung 12b) durch Zugabe von CuSO4, THPTA und 

Natriumascorbat unter Argon Atmosphäre zur Reaktion gebracht. Die Bildung der einzelnen 

Linker-Oligonukleotid-Konjugate wurde mittels HPLC und MALDI-TOF-MS überwacht, eine 

vollständige Umsetzung des Oligonukleotides konnte bereits nach 10 min beobachtet werden. 

Ausführliche Untersuchungen zur Selektivität und Kinetik der Reaktion wurden in Kapitel 3.2 

am Beispiel des Linkers L4 durchgeführt und diskutiert. Die verschiedenen Linker-

Oligonukleotid-Konjugate wurden ohne weitere Aufreinigung in einer zweiten Click-Reaktion 

mit den durch CÉLINE DOUAT synthetisierten Alkin-enthaltenden Peptiden Alkin-PEG4-

RPARPAROH (RAlkin) und Alkin-PEG4-YNYKYRYLOH (YAlkin) funktionalisiert, wodurch abhängig 

vom Linker Di-Peptid- oder Tri-Peptid-Oligonukleotid-Konjugate erhalten werden konnten.
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Abbildung 12. Exemplarische Darstellung der CuAAC zur Bildung von (a) Di-Peptid-Oligonukleotid-Konjugaten durch die Reaktion des Oligonukleotides ON1 mit dem 

Linker L3 und anschließender Zugabe der Peptide Alkin-PEG4-YNYKYRYLOH (YAlkin) und Alkin-PEG4-RPARPAROH (RAlkin) sowie zur Bildung von (b) Tri-Peptid-

Oligonukleotid-Konjugaten durch die Reaktion des Oligonukleotides ON1 mit dem Linker L4 und anschließender Zugabe des Alkin-PEG4-YNYKYRYLOH (YAlkin) Peptids 

oder des Alkin-PEG4-RPARPAROH (RAlkin) Peptids. 
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Di-Peptid-Oligonukleotid Konjugate 
 

Die Konjugation der L3-Oligonukleotid-Konjugate erfolgte durch gleichzeitige Zugabe des RAlkin- 

und YAlkin-Peptids (1/1, 8,0 Äq.), was theoretisch zur Bildung von drei verschiedenen 

Konjugaten führen könnte: 2xR-L3-Oligonukleotid, 2xY-L3-Oligonukleotid und R-Y-L3-

Oligonukleotid. Für die Untersuchungen im Hinblick auf die Avidität sind die 2xR-L3-

Oligonukleotid und 2xY-L3-Oligonukleotid Konjugate essenziell. Dahingegen ist die 

Verknüpfung beider Peptide über den L3-Linker an ein Oligonukleotid (R-Y-L3-Oligonukleotid) 

von Interesse, da es die Interaktion mit dem ACE2 sowie dem NRP1 ermöglichen könnte. Die 

Konjugationsreaktionen wurden für 19 h geschüttelt, bevor die Reagenzien unter Verwendung 

einer Größenausschlusssäule entfernt wurden. Die anschließende Analyse erfolgte mittels 

analytischer HPLC (Abbildung 13). 

 

Abbildung 13. Exemplarisches Rohprodukt-HPL-Chromatogramm der Umsetzung des Linker-

Oligonukleotid-Konjugats L3-ON1 mit RAlkin und YAlkin (1/1) nach 19 h und Aufarbeitung mittels 

Größenausschlusssäule.  

Durch MALDI-TOF-MS konnte das Signal bei einer Retentionszeit von 25,3 min dem 2xR-L3-

Oligonukleotid-Konjugat, das Signal bei 28,8 min dem R-Y-L3-Oligonukleotid-Konjugat und das 

Signal bei 31,3 min dem 2xY-L3-Oligonukleotid-Konjugat zugeordnet werden. Auffällig ist das 

im Vergleich deutlich geringere Integral des Signals bei 31,3 min. Eine mögliche Ursache für das 

geringe Integral des 2xY-L3-Oligonukleotid-Konjugats könnte eine zu geringe Löslichkeit des 

YAlkin-Peptids sein, wodurch das L3-Oligonukleotid bevorzugt mit dem RAlkin-Peptid reagiert. 

Durch die Aufreinigung der Signale mittels HPLC und anschließender Quantifizierung konnte 

festgestellt werden, dass mehr von dem R-Y-L3-Oligonukleotid-Konjugat (12,5 %) als von dem 

2xR-L3-Oligonukleotid-Konjugat (8,5 %) gebildet wurde. Die Ausbeuten deuten darauf hin, dass 

es zu keiner bevorzugten Reaktion mit dem RAlkin-Peptid kommt, sondern eine unzureichende 

Löslichkeit des 2xY-L3-Oligonukleotid-Konjugats während der Aufarbeitung vermutet werden 

kann. Zur Überprüfung dieser Hypothese wurden die Konjugationsreaktionen erneut 

durchgeführt und durch anschließende Zugabe eines Überschusses an 

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) zur Komplexierung der Kupfer-Kationen gestoppt. Die 

anschließende Aufreinigung erfolgte mittels HPLC, wodurch die Konjugate 2xR-L3-
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Oligonukleotid-Konjugat (9,0 %), R-Y-L3-Oligonukleotid-Konjugat (21,1 %) und 2xY-L3-

Oligonukleotid-Konjugat (9,5 %) in hoher Reinheit erhalten werden konnten (Abbildung 14). 

 

Abbildung 14. Exemplarisches Rohprodukt-HPL-Chromatogramm der Umsetzung des Linker-

Oligonukleotid-Konjugats L3-ON1 mit RAlkin und YAlkin (1/1) nach 19 h mit anschließender Zugabe von 

EDTA.  

Durch das signifikant größere Signal bei einer Retentionszeit von 31,3 min im Rohprodukt-HPL-

Chromatogramm in Abbildung 14 im Gegensatz zu Abbildung 13 sowie der höheren Ausbeuten 

der drei verschiedenen Konjugate kann angenommen werden, dass die Verwendung der 

Größenausschlusssäule zur Entfernung der Reagenzien mit der Reduktion der Konjugat-

Ausbeuten einhergeht.  

 

Tri-Peptid-Oligonukleotid Konjugate 
 

Die parallel durchgeführten Konjugationen der L4-Oligonukleotid-Konjugate erfolgten durch 

Zugabe von RAlkin oder YAlkin (10 Äq.) und zunächst mit anschließender Entfernung der 

Reagenzien unter Verwendung einer Größenausschlusssäule. Die Analyse mittels analytischer 

HPLC bestätigte die vollständige Umsetzung der 3xR-L4-Oligonukleotid-Konjugate nach 3,5 h, 

aber nicht der 3xY-L4-Oligonukleotid-Konjugate (Abbildung 15). Durch MALDI-TOF-MS konnte 

das Signal mit einer Retentionszeit von 26 min als das 2xY-L4-Oligonukleotid-Konjugat 

charakterisiert werden. 

 

Abbildung 15. Exemplarische Rohprodukt-HPL-Chromatogramme der Umsetzung des Linker-

Oligonukleotid-Konjugats L4-ON1 mit (a) RAlkin und (b) YAlkin nach 3,5 h und Aufarbeitung mittels 

Größenaustauschsäule.  
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Während der Konjugation des YAlkin-Peptids konnte eine Trübung der Reaktionslösung 

beobachtet werden. Es kann daher angenommen werden, dass aufgrund einer schlechteren 

Löslichkeit des YAlkin-Peptids unter den Reaktionsbedingungen eine längere Reaktionszeit für 

die vollständige Umsetzung benötigt wird. Ebenfalls ist auffällig, dass bei gleicher Ansatzgröße 

und vollständigem Umsatz des L4-Oligonukleotides die Intensität und somit das Integral des 

3xY-L4-Oligonukleotid-Konjugats im Gegensatz zum 3xR-L4-Oligonukleotid-Konjugat im HPL-

Chromatogramm deutlich geringer ist (Abbildung 15). Diese Beobachtung könnte auf eine 

unzureichende Löslichkeit des Konjugats während der Aufarbeitung mittels 

Größenausschlusssäule hindeuten. Zur Überprüfung der Hypothesen wurden die 

Konjugationsreaktionen mit einer Reaktionszeit von 19 h durchgeführt und anschließend durch 

Zugabe eines Überschusses an EDTA gestoppt. Die Aufreinigung mittels HPLC und MALDI-TOF-

MS Charakterisierung ergaben für das 3xR-L4-Oligonukleotid-Konjugat eine vollständige 

Umsetzung sowie eine Steigerung der Ausbeute von 14 % auf 58 %. Trotz der Verlängerung der 

Reaktionszeit und des Überschusses an YAlkin-Peptid wurde sowohl das 2xY-L4-Oligonukleotid-

Konjugat als auch das 3xY-L4-Oligonukleotid-Konjugat erhalten. Allerdings führte die 

Komplexierung der Kupfer-Kationen durch EDTA anstatt der Verwendung einer 

Größenausschlusssäule zu einer deutlich höheren Ausbeute mit einer Steigerung von ≤2 % auf 

30 %.  

Die anhand der etablierten Click-Reaktionsvorschriften synthetisierten Konjugate wurden 

mittels HPLC aufgereinigt und MALDI-TOF-MS charakterisiert (Kapitel 6.3). Bei den zuvor 

aufgeführten Ausbeuten handelt es sich um die mittels HPLC in hoher Reinheit erhaltenen 

Ausbeuten. Zur weiteren Optimierung der Click-Protokolle könnte zukünftig eine Eichgerade für 

die verschiedenen Konjugate erstellt werden, um anhand dieser eine bessere Aussage über die 

tatsächlichen Ausbeuten und Verhältnisse zu Nebenprodukten zu treffen. Im Zusammenhang 

der Funktionalisierung von Linker-Oligonukleotiden mit dem YAlkin-Peptid könnten 

Untersuchungen bezüglich des Reaktionslösungsmittels erfolgen, um eine verbesserte 

Löslichkeit und somit eine Steigerung der Ausbeute zu erzielen. 

 

Zellkultur-Studien 
 

Für die Zellkultur-Studien in A549-Zellen wurden die Peptid-Oligonukleotid-Konjugate mit 

ihrem entsprechenden Antisense Strang in äquimolar Menge zusammengegeben und durch 

Erhitzen auf 95 °C und anschließendem langsamen Abkühlen auf 10 °C hybridisiert (Tabelle 2). 

Anschließende biologische Experimente wurden von YASMIN GÄRTNER durchgeführt. 
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Tabelle 2. Zusammenfassung der Peptid-modifizierten siRNA-Konjugate. Am: 2‘-OMe-A, Gm: 2‘-OMe-G, Cm: 

2‘-OMe-C, Um: 2‘-OMe-U, dT: Thymidin, X: 2’-Desoxy-Oktadiinyl-Uridin. 

Duplex 

(Sense/Antisense) 
Sequenz Struktur 

R-GAP-siRNA 

(R-ON1/ON2) 

CCAUGAmGAAGUAUGACAmACX(R)dT 

dTdT GGUACmUCUUCAUACmUGUUG  

R-SCR-siRNA 

(R-ON3/ON4) 

GCCAUCmAACGAUAAGUGmAAX(R)dT 

dTdT CGGUAmGUUGCUAUUmCACUU  

Y-GAP-siRNA 

(Y-ON1/ON2) 

CCAUGAmGAAGUAUGACAmACX(Y)dT 

dTdT GGUACmUCUUCAUACmUGUUG  

Y-SCR-siRNA 

(Y-ON3/ON4) 

GCCAUCmAACGAUAAGUGmAAX(Y)dT 

dTdT CGGUAmGUUGCUAUUmCACUU  

2xR-GAP-siRNA 

(2xR-L3-ON1/ON2) 

CCAUGAmGAAGUAUGACAmACX(R)2dT 

dTdTGGUACmUCUUCAUACmUGUUG  

2xR-SCR-siRNA 

(2xR-L3-ON3/ON4) 

GCCAUCmAACGAUAAGUGmAAX(R)2dT 

dTdTCGGUAmGUUGCUAUUmCACUU  

2xY-GAP-siRNA 

(2xY-L3-ON1/ON2) 

CCAUGAmGAAGUAUGACAmACX(Y)2dT 

dTdTGGUACmUCUUCAUACmUGUUG  

2xY-SCR-siRNA 

(2xY-L3-ON3/ON4) 

CCAUGAmGAAGUAUGACAmACX(Y)2dT 

dTdTGGUACmUCUUCAUACmUGUUG  

3xR-GAP-siRNA 

(3xR-L4-ON1/ON2) 

CCAUGAmGAAGUAUGACAmACX(R)3dT 

dTdTGGUACmUCUUCAUACmUGUUG  

3xR-SCR-siRNA 

(3xR-L4-ON3/ON4) 

GCCAUCmAACGAUAAGUGmAAX(R)3dT 

dTdTCGGUAmGUUGCUAUUmCACUU  

3xY-GAP-siRNA 

(3xY-L4-ON1/ON2) 

CCAUGAmGAAGUAUGACAmACX(Y)3dT 

dTdTGGUACmUCUUCAUACmUGUUG  

3xY-SCR-siRNA 

(3xY-L4-ON3/ON4) 

CCAUGAmGAAGUAUGACAmACX(Y)3dT 

dTdTGGUACmUCUUCAUACmUGUUG  

R&Y-GAP-siRNA 

(R-Y-L3-ON1/ON2) 

CCAUGAmGAAGUAUGACAmACX(R)(Y)dT 

dTdTGGUACmUCUUCAUACmUGUUG  

R&Y-SCR-siRNA 

(R-Y-L3-ON3/ON4) 

GCCAUCmAACGAUAAGUGmAAX(R)(Y)dT 

dTdTCGGUAmGUUGCUAUUmCACUU  

 

Die biologische Aktivität der in Tabelle 2 angegebenen siRNAs sollte mittels quantitativer 

Polymerase-Kettenreaktion (qPCR) bestimmt werden. Hierfür wurden als Negativkontrollen die 

nicht konjugierte siRNA gegen hGAPDH (GAP-siRNA: ON1/ON2) und deren scrambled Kontroll-

siRNA (SCR-siRNA: ON3/ON4) verwendet. Als Positivkontrolle wurde GAP-siRNA mit dem 

Transfektionsreagenz RNAiMAX transfiziert.  

Aus den erhaltenen biologischen Daten lassen sich aufgrund starker Schwankungen in den 

Datenpunkten zwischen einzelnen Experimenten, nicht reproduzierbaren Knockdown-Raten 

sowie keinerlei Konzentrationsabhängigkeit keine klaren Schlussfolgerungen ziehen. Des 

Weiteren zeigten die Negativkontrollen nicht die zu erwartenden Ergebnisse, was auf eine 

notwendige Optimierung des Zell-Assays und/oder des qPCR-Assays hindeutet. Möglichkeiten 
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reichen hierbei von der Variation der Inkubationszeit, über verschiedene Methoden (TaqMan vs. 

SYBR Green) bis hin zur Auswahl des Targets. Die Wahl eines Housekeeper Gens wie GAPDH 

könnte aufgrund der hohen Expression sowie dem Auslösen von Kompensationsmechanismen 

bei einer Unterdrückung problematisch sein. Im Anschluss an die Etablierung eines 

zuverlässigen Assays zur Quantifizierung der siRNA Effizienz können die Peptid-konjugierten 

siRNAs erneut getestet und anhand der Daten weiterentwickelt werden. Faktoren wie die 

Linker-Länge, die Stabilität der siRNAs und deren Optimierung mit Basen, Ribose- und 

Rückgratmodifikationen (Kapitel 1.2.1) und die Herausforderung der endosomalen Freisetzung 

(Kapitel 1.2.4) können hierbei von besonderem Interesse sein.  

Untersuchungen in Bezug auf die Aufnahme Peptid-modifizierter siRNAs vor allem über den 

Neuropilin-1 Rezeptor sind nicht nur im Zusammenhang mit SARS-CoV-2 bedeutend. NRP1 

spielt eine entscheidende Rolle als Zelleintrittsfaktor für das humanen T-lymphotrope 

Virus 1[301] sowie für das Epstein-Barr-Virus[302], weist eine Hochregulation in den Lungen von 

Patienten mit Influenza A Virus (H1N1)[296] auf und wird in Tumorzellen überexprimiert.[294] 

Daher ist der Rezeptor-vermittelte siRNA Transport über NRP1 von hoher Relevanz.   
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4.2. Ansatz zur Untersuchung der endosomalen Freisetzung 
 

Nachdem das Oligonukleotid die Zielzelle erreicht hat, wird es mittels Endozytose in die Zelle 

aufgenommen. Da Oligonukleotide polyanionische Makromoleküle sind, ist es eine große 

Herausforderung, die endosomale Lipiddoppelschicht zu überwinden. Als Folge daraus bleiben 

rund 99 % der RNA-Therapeutika in den Endosomen eingeschlossen,[224-225] wodurch lediglich 

1-2 % der GalNAc-konjugierten Gapmere[222] und 0,3 % der GalNAc-konjugierten siRNAs[223] aus 

dem Endosom gelangen und ihre therapeutische Wirkung ausüben können. Die niedrigen 

Freisetzungsraten aus dem Endosom, der Abbau der Oligonukleotide durch lysosomale Enzyme 

und Exozytose limitieren die Menge an Oligonukleotid für eine therapeutische Wirkung.[72-73] 

Daher ist es von großer Bedeutung die Herausforderung der Freisetzung von Oligonukleotiden 

aus dem Endosom anzugehen. 

Zur Optimierung der Freisetzung von siRNAs aus dem Endosom sollte die Entwicklung einer 

weiteren Funktionalisierung der siRNA erfolgen, die die drei folgenden Kriterien erfüllt. Erstens 

sollte unter den vorherrschenden Bedingungen im Endosom (pH 5-6) das endosomale Escape 

induzierende Molekül mit minimaler struktureller Veränderung von der siRNA abspaltbar sein. 

Zweitens sollte ein Baukastensystem entwickelt werden, das die Möglichkeit der schnellen 

Variation des endosomalen Escape induzierenden Moleküls ohne lange Syntheserouten zulässt. 

Drittens sollte durch die Veränderung der siRNA kein Verlust in der Transporteffizienz und der 

Unterdrückung der mRNA erfolgen. Eine gängige Strategie für spaltbare Bindungen ist das 

Einführen einer säurelabilen Bindung innerhalb des Linker Moleküls.[242] Ein interessanter 

Ansatz ist das von KEVIN MAIER und ERNST WAGNER entwickelte pH-gesteuerte Shuttle-System. 

Der Azidomethyl-Methylmaleinsäureanhydrid (AzMMMan)-Linker ist zum einen mit Click-

Chemie kompatibel und zum anderen beinhaltet dieser eine reversible pH-sensitive Bindung, die 

bei physiologischem pH-Wert stabil, aber bei einem leicht sauren pH-Wert instabil ist, wodurch 

der Linker spurlos abgespalten wird. Ausgehend von Dimethylmaleinsäureanhydrid kann der 

Linker durch eine einfache 2-Schritt-Synthese erhalten werden. Die anschließende 

Biokonjugation kann durch die Reaktion der Maleinsäureanhydrid-Einheit mit einer Amino-

Gruppe und der Azid-Einheit mit einem Alkin erfolgen.[283] Diese Eigenschaften qualifizieren den 

Linker als Ansatz für die anpassungsfähige Funktionalisierung der siRNA.  

Da siRNAs Duplexe sind, die sich aus zwei komplementären Strängen zusammensetzen, besteht 

theoretisch die Möglichkeit der Modifikation an vier verschiedenen terminalen Stellen 

(Kapitel 1.3). Das 5‘-Ende des Antisense Strangs ist von großer Bedeutung für die Interaktion 

mit der RNAi Maschinerie und sollte daher nicht chemisch modifiziert werden.[47-48, 241] Da 

bereits unser etablierter siRNA Duplex am 3‘-Ende des Sense Strangs mit der Targeting-Einheit 
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modifiziert ist, sollte die Modifikation zur Minimierung von off-target Effekten sowie zur 

Erhaltung der Antisense Effizienz am 5‘-Ende des Sense Strangs erfolgen. Für eine mögliche 

Konjugation mit dem AzMMMan-Linker sollte die natürlich vorkommende und Amin-

modifizierte Nukleobase 5-Methylaminomethyl-uracil (mnm5U) an Stelle des Thymins am 

5‘-Ende des Sense Strangs inkorporiert werden. Dafür erfolgte zunächst die Synthese des Teoc-

geschützten 5-Methylaminomethyl-2‘-desoxy-uridin (mnm5dU)-Phosphoramidites (1) in 

Anlehnung an MÜLLER et al. (Schema 1).[303] 

 
Schema 1. Syntheseroute ausgehend von Thymidin (2) zum Teoc-geschützten 5-Methylaminomethyl-2‘-

desoxy-uridin-Phosphoramidit (1) in Anlehnung an MÜLLER et al.[303] 

Ausgehend von kommerziell erhältlichen Thymidin (2) kann das Teoc-geschützte mnm5dU-

Phosphoramidit (1) in sechs Schritten erhalten werden. Die Syntheseroute startete mit der 

Schützung der 5‘-OH und 3‘-OH Gruppen, wodurch das Silyl-geschützte Nukleosid 3 erhalten 

wurde. Anschließend erfolgte eine Wohl-Ziegler Reaktion mit direkter Umsetzung durch Zugabe 

von Ammoniak zum 5-Aminomethyl Derivat 4. Die Schützung der Aminogruppe erfolgte durch 

die Zugabe von Teoc-Succinimid, und das entstandene Nukleosid 5 wurde mit HF·Py umgesetzt, 

um das Silyl-entschützte Nukleosid 6 zu erhalten.  Es erfolgte die Schützung der primären 5‘-OH 

Gruppe mit DMTrCl zu 7, welches im letzten Schritt durch die Zugabe von CEDCl das 
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Phosphoramidit 1 bildete. Mittels automatisierter Festphasensynthese konnte das Teoc-

mnm5dU-Phosphoramidit (1) am 3‘-Ende des Oligonukleotides erfolgreich und mit einer hohen 

Kopplungsausbeute inkooperiert werden. 

Für zukünftige Studien sollte zunächst die Entschützung der Teoc-Schutzgruppe des 

synthetisierten Oligonukleotids erfolgen. Zur selektiven Abspaltung der Teoc-Gruppe könnte in 

Anlehnung an MÜLLER et al. das noch an die Festphase gekoppelte Oligonukleotid mit einer 

gesättigten ZnBr2-Lösung in MeNO2/IPA (1/1) inkubiert werden. Durch anschließendes 

Entfernen des Überstands und Waschen des Trägermaterials mit EDTA(aq.) und Wasser wird das 

an die Festphase-gekoppelte, voll geschützte Oligonukleotid mit einer freien Amin-Gruppe 

erhalten. Die Abspaltung von der Festphase und aller Schutzgruppen sowie die Aufreinigung und 

Charakterisierung könnte nach dem Standardprotokoll in Kapitel 6.1 erfolgen. Nach 

erfolgreicher Synthese des AzMMMan-Linkers in Anlehnung an MAIER et al. könnte im nächsten 

Schritt die Konjugationsreaktion des Oligonukleotides mit dem Linker durchgeführt werden. Bei 

der Konjugation ist davon auszugehen, dass aufgrund der höheren Reaktivität des primären 

Amins im Vergleich zu den sekundären Aminen des Oligonukleotids der Linker selektiv mit 

diesem reagiert. Eine Überprüfung dieser Hypothese könnte durch einen Verdau des 

Oligonukleotids mit anschließender massenspektrometrischer Untersuchung erfolgen. Die 

darauffolgende Click-Reaktion könnte nach dem Standard-Click-Protokoll (Kapitel 6.2) 

durchgeführt werden, wobei aufgrund des säurelabilen Linkers ein Puffersystem mit einem pH-

Wert von 8 verwendet werden sollte.  Da für die Anhydrid-Stabilität unter sauren Bedingungen 

der Substitutionsgrad der Doppelbindung entscheidend ist, sollte eine Untersuchungen zur pH-

Stabilität durchgeführt werden. Dabei können potenzielle Optimierungen des säurelabilen 

Linkers durch die Veränderung der Anzahl, Struktur sowie der Position der Substituenten an der 

cis-Doppelbindung des Maleinsäureanhydrids erfolgen.[304-305] Dieses Konzept bietet die 

Möglichkeit der Funktionalisierung von Oligonukleotiden mit diversen Alkin-modifizierten 

endosomalen Escape induzierenden Molekülen (Kapitel 1.2.4). 
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5. Materialien und Methoden 

 

Chemische Synthese 
 

Alle Reaktionen, in denen luft- oder feuchtigkeitsempfindliche Reagenzien verwendet wurden, 

wurden unter Anwendung der SCHLENK-Technik unter inerter Atmosphäre durchgeführt. Die 

dafür verwendeten Reaktionsgefäße wurden im Hochvakuum bei 550 °C ausgeheizt und nach 

dem Auskühlen mit Schutzgas geflutet. Bei SCHLENK-Reaktionen wurden Flüssigkeiten unter 

Verwendung von Septen und mit Schutzgas-gespülten Einwegspritzen zugeführt und Feststoffe 

unter Schutzgas-Gegenstrom zugegeben. Für Reaktionen, in denen Flusssäure verwendet wurde, 

wurden Polypropylen Reaktionsgefäße verwendet.  

 

Chemikalien und Lösungsmittel  
 

Die kommerziell erhältlichen Chemikalien und Lösungsmittel wurden von den Firmen ABCR, 

Acros organics, BOC Sciences, Carbosynth, Fluka, Jena Bioscience, Merck, Sigma-Aldrich und TCI 

bezogen und ohne weitere Aufreinigung verwendet. Für chemische Synthesen wurden über 

Molsieb getrocknete Lösungsmittel der Firma Sigma-Aldrich verwendet, welche unter 

Schutzgasatmosphäre entnommen wurden. Für Extraktionen und Aufreinigungen mittels 

Säulenchromatographie wurden technische Lösungsmittel verwendet, die zuvor destilliert 

wurden. 

 

Rotationsverdampfer 
 

Zur Destillation der Lösungsmittel wurde unter verminderten Druck entweder ein 

Laborota 4000-efficient der Firma Heidolph Instruments oder ein Rotavapor R-300 der Firma 

Büchi verwendet. Lösungsmittel wurden bei 45 °C entfernt, sofern nicht anders angegeben.  

  



5. Materialien und Methoden  56 

Bidestilliertes Wasser 
 

Für HPLC-Aufreinigungen und RNA-Experimente wurde Wasser in Form von Reinstwasser 

verwendet. Dieses wurde entweder durch das Wasseraufbereitungssystem Arium® pro H20PRO-

DI-D der Firma Sartorius oder OmniaPure xsbasic der Firma Stakpure erhalten. 

 

Lyophilisation 
 

Zum Entfernen der Lösungsmittel mittels Gefriertrocknung wurden die Proben zunächst mit N2 

eingefroren und unter Verwendung des Lyophilisators ALPHA 2-4 LD plus der Firma Christ 

getrocknet. Zum Trockenen von synthetisierten Phosphoramiditen und deren Vorstufe wurden 

die entsprechenden Proben aus Benzol unter Hochvakuum lyophilisiert.  

 

pH-Meter 
 

Ein pH-Meter MP 220 der Firma Mettler Toledo wurde für pH-Messungen verwendet. Vor jeder 

Messung wurde das pH-Meter mit einer pH 4,0, pH 7,0 und pH 9,2 Standardlösung kalibriert. 

 

Dünnschichtchromatographie  
 

Durch Dünnschichtchromatographie (DC) wurden der Reaktionsverlauf und der Verlauf der 

Säulenchromatographie überprüft. Dafür wurden mit Kieselgel 60 F254 beschichtete Aluminium-

Platten der Firma Merck verwendet. Die Visualisierung erfolgte durch Bestrahlung mit UV-Licht 

(λ = 254 nm, 366 nm) oder durch Anfärben mit einer Cer-Ammoniummolybdat-Lösung, 

Kaliumpermanganat-Lösung, Ninhydrin-Lösung oder p-Anisaldehyd-Lösung. 

 

Flash-Säulenchromatographie 
 

Für die säulenchromatographische Aufreinigung der Rohprodukte wurde Kieselgel 60 der Firma 

Merck (Korngröße: 63-200 μm) oder der Firma Macherey-Nagel (Korngröße: 40-630 μm) als 

stationäre Phase verwendet. Als mobile Phase dienten technische Lösungsmittel, die vor der 
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Verwendung unter verminderten Druck destilliert wurden. Die Aufreinigung erfolgte unter 

leichtem Stickstoff-Überdruck nach der Flash-Methode. Fraktionen wurden je nach Ansatzgröße 

in 10-250 mL Gefäßen gesammelt, mittels DC oder LC-MS analysiert und entsprechend vereinigt.  

 

Hochleistungsflüssigkeitschromatographie 
 

Die Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (HPLC) erfolgte nach dem Umkehrphasen-

Prinzip. Zur semi-präparativen Aufreinigung von Rohprodukten wurde ein Agilent Technologies 

1260 Infinity II Manual Preparative 400 bar System der Firma Agilent mit einem G7114A 

Detektor verwendet. Als stationäre Phase diente eine VP 250/10 Nucleodur 100-5 C18ec 

Chromatographiesäule der Firma Macherey-Nagel bei einer Flussrate von 5,0 mL/min. Für 

analytische Untersuchungen sowie für die Aufreinigung von Click-Reaktionen wurde ein Agilent 

Technologies 1260 Infinity II 800 bar System der Firma Agilent mit einem G7165A Detektor 

verwendet. Als stationäre Phase diente eine EC 250/4 Nucleodur 100-3 C18ec 

Chromatographiesäule der Firma Macherey-Nagel bei einer Flussrate von 1,0 mL/min. Für die 

Aufreinigung und Analyse wurde ein 100 mM NEt3/HOAc Puffersystem verwendet (Puffer A: 

100 mM NEt3/HOAc, pH 7 in H2O und Puffer B: 100 mM NEt3/HOAc pH 7 in H2O/MeCN 20/80). 

Die verwendeten Gradienten sind bei den jeweiligen Vorschriften in Klammern als prozentuale 

Volumenanteile angegeben. 

 

Kernresonanzspektroskopie (NMR) 
 

Zur Charakterisierung der synthetisierten Verbindungen wurden eindimensionale 1H-, 13C-, 31P-

NMR-Spektren und zweidimensionale 1H- und 13C-NMR-Spektren an einem Bruker Ascend 400, 

Bruker Ascend 500 oder in der zentralen Analytik des Departments Chemie und Pharmazie der 

LMU-München mit Hilfe eines Varian Inova 400, Bruker ARX 600 oder Bruker Avance III HD 800 

aufgenommen. Als interner Standard wurden deuterierte Lösungsmittel der Firmen Eurisotop 

und Sigma-Aldrich verwendet. Die Auswertung der NMR-Spektren erfolgt nach dem folgenden 

Schema: Zuerst wurde die chemische Verschiebung δ in ppm angegeben, darauf folgt die 

Spinmultiplizität, die Kopplungskonstanten J in Hz und zuletzt das Integral. Die 

Spinmultiplizitäten der Signale werden durch die folgenden Buchstaben s (Singulett), d 

(Duplett), t (Triplett), q (Quartett), m (Multiplett) oder deren Kombinationen angegeben. Die 

Spektren wurden mit der Software MestReNova der Firma Mestrelab Research ausgewertet. 
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Massenspektrometrie (LC-MS, HR-ESI, MALDI) 
 

Niederaufgelöste Massenspektren zur Reaktionskontrolle wurden mit einem MSQ Plus System 

der Firma Thermo Scientific aufgenommen. Bei Bedarf und zur Bestimmung von 

Absorptionsmaxima wurde ein Ultimate 3000 LC-System der Firma Thermo Scientific direkt an 

das MSQ Plus System gekoppelt.  

Hochauflösende massenspektrometrische Untersuchungen mittels Elektrospray-Ionisation 

Massenspektrometrie (HR-ESI-MS) wurden an einem FT-ICR-System der Firma Thermo Fisher 

Scientific durch die zentrale Analytik des Departments Chemie und Pharmazie der 

LMU-München durchgeführt.  

Massenspektrometrische Untersuchungen mittels MALDI-TOF-MS wurden an einem 

Autoflex II-System mit einem Time-of-Flight Detektor der Firma Bruker durchgeführt. Die Proben 

wurden vor der Messung auf einer VSWP Millipore Membran (0,025 µM) entsalzt und 

anschließend mit einer HPA-Matrix cokristallisiert. 

 

• HPA-Matrix: Di-Ammoniumhydrogencitrat (10 mg), 3-Hydroxypicolinsäure (50 mg), 

ddH2O (500 µL) und MeCN (500 µL) 

 

Infrarotspektrometrie (IR) 
 

Die Infrarotspektren wurden auf einem Perkin-Elmer BX II FT-IR System mit einem Smiths 

DuraSamplIR II Diamond-ATR Sensor oder einem Shimadzu IRSpirit Spektrometer mit einem 

QATR-S Sensor aufgenommen. Feststoffe wurden direkt auf die ATR-Einheit gegeben und mit 

einem Stempel auf der ATR-Einheit verdichtet. Öle und flüssige Verbindungen wurden als Filme 

aufgetragen. Die Wellenzahlen wurden in cm-1 angegeben und die Intensität der gemessenen 

Signale wurde mit s (stark), m (mittel), w (schwach) beschrieben.  
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6. Oligonukleotid-Konjugat Synthese 

 

Oligonukleotid Synthese 
 

Die Phosphoramidite der kanonischen Nukleoside (Bz-A-CE, Dmf-G-CE, Ac-C-CE, U-CE, dT-CE) 

wurden von Sigma-Aldrich und LinkTech und das modifizierte Phosphoramidit C8-Alkyne-dU-

CEP von Baseclick bezogen. Die Oligonukleotid Synthese erfolgte im 1-2 µmol Maßstab unter 

Verwendung von RNA SynBaseTM CPG 1000/110 oder High Load Glen UnySupportTM als Festphase 

an einem ABI 394 DNA/RNA Synthesizer der Firma Applied Biosystems. Die Oligonukleotide 

wurden im DMT-OFF-Modus synthetisiert unter der Verwendung von DCA in DCM als 

Entschützungsreagenz, Aktivator 42® in MeCN als Aktivator, Ac2O in Pyridin/THF sowie 

N-Methylimidazol in MeCN als Capping-Reagenzien und I2 in Pyridin/H2O als Oxidationsmittel. 

Für die Entschützung der Oligonukleotide wurde die Festphase in einer wässrigen Mischung 

(1/1, 1 mL) aus 30 % NH4OH und 40 % NH2Me suspendiert und bei 65 °C erhitzt (5 min für RNA 

SynBaseTM CPG 1000/110 und 60 min für High Load Glen UnySupportTM). Anschließend wurde der 

Überstand transferiert und die Festphase mit Wasser (3 x 200 µL) gewaschen. Die vereinigten 

Überstände wurden unter verminderten Druck mittels einer SpeedVac Plus von Thermo Life 

Sciences eingeengt und durch Lyophilisation getrocknet. Der Rückstand wurde in DMSO (100 µL) 

gelöst, Triethylamintrihydrofluorid (125 µL) hinzugegeben und bei 65 °C für 1,5 h bei 750 rpm 

geschüttelt. Die Lösung wurde auf 0 °C gekühlt und das Oligonukleotid durch Zugabe von NaOAc 

(3 M in ddH2O, 25 µL) und n-Butanol (1 mL) ausgefällt. Das Oligonukleotid wurde bei -80 °C für 

2 h gekühlt und anschließend bei 4 °C für 1 h zentrifugiert. Der Überstand wurde entfernt und 

der Rückstand lyophilisiert. Nach Aufreinigung mittels präparativer HPLC und 

Charakterisierung durch MALDI-TOF-MS wurde die Absorption der synthetisierten 

Oligonukleotide in wässriger Lösung mit einem IMPLEN Nanophotometer® N60 bei 260 nm 

gemessen. Der Extinktionskoeffizient der Oligonukleotide wurde mit Hilfe des OligoAnalyzer 

Version 3.0 von Integrated DNA Technologies bestimmt. Für Oligonukleotide, die nicht-

kanonische Basen enthalten, wurde angenommen, dass die Extinktionskoeffizienten identisch zu 

den kanonischen Basen sind.  
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Allgemeine Click-Reaktionsvorschriften 
 

Click-Reaktionsvorschrift für Monomere 

 

Zu einem Alkin-modifizierten Oligonukleotid (4,0 mM in ddH2O, 5,0 μL, 1,0 Äq.) wurden Azid-

modifiziertes Peptid (20 mM in DMSO, 5,0 μL, 5,0 Äq.), Triethylammoniumacetat Puffer (1,0 M in 

ddH2O, pH 7, 20 µL), Aminoguanidin Hydrochlorid (50 mM in ddH2O, 4,0 µL), CuSO4 (50 mM in 

100 mM THPTA-Lösung in ddH2O, 5,0 μL) und Natriumascorbat (50 mM in ddH2O, 10 μL) 

hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde mit Argon entgast und bei RT für 30 min bei 

500 rpm geschüttelt. Die Reaktion wurde mittels MALDI-TOF-MS überwacht und durch Zugabe 

von EDTA (50 mM in ddH2O, 20 μL) gequencht. Die Aufreinigung des Rohprodukts erfolgte 

mittels präparativer Umkehrphasen-HPLC und das finale Produkt wurde mittels analytischer 

Umkehrphasen-HPLC und MALDI-TOF-MS analysiert.  

 

Click-Reaktionsvorschrift für Dimere 

 

In einem Cryogenic Vial wurden zu einem Alkin-modifizierten Oligonukleotid (4,0 mM in ddH2O, 

15 μL, 1,0 Äq.) L3-Linker-Lösung (50 mM in DMSO, 3,0 μL, 2,5 Äq.), CuSO4 (50 mM in 100 mM 

THPTA-Lösung in ddH2O, 15 μL) und Natriumascorbat (50 mM in ddH2O, 30 μL) hinzugegeben. 

Das Reaktionsgemisch wurde mit Argon entgast und bei RT für 1 h bei 500 rpm geschüttelt. 

Anschließend wurden ein Gemisch aus zwei Alkin-modifizierten Peptiden (1/1, 20 mM in DMSO, 

24 μL, 8,0 Äq.), Triethylammoniumacetat Puffer (1,0 M in ddH2O, pH 7, 60 µL), Aminoguanidin 

Hydrochlorid (50 mM in ddH2O, 12 µL), CuSO4 (50 mM in 100 mM THPTA-Lösung in ddH2O, 

15 μL) und Natriumascorbat (50 mM in ddH2O, 30 μL) hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch 

wurde mit Argon entgast und bei RT für 19 h bei 500 rpm geschüttelt. Die Reaktion wurde 

mittels MALDI-TOF-MS überwacht und durch Zugabe von EDTA (50 mM in ddH2O, 60 μL) 

gequencht. Die Aufreinigung des Rohprodukts erfolgte mittels präparativer Umkehrphasen-

HPLC und die finalen Produkte wurde mittels analytischer Umkehrphasen-HPLC und MALDI-

TOF-MS analysiert.  
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Click-Reaktionsvorschrift für Trimere 

 

In einem Cryogenic Vial wurden zu einem Alkin-modifizierten Oligonukleotid (4,0 mM in ddH2O, 

10 μL, 1,0 Äq.) L4-Linker-Lösung (50 mM in DMSO, 2,0 μL, 2,5 Äq.), CuSO4 (50 mM in 100 mM 

THPTA-Lösung in ddH2O, 10 μL) und Natriumascorbat (50 mM in ddH2O, 20 μL) hinzugegeben. 

Das Reaktionsgemisch wurde mit Argon entgast und bei RT für 1 h bei 500 rpm geschüttelt. 

Anschließend wurden Alkin-modifiziertes Peptid (20 mM in DMSO, 20 μL, 10 Äq.), 

Triethylammoniumacetat Puffer (1,0 M in ddH2O, pH 7, 40 µL), Aminoguanidin Hydrochlorid 

(50 mM in ddH2O, 8,0 µL), CuSO4 (50 mM in 100 mM THPTA-Lösung in ddH2O, 10 μL) und 

Natriumascorbat (50 mM in ddH2O, 20 μL) hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde mit 

Argon entgast und bei RT für 19 h bei 500 rpm geschüttelt. Die Reaktion wurde mittels MALDI-

TOF-MS überwacht und durch Zugabe von EDTA (50 mM in ddH2O, 40 μL) gequencht. Die 

Aufreinigung des Rohprodukts erfolgte mittels präparativer Umkehrphasen-HPLC und das finale 

Produkt wurde mittels analytischer Umkehrphasen-HPLC und MALDI-TOF-MS analysiert.  

 

Charakterisierung der synthetisierten Oligonukleotide und deren 

Konjugate 
 

Tabelle 3. Charakterisierung der synthetisierten Oligonukleotide ON1, ON2, ON3 und ON4. Am: 2‘-OMe-A, 

Gm: 2‘-OMe-G, Cm: 2‘-OMe-C, Um: 2‘-OMe-U, dT: Thymidin, X: 2’-Desoxy-Oktadiinyl-Uridin.  

Strang Sequenz (5‘ → 3‘) 
berechnet 

[M-H]- 

gefunden 

[M-H]- 

ON1 CCA UGAm GAA GUA UGA CAmA CXdT 6814 6812 

ON2 GUU GUCm AUA CUU CUCm AUG GdTdT 6609 6608 

ON3 GCC AUCm AAC GAU AAG UGmA AXdT 6814 6812 

ON4 UUC ACUm UAU CGU UGAm UGG CdTdT 6609 6607 
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Abbildung 16. HPL-Chromatogramme (0-30% Puffer B, 45 min, 30 °C) und MALDI-TOF-MS-Analysen der 

aufgereinigten Oligonukleotide (a) ON1, (b) ON2, (c) ON3 und (d) ON4.  

Tabelle 4. Charakterisierung der synthetisierten Peptid-Oligonukleotid-Konjugate. Am: 2‘-OMe-A, Gm: 2‘-

OMe-G, Cm: 2‘-OMe-C, dT: Thymidin, X: 2’-Desoxy-Oktadiinyl-Uridin. 

Strang Sequenz (5‘ → 3‘) 
berechnet 

[M-H]- 

gefunden 

[M-H]- 

R-ON1 CCA UGAm GAA GUA UGA CAmA CX(R)dT 7900 7897 

R-ON3 GCC AUCm AAC GAU AAG UGmA AX(R)dT 7900 7898 

Y-ON1 CCA UGAm GAA GUA UGA CAmA CX(Y)dT 8216 8225 

Y-ON3 GCC AUCm AAC GAU AAG UGmA AX(Y)dT 8216 8223 

2xR-L3-ON1 CCA UGAm GAA GUA UGA CAmA CX(R)2dT 9702 9705 

2xR-L3-ON3 GCC AUCm AAC GAU AAG UGmA AX(R)2dT 9702 9703 

2xY-L3-ON1 CCA UGAm GAA GUA UGA CAmA CX(Y)2dT 10420 10420 

2xY-L3-ON3 GCC AUCm AAC GAU AAG UGmA AX(Y)2dT 10420 10419 

3xR-L4-ON1 CCA UGAm GAA GUA UGA CAmA CX(R)3dT 10939 10937 

3xR-L4-ON3 GCC AUCm AAC GAU AAG UGmA AX(R)3dT 10939 10939 

3xY-L4-ON1 CCA UGAm GAA GUA UGA CAmA CX(Y)3dT 12017 12014 

3xY-L4-ON3 GCC AUCm AAC GAU AAG UGmA AX(Y)3dT 12017 12016 

R-Y-L3-ON1 CCA UGAm GAA GUA UGA CAmA CX(R)(Y)dT 10061 10065 

R-Y-L3-ON3 GCC AUCm AAC GAU AAG UGmA AX(R)(Y)dT 10061 10059 
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Abbildung 17. HPL-Chromatogramme und MALDI-TOF-MS-Analysen der aufgereinigten Oligonukleotid-

Konjugate (a) R-ON1  (0-30% Puffer B, 45 min, 30 °C), (b) R-ON3 (0-30% Puffer B, 45 min, 30 °C), (c) Y-

ON1 (0-40% Puffer B, 45 min, 30 °C), (d) Y-ON3 (0-40% Puffer B, 45 min, 30 °C), (e) 2xR-L3-ON1 (0-50% 

Puffer B, 45 min, 60 °C), (f) 2xR-L3-ON3 (0-50% Puffer B, 45 min, 60 °C), (g) 2xY-L3-ON1 (0-50% 

Puffer B, 45 min, 60 °C), (h) 2xY-L3-ON3 (0-50% Puffer B, 45 min, 60 °C), (i) 3xR-L4-ON1 (0-45% 

Puffer B, 45 min, 60 °C), (j) 3xR-L4-ON3 (0-45% Puffer B, 45 min, 60 °C), (k) 3xY-L4-ON1 (0-55% 

Puffer B, 45 min, 60 °C), (l) 3xY-L4-ON3 (0-55% Puffer B, 45 min, 60 °C), (m) R-Y-L3-ON1 (0-50% 

Puffer B, 45 min, 60 °C) und (n) R-Y-L3-ON3 (0-50% Puffer B, 45 min, 60 °C). 
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Hybridisierung  
 

Die Hybridisierung der Doppelstränge erfolgte bei einer Konzentration von 10 µM oder 100 µM 

in einem 5X Hybridisierungspuffer (10 mM Tris-HCl (pH 8), 1 mM EDTA, 50 mM NaCl) durch 

Erhitzen auf 95 °C für 2 min und Abkühlen auf 10 °C innerhalb von 85 min (Gradient -1 °C/min) 

mit einem TAdvanced Twin Thermocycler von Biometra. 
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7. Chemische Synthese 

3‘,5‘-O-(Di-tert-butylsilanediyl)-thymidin (3) 
 

 

Thymidin (2) (9,69 g, 40,0 mmol, 1,00 Äq.) wurde in trockenem DMF (45 mL) gelöst und das 

Reaktionsgemisch auf 0 °C gekühlt. Nach Zugabe von Di-tert-butyldichlorosilan (10,1 mL, 

48,0 mmol, 1,20 Äq.) wurde für 5 min gerührt und anschließend Silbernitrat (16,3 g, 96,0 mmol, 

2,40 Äq.) zugegeben. Triethylamin (13,3 mL, 96,0 mmol, 2,40 Äq.) wurde hinzugegeben und das 

Reaktionsgemisch für 30 min bei RT gerührt. Die organische Phase wurde über MgSO4 

getrocknet, filtriert und das Lösungsmittel in vacuo entfernt. Nach Aufreinigung mittels FSC 

(Silica, Hex/EtOAc, 2/1 → 1/1) wurde 3 (15,8 g, quant.) als farbloser, kristalliner Feststoff 

erhalten. 

Rf = 0,21 (iHex/EtOAc, 2/1). 

1H-NMR (500 MHz, CDCl3): δ = 8,64 (s, 1H); 7,03 (q, J = 1,3 Hz, 1H); 6,20 (dd, J = 6,9, 4,2 Hz, 1H); 

4,44 (dd, J = 9,4, 5,0 Hz, 1H); 4,22 (q, J = 8,9 Hz, 1H); 4,01 (dd, J = 10,5, 9,4 Hz, 1H); 3,68 (ddd, J = 

10,5, 8,9, 5,0 Hz, 1H); 2,38 – 2,34 (m, 2H); 1,95 (d, J = 1,3 Hz, 3H); 1,08 (s, 9H); 1,01 (s, 9H) ppm. 

13C-NMR (126 MHz, CDCl3): δ = 163,5; 150,1; 135,2; 111,7; 83,9; 78,1; 75,0; 67,4; 38,6; 27,6; 

27,3; 22,8; 20,2; 12,9 ppm. 

HR-ESI-LC-MS von C18H31N2O5Si+ [(M+H)+]:   berechnet 383,19968 

gefunden 383,19952. 

IR (ATR): ν = 415 (m); 421 (m); 433 (m); 443 (s); 473 (m); 486 (m); 553 (m); 652 (s); 711 (m); 

749 (s); 809 (s); 826 (s); 856 (m); 940 (m); 1000 (m); 1013 (m); 1056 (s); 1111 (s); 1140 (m); 

1174 (w); 1273 (m); 1321 (w); 1365 (m); 1387 (m); 1472 (m); 1686 (s); 2860 (m); 2889 (w); 

2936 (m); 2960 (w); 3049 (w); 3183 (w) cm-1.  
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5-(Aminomethyl)-3‘,5‘-O-(di-tert-butylsilanediyl)-2’-deoxyuridin (4) 
 

 

3 (3,83 g, 10,0 mmol, 1,00 Äq.) wurde in trockenem Chloroform (60 mL) gelöst, auf 60 °C erhitzt 

und N-Bromsuccinimid (2,14 mg, 12,0 mmol, 1,20 Äq.) und AIBN (197 mg, 1,20 mmol, 0,12 Äq.) 

hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde für 2 h 15 min bei 60 °C gerührt, anschließend auf 

0 °C gekühlt und NH3 (7 M in MeOH, 7,1 mL) hinzugegeben. Die Reaktionslösung wurde für 2 h 

bei RT gerührt, mit NaHCO3(aq.) (ges.) verdünnt und mit DCM (3x) extrahiert. Die vereinigten 

organischen Phasen wurden über MgSO4 getrocknet, filtriert und das Lösungsmittel in vacuo 

entfernt. Nach Aufreinigung mittels FSC (Silica, DCM/MeOH, 98/2 + 1 % NEt3 → 95/5 + 1 % 

NEt3) wurde 4 (450 mg, 1,13 mmol, 11 %) als gelber Feststoff erhalten. 

Rf = 0,14 (DCM/MeOH, 95/5 + 1 % NEt3). 

1H-NMR (500 MHz, CDCl3): δ = 7,29 (s, 1H); 6,20 (dd, J = 6,4, 4,6 Hz, 1H); 4,43 (dd, J = 9,4, 5,0 Hz, 

1H); 4,24 (q, J = 9,0 Hz, 1H); 4,05 – 3,98 (m, 1H); 3,68 (ddd, J = 10,5, 8,9, 5,0 Hz, 1H); 3,60 (d, J = 

3,3 Hz, 2H); 2,40 – 2,34 (m, 2H); 1,07 (s, 9H); 1,00 (s, 9H) ppm. 

13C-NMR (126 MHz, CDCl3): δ = 163,1; 150,0; 136,1; 116,1; 84,2; 78,2; 74,9; 67,4; 39,3; 38,6; 

27,6; 27,2; 22,8; 20,2 ppm. 

HR-ESI-LC-MS von C18H32N3O5Si+ [(M+H)+]:  berechnet 398,21057 

gefunden 398,21060. 

IR (ATR): ν = 410 (m); 431 (s); 444 (s); 470 (m); 500 (m); 526 (m); 555 (m); 579 (m); 652 (s); 

704 (m); 750 (s); 809 (s); 826 (s); 856 (m); 938 (m); 1009 (m); 1052 (s); 1109 (s); 1174 (m); 

1279 (m); 1364 (m); 1387 (m); 1472 (s); 1683 (s); 2672 (w); 2860 (m); 2890 (m); 2936 (m); 

2960 (m); 3185 (w) cm-1. 
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5-(((((2-(Trimethylsilyl)ethoxy)carbonyl)amino)methyl)-3‘,5‘-O-(di-

tert-butylsilanediyl)-2’-deoxyuridin (5) 
 

 

4 (449 mg, 1,13 mmol, 1,00 Äq.) wurde in 1,4-Dioxan/H2O (1:1, 20,3 mL) gelöst. Nach Zugabe 

von Triethylamin (235 uL, 1,70 mmol, 1,50 Äq.) und Teoc-OSu (322 mg, 1,24 mmol, 1,10 Äq.) 

wurde die Suspension für 20 h bei RT gerührt. Das Reaktionsgemisch wurde mit H2O verdünnt 

und anschließend mit Diethylether (3x) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden 

über MgSO4 getrocknet, filtriert und das Lösungsmittel in vacuo entfernt. Nach Aufreinigung 

mittels FSC (Silica, Hex/EtOAc, 2/1) wurde 5 (261 mg, 481 µmol, 43 %) als farbloser Feststoff 

erhalten. 

Rf = 0,18 (iHex/EtOAc, 2/1). 

1H-NMR (500 MHz, CDCl3): δ = 8,14 (s, 1H); 7,47 (s, 1H); 6,13 (dd, J = 7,8, 2,7 Hz, 1H); 5,27 (t, J = 

6,2 Hz, 1H); 4,44 (dd, J = 9,4, 5,0 Hz, 1H); 4,26 (q, J = 9,3 Hz, 1H); 4,17 – 4,04 (m, 3H); 4,00 (d, J = 

6,4 Hz, 2H); 3,70 (ddd, J = 10,5, 8,9, 5,0 Hz, 1H); 2,44 – 2,33 (m, 2H); 1,08 (s, 9H); 1,01 (s, 9H); 

0,96 (dd, J = 9,3, 7,9 Hz, 2H); 0,03 (s, 9Hz) ppm. 

13C-NMR (126 MHz, CDCl3): δ = 163,2; 157,0; 149,8; 138,5; 111,9; 84,6; 78,5; 74,6; 67,4; 63,4; 

38,8; 37,7; 27,6; 27,3; 22,8; 20,2; 17,9; -1,3 ppm. 

HR-ESI-LC-MS von C24H42N3O7Si2- [(M-H)-]:   berechnet 540,25668 

gefunden 540,25663. 

IR (ATR): ν = 423 (m); 428 (m); 444 (s); 470 (m); 502 (m); 520 (m); 555 (m); 579 (m); 651 (s); 

706 (m); 752 (s); 788 (m); 826 (s); 854 (s); 938 (m); 1003 (m); 1030 (m); 1055 (s); 1068 (s); 

1085 (m); 1107 (s); 1176 (m); 1239 (s); 1262 (m); 1276 (m); 1364 (w); 1380 (w); 1474 (m); 

1509 (m); 1686 (s); 1703 (s); 1717 (s); 2861 (w); 2893 (w); 2937 (w); 2949 (w); 3061 (w); 

3177 (w); 3364 (w) cm-1. 
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5-(((((2-(Trimethylsilyl)ethoxy)carbonyl)amino)methyl)-2’-

deoxyuridin (6) 
 

 

In einem Plastikgefäß wurde 6 (255 mg, 470 µmol, 1,00 Äq.) in DCM/Pyridin (9:1, 4,7 mL) gelöst 

und das Reaktionsgemisch auf 0 °C gekühlt. Nach langsamer Zugabe von HF (ω = 70 % in 

Pyridin, 61 uL, 2,35 mmol, 5,00 Äq.) wurde das Reaktionsgemisch für 3 h bei 0 °C gerührt. 

Anschließend wurde das Reaktionsgemisch mit Methoxytrimethylsilan gequencht, mit 

NaHCO3(aq.) (ges.) verdünnt und mit DCM (3x) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen 

wurden über MgSO4 getrocknet, filtriert und das Lösungsmittel in vacuo entfernt. Nach 

Aufreinigung mittels FSC (Silica, DCM/MeOH, 95/5) wurde 6 (154 mg, 384 µmol, 82 %) als 

farbloses Öl erhalten. 

Rf = 0,41 (DCM/MeOH, 9/1). 

1H-NMR (500 MHz, CDCl3): δ = 8,11 (s, 1H); 8,00 (s, 1H); 6,29 (t, J = 6,7 Hz, 1H); 5,33 (s, 1H); 4,67 

– 4,63 (m, 1H); 4,13 – 4,06 (m, 3H); 4,00 – 3,94 (m, 3H); 3,84 – 3,77 (m, 1H); 3,63 (s, 1H); 2,46 

(ddd, J = 13,9, 6,4, 2,9 Hz, 1H); 2,38 (dt, J = 13,6, 6,5 Hz, 1H); 0,97 – 0,92 (m, 2H); 0,02 (s, 9H) 

ppm. 

13C-NMR (126 MHz, CDCl3): δ = 163,9; 157,6; 150,6; 140,2; 111,3; 88,1; 86,6; 72,0; 63,6; 62,3; 

41,0; 37,6; 17,8; -1,3 ppm. 

HR-ESI-LC-MS von C16H27N3O7ClSi- [(M+Cl)-]:  berechnet 436,13123 

gefunden 436,13102. 

IR (ATR): ν = 408 (s); 424 (s); 435 (s); 441 (s); 450 (m); 454 (m); 466 (m); 473 (m); 479 (m); 

486 (m); 517 (s); 660 (m); 694 (m); 762 (s); 834 (s); 856 (s); 941 (m); 963 (m); 997 (m); 1049 

(s); 1092 (m); 1177 (m); 1247 (s); 1388 (m); 1405 (m); 1418 (m); 1437 (m); 1459 (m); 1473 

(m); 1507 (m); 1522 (m); 1533 (m); 1541 (m); 1656 (s); 1670 (s); 1684 (s); 2824 (w); 2901 (w); 

2953 (w); 3057 (w); 3186 (w); 3337 (w) cm-1. 
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5-(((((2-(Trimethylsilyl)ethoxy)carbonyl)amino)methyl)-5‘-O-(4,4’-

dimethoxytrityl)-2’-deoxyuridin (7) 
 

 

6 (149 mg, 370 µmol, 1,00 Äq.) wurde in trockenem Pyridin (3,7 mL) gelöst und vorgetrocknetes 

DMTrCl (188 mg, 555 µmol, 1,50 Äq.) wurde zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde für 6 h 

bei RT gerührt und anschließend mit MeOH gequencht. Das Lösungsmittel wurde in vacuo 

entfernt. Nach Aufreinigung mittels FSC (Silica, DCM/MeOH, 98/2 + 0,1 % Pyridin → 95/5 + 

0,1 % Pyridin) und Lyophilisation aus Benzol (2x) wurde 7 (198 mg, 281 µmol, 76 %) als 

farbloser Schaum erhalten. 

Rf = 0,24 (DCM/MeOH, 95/5). 

1H-NMR (500 MHz, (CD3)2CO): δ = 10,07 (br s, 1H); 7,73 (s, 1H); 7,52 – 7,48 (m, 2H); 7,38 (dd, J = 

8,8, 1,4 Hz, 4H); 7,33 (dd, J = 8,5, 7,0 Hz, 2H); 7,25 – 7,21 (m, 1H); 6,93 – 6,88 (m, 4H); 6,30 (t, J = 

6,7 Hz, 1H); 6,01 (s, 1H); 4,56 – 4,40 (m, 2H); 4,05 (t, J = 8,3 Hz, 3H); 3,79 (s, 6H); 3,69 (d, J = 

6,2 Hz, 2H); 3,42 – 3,33 (m, 2H); 3,42 – 3,33 (m, 2H); 0,92 (t, J = 8,3 Hz, 2H); 0,02 (s, 9H) ppm. 

13C-NMR (126 MHz, (CD3)2CO): δ = 163,7; 159,8; 157,2; 151,1; 146,2; 139,0; 137,0; 136,8; 131,2; 

131,1; 129,2; 128,8; 127,7; 114,1; 112,2; 87,4; 87,2; 85,8; 72,3; 64,9; 62,9; 55,6; 41,2; 38,6; 18,5; 

-1,3 ppm. 

HR-ESI-LC-MS von C37H45N3O9NaSi+ [(M+Na)+]:  berechnet 726,28173 

gefunden 726,28098. 

IR (ATR): ν = 417 (m); 431 (m); 438 (m); 456 (m); 467 (m); 474 (m); 484 (m); 520 (m); 549 (m); 

583 (s); 634 (m); 701 (m); 727 (m); 756 (m); 792 (m); 831 (s); 858 (m); 937 (m); 969 (m); 1033 

(s); 1056 (m); 1091 (m); 1176 (s); 1247 (s); 1447 (m); 1459 (m); 1466 (m); 1490 (m); 1507 (s); 

1608 (m); 1671 (s); 1684 (s); 1696 (s); 2837 (w); 2914 (w); 2953 (w); 3065 (w); 3179 (w); 

3377 (w) cm-1. 
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5-(((((2-(Trimethylsilyl)ethoxy)carbonyl)amino)methyl)-5‘-O-(4,4’-

dimethoxytrityl)-2’-deoxyuridin-3’-cyanoethyl-N,N-

diisopropylphosphoramidit (1) 
 

 

7 (106 mg, 150 µmol, 1,00 Äq.) wurde in trockenem DCM (1,5 mL) gelöst und DIPEA (105 uL, 

600 µmol, 4,00 Äq.) wurde zugegeben. Anschließend wurde auf 0 °C gekühlt und CED-Cl (84 uL, 

375 µmol, 2,50 Äq.) tropfenweise zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde für 4 h bei RT 

gerührt, anschließend mit NaHCO3 (aq.) (ges.) verdünnt und mit DCM (3x) extrahiert. Die 

vereinigten organischen Phasen wurden über MgSO4 getrocknet, filtriert und das Lösungsmittel 

in vacuo entfernt. Nach Aufreinigung mittels FSC (Silica, Hex/EtOAc, 1/1 + 0,1 % Pyridin) und 

Lyophilisation aus Benzol (2x) wurde 1 (105 mg, 116 µmol, 77 %) als farbloser Schaum 

erhalten.  

Rf = 0,18 und 0,32 (Hex/EtOAc, 1/1). 

31P-NMR (202 MHz, (CD3)2CO): δ = 148,3, 148,2 ppm. 

HR-ESI-LC-MS von C46H62N5O10NaPSi+ [(M+Na)+]:  berechnet 926,38958 

gefunden 926,38968. 
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8. Abkürzungsverzeichnis 
 

A   Adenosin (Nukleosid) / Adenin (Nukleobase) 

A260 nm   spektrale Absorption bei λ = 260 nm 

Ac   Acetyl 

ACE2   Angiotensin-konvertierendes Enzym 2 

AGO2   Argonaut-2  

AHP   Akute Hepatische Porphyrie 

AIBN   Azobis(isobutyronitril) 

ALS   Amyotrophe Lateralsklerose 

anti-miRs  Antagomire 

Apo E   Apolipoprotein E 

aq   aqueous (in wässriger Lösung) 

arb. u.   arbitrary units (willkürliche Einheiten) 

ASCVD   Atherosklerotische Herz-Kreislauf-Erkrankung 

ASGPR   Asialoglykoprotein-Rezeptor 

ASO   Antisense Oligonukleotid 

Äq   Äquivalent(e) 

AzMMMan  Azidomethyl-Methylmaleinsäureanhydrid 

 

BCN   Bicyclo[6.1.0]nonin 

BNA   Bridged Nukleinsäure 

Bz   Benzoyl 

 

C   Cytidin (Nukleosid) / Cytosin (Nukleobase) 

CD206   Mannose Rezeptor C-Typ 1 

CE   Cyanoethyl 

CED   2-Cyanethyl-N,N-diisopropylphosphoramidit 

CendR   C-end Rule 

cEt   constrained Ethyl 

CMV   Cytomegalovirus 

CPP   Zellpenetrierendes Peptid 

CpG   Cytosin-Phosphat-Guanin Motiv 

CPG   controlled-pore-glass (kontrolliertes poröses Glass) 

COVID-19  Coronavirus-Krankheit-2019 

CuAAC   Kupfer-katalysierte Azid-Alkin-Cycloaddition 
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d   Duplett (Signale bei NMR-Spektroskopie) 

DBCO   Dibenzoazacyclooctin 

DC   Dünnschichtchromatographie 

DCA   Dichloressigsäure 

DCM   Dichlormethan 

ddH2O   Bidestilliertes Wasser 

DIBO   Dibenzocyclooctin 

DIFO   Difluorocyclooctin 

DMD   Duchenne-Muskeldystrophie 

Dmf   Dimethylformamidin 

DMSO   Dimethylsulfoxid 

DMTr   4,4′-Dimethoxytrityl 

DNA   desoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsäure) 

dsRNA   doppelsträngige RNA 

 

EDTA   Ethylendiamintetraessigsäure 

EMA   European Medicines Agency 

ESC   Enhanced Stabilization Chemistry 

ESI   electrospray ionization (Elektrosprayionisation) 

Et   Ethyl 

EtOAc   Ethylacetat 

 

FCS   Familiäres Chylomikronämie Syndrom 

FDA   Food and Drug Administration 

FSC   Flash-Säulenchromatographie 

 

G   Guanosin (Nukleosid) / Guanin (Nukleobase) 

GalNAc   N-Acetylgalactosamin 

GAPDH   Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 

ges.   gesättigt 

GNA   Glycol Nukleinsäure 

 

hATTR   Hereditäre Transthyretin-Amyloidose 

hClp1   human Cleavage factor polyribonucleotide kinase subunit 1  

HeFH   Heterozygote Familiäre Hypercholesterinämie 

Hex   Hexan 
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HPLC high performance liquid chromatography 
(Hochleistungsflüssigkeitschromatographie) 

HR high resolution (Hochauflösung) 

 

invAb   invertierte abasische Modifikation 

IPA   Isopropanol 

IR   Infrarotspektroskopie 

 

LC   liquid chromatography (Flüssigkeitschromatographie) 

LDL   low-density Lipoprotein 

LNA   Locked Nukleinsäuren 

LNP   Lipid-basierte Nanopartikel 

 

M   Molekül 

m   medium (Signale bei IR-Spektroskopie) 

m   Multiplett (Signale bei NMR-Spektroskopie) 

MALDI   Matrix-Assistierte Laser-Desorption-Ionisierung 

Me   Methyl 

MeCN   Acetonitril 

miRNA   MicroRNA 

miR-Mimic  Agomire 

MOE   Methoxyethyl 

mRNA   messenger RNA  

MS   Massenspektrometrie 

 

NMR nuclear magnetic resonance spectroscopy 
(Kernspinresonanzspektroskopie) 

NRP1 Neuropilin-1 

 

OMe   Methoxy 

ON   Oligonukleotid 

ORF   Open Reading Frame 

 

PEG   Polyethylenglycol 

PH   Primäre Hyperoxalurie 

PMO   Phophorodiamidat-Morpholino-Oligonukleotid 

PO   Phosphat 
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ppm   parts per million 

PS   Phosphorothioat 

PS2   Phosphorodithioat 

Py   Pyridin 

 

q   Quartett (Signale bei NMR-Spektroskopie) 

qPCR   quantitative Polymerase Chain Reaction  

(quantitative Polymerase-Kettenreaktion) 

quant.   quantitativ 

 

Rf   Retentionsfaktor (Dünnschichtchromatographie) 

RISC   RNA-induced silencing complex 

RITA   RNA-induzierten Transkriptionsaktivierungskomplex 

RNA   ribonucleic acid (Ribonukleinsäure) 

RNAa   RNA-Aktivierung 

RNAi   RNA-Interferenz 

RNase H1  Ribonuklease H1 

rpm   revolutions per minute (Umdrehungen pro Minute) 

RT   Raumtemperatur 

 

s   stark (Signale bei IR-Spektroskopie) 

s   Singulett (Signale bei NMR-Spektroskopie) 

sa-mRNA  Selbst-amplifizierende mRNA 

saRNA   small-activating RNA 

SARS-CoV-2  Schweres akutes respiratorisches Syndrom Coronavirus Typ 2 

SATE   S-Acyl-2-thioethyl 

scr   scrambled 

siRNN   short interfering RiboNucleic Neutrals 

siRNA   small-interfering RNA 

SMA   Spinale Muskelatrophie 

SMN2   Survival-Motorneuron 2 

SNA   Sphärische Nukleinsäure 

SPAAC   Strain-Promoted Azid-Alkin Cycloaddition 

SpiDo   Spirodiorthoester 

SSO   Splice-switching Oligonukleotide 

STC   Standard Template Chemistry 
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(d)T   (Desoxy) Thymidin (Nukleosid) / Thymin (Nukleobase) 

t   Triplett (Signale bei NMR-Spektroskopie) 

tcDNA   tricyclo-DNA 

Teoc   2-(Trimethylsilyl)ethoxycarbonyl 

TfR   Transferrin Rezeptor 

THF   Tetrahydrofuran 

THPTA   Tris(3-hydroxypropyltriazolylmethyl)amin 

TLR   Toll-like Rezeptor 

TOF   Time-of-Flight 

 

U   Uridin (Nukleosid) / Uracil (Nukleobase) 

UNA   Unlocked Nukleinsäure 

UV   Ultraviolett 

 

VP   Vinylphosphat 

 

w   weak (schwach) (Signale bei IR-Spektroskopie)  
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