Dissertation zur Erlangung des Doktorgrades
der Fakultat fiir Chemie & Pharmazie

der Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen

Synthese von Oligonukleotid-Konjugaten mittels
Cul-katalysierter Click-Chemie und

Untersuchung ihres therapeutischen Potenzials

Annika Jasmin Tolke
aus
Hofgeismar (Deutschland)

2025






Erklarung

Diese Dissertation wurde im Sinne von §7 der Promotionsordnung vom 28. November 2011 von

Herrn Prof. Dr. THOMAS CARELL betreut.

Eidesstattliche Versicherung

Diese Dissertation wurde eigenstidndig und ohne unerlaubte Hilfe erarbeitet.

Miinchen, den 02. Januar 2025

Annika Jasmin Tolke

Dissertation eingereicht am: 14.01.2025
1. Gutachter: Prof. Dr. THOMAS CARELL
2. Gutachter: Dr. PAVEL KIELKOWSKI

Miindliche Priifung am: 13.02.2025



Publikationsliste

Teile dieser Arbeit wurden bereits publiziert oder auf Konferenzen vorgestellt.

Publikationen

o Suppression of SARS-CoV-2 Replication with Stabilized and Click-Chemistry Modified
siRNAs“ F. R. Traube#, M. Stern#, A.]. Télke*, M. Rudelius, E. Mejias-Pérez, N. Raddaoui,
B. M. Kiimmerer, C.Douat, F.Streshnev, M. Albanese, P.R.Wratil, Y.V.Gartner,
M. Nainyté, G. Giorgio, S.Michalakis, S.Schneider, H.Streeck, M. Miiller, O. T. Keppler”,
T. Carell’, Angew. Chem. Int. Ed. 2022, 61, e202204556.

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

*: Korrespondierende Autoren

o Efficient Tandem Copper-Catalyzed Click Synthesis of Multisugar Modified
Oligonucleotides” A.]. Tolke, ]. F. Gaisbauer, Y.V. Gartner, B. Steigenberger, A. Holovan,
F. Streshnev, S. Schneider, M. Miiller, T. Carell, Angew. Chem. Int. Ed. 2024, e202405161.

Konferenzbeitrage

o Posterbeitrag ,Suppression of SARS-CoV-2 Replication with Stabilized and Click-
Chemistry Modified siRNAs." Bioinspired Complex Systems from Basic Science to Practical
Applications (Neve Ilan, Israel, November 2022)

e Posterbeitrag ,Suppression of SARS-CoV-2 Replication with Stabilized and Click-
Chemistry Modified siRNAs.”“ Oxford Symposia - 9t International, Oligo 2023 Oxford:
Antisense & Therapeutic Nucleic Acids (Oxford, United Kingdom, Marz 2023)

Weitere Publikationen

e “Generation of densely labeled oligonucleotides for the detection of small genomic
elements” C. Steinek, M. Guirao-Ortiz, G.Stumberger, A.].Télke, D.Horl, T. Carell,
H. Harz, H. Leonhardt, Cell Rep. Methods 2024, 4, 100840.



Danksagung

An erster Stelle mochte ich mich bei meinem Doktorvater Prof. Dr. THOMAS CARELL fiir die
Méglichkeit der Anfertigung der Doktorarbeit in seinem Arbeitskreis bedanken. Die aktuelle und
spannende Themenstellung sowie die ausgezeichnete Betreuung haben mir nicht nur fundierte
wissenschaftliche Erkenntnisse vermittelt, sondern auch die Freiheit und das Vertrauen
gegeben, eigene Ideen zu entwickeln. Fiir die hervorragenden Arbeitsbedingungen, die stets

unterstiitzende Atmosphare und die motivierende Zusammenarbeit danke ich Dir sehr.

Dr. PAVEL KIELKOWSKI danke ich ganz herzlich fiir die Ubernahme des Zweitgutachtens. Ebenfalls
mochte ich mich bei den Mitgliedern der Priifungskommission fiir das Beisitzen der miindlichen

Priifung bedanken.

Ein besonderer Dank gilt Dr. MARKUS MULLER fiir die zahlreichen inspirierenden
wissenschaftlichen Diskussionen. Deine Ratschldge waren stets ausgesprochen hilfreich und ich
bin dankbar fiir die wertvollen Impulse, die Du mir wahrend der gesamten Promotion gegeben

hast.

Fiir die Unterstitzung in samtlichen biirokratischen Angelegenheiten danke ich ALMA TURSIC-
WUNDER. Ein weiteres Dankeschon geht an KERSTIN KURZ und CLAUDIA SCHERUBL fiir deren

wertvolle Unterstiitzung im Laboralltag.

Fiir die gewissenhafte fachliche sowie sprachliche Korrektur dieser Arbeit mochte ich mich bei
Dr. MARKUS MULLER, Dr. FELIX XU sowie Dr. BARBEL MLASOWSKY herzlich bedanken. Ihre

Anmerkungen haben zur Verbesserung der Qualitit dieser Dissertation beigetragen.

Des Weiteren mdochte ich mich bei der siRNA Subgroup und meinen Kollaborationspartnern fiir
die gute Zusammenarbeit bedanken. Ein besonderes Dankeschon geht dabei an Dr. FRANZISKA
TRAUBE und YASMIN GARTNER, die durch zahlreiche wissenschaftliche Diskussionen zu dieser
Arbeit beigetragen haben. Ebenso danke ich meinen Praktikanten fiir ihre wertvolle Mithilfe und

ihre engagierte Unterstiitzung.

Dem ganzen Arbeitskreis mochte ich fiir die stetige Unterstiitzung und die gute
Arbeitsatmosphire wihrend meiner Promotion danken. Die kollegiale Zusammenarbeit und das
freundliche Miteinander haben diese Zeit fiir mich sehr bereichert. Ein besonderer Dank gilt Dr.
KATERINA PAPPA, ANDREAS REICHL, Dr. DILARA OZDEMIR, Dr. FABIAN HERNICHEL, Dr. GIACOMO
GANAZZOLI und ALEXANDER PICHLER fiir die vielen wertvollen Momente, die ich mit euch erleben
durfte. Ganz besonders mochte ich mich bei Dr. FELIX XU bedanken. Danke, fiir deine

durchgangige Unterstiitzung - sei es durch unsere Brainstorming-Sessions, die zahlreichen



Ratschlige oder deine Motivation. Ich habe grofdes Gliick, dich an meiner Seite zu haben.

Abschliefend mdchte ich mich bei meiner ganzen Familie bedanken und ganz besonderes bei
meinen Eltern ALEXANDRA LUDWIG-TOLKE und DIETER LUDWIG. Danke, dass ihr mich nicht nur
wiahrend meiner Promotion, sondern iiber das ganze Studium hinweg unterstiitzt habt. Ohne

euch ware das alles nicht moglich gewesen.



Inhaltsverzeichnis I

Inhaltsverzeichnis
ZUSAMIMENTASSUIIG «.ucurseresscmsisnssssmsssessssssssssssssssssssasas e s s s R SRS E AR AR S SRR R AR RS AR AR R AR SRR AR SRR R R R R AR RS e R AR R RS 11
Y1010 7, 1\
I 0011 T LD o, 1
1.1. Oligonukleotid Therapeutika und ihre Wirkmechanismen..........cccccccoiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee e, 1
1.1.1. Splice-switching OligoNUKIEOLIE.........uuvviiiiiieiiieeieeeee e 2
1.1.2. RNase Hl-vermittelte Degradierung ......ccccuuiieei ittt e e e e s esvree e e e e s eaes 3
1,03 RN AN OIENZ. eeeie ettt ettt et e sttt e st e e s sabte e sabeeessabaeessabaeesanbaeeenas 4
1.1.4. Weitere potenzielle therapeutische Oligonukleotide...........cceeeveciiiieiiiicciiieee e 5
1.2. Herausforderungen fiir die therapeutische ANWendung..........ccccccccuiieeeeeecciiieee e, 6
1.2.1. Chemische MoOdifiKatioNEN.......ciiiciiiiiii e e e e s s sabeneeeessnanns 8
1.2.2. MOdifiKatioNSMUSTET ...eiiiiiiiiiiieecee ettt e e e s abe e e ssabe e e sabeee s 12
1 T I - [ 0 1Y o T Y RV (=T 0 1= USSP 15
1.2.4. ENAOSOMAlE FreiSEIZUNG.....cc i ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e s e a e e e e e eeeeeeeaaaaeas 16
1.3. Potential von Konjugations- und LinKerstrategien .........ccccvveeiiiiiiiiieeie e 18
2. AUfGAbENSTEIIUNG ...t s 24
3. Veroffentlichte Arbeiten ... ssa—a———————. 25

3.1. Unterdriickung der SARS-CoV-2 Replikation mit stabilisierten und durch Click-Chemie

MOAIfIZIENTEN SIRNAS ...ttt e sb e e st e e e sbb e e s st beessabbeeesabbeessnbeeesbsaeenans 25

3.2. Effiziente Cu-katalysierte Tandem-Click-Synthese von mehrfach zuckermodifizierten
(0] 10T o [U] =T e 1T TP PPN 35
4. Unveroffentlichte Arbeiten ... s snssnssns 42
4.1. Spezifische Adressierung von Oberflachenrezeptoren........coeveeeeeeeeeiiei i, 42
4.2. Ansatz zur Untersuchung der endosomalen FreiSetzung .......ueveeeeeeeeeeeieeieiii s 52
5. Materialien und Methoden ... s ssssnsss 55
6. Oligonukleotid-Konjugat SYyNthese ... 59
7. ChemiSChe SYNTRESE ... 65
8. ADKUTIZUNGSVETrZEeICHIIS ...couciiciscrinesrmssssnsssn s s 71
9. LiteraturverzeiChniS. ... s s s s s s s s 76
2 01 ) 17 67
2 01 ) 07 74

241 4P 7o 95



Zusammenfassung 11

Zusammenfassung

Nukleinsdure-basierte Therapeutika bieten durch gezielte Eingriffe in die Genexpression von
krankheitsverursachenden Proteinen die Moglichkeit, deren Proteinsynthese zu korrigieren
oder zu regulieren. Um die beabsichtigte therapeutische Wirkung zu erzielen, muss das
Oligonukleotid zunidchst den gewiinschten Wirkungsort in der entsprechenden Dosierung
erreichen. Folglich konzentriert sich die Forschung auf die Entwicklung hochstabiler
Nukleinsduren mit hoher Spezifitit und effizientem Transport in die Zielzelle, wahrend
Immunreaktionen und Nebenwirkungen minimiert werden. Ansdtze beinhalten das
Modifizieren der Nukleobasen sowie des Zucker-Phosphat-Riickgrats. Zusatzlich verdeutlicht die
Prasenz 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 fiir unterschiedliche Zielregionen
synthetisiert und auf ihre Wirksamkeit getestet. Die vielversprechendsten Kandidaten wurden
mittels Cul-katalysierter Click-Chemie mit verschiedenen Substituenten konjugiert, die eine
zielgerichteten Aufnahme in die Zielzellen ermoéglichen sollte. In der Tat konnte mit einem
ACE2-bindenden Hexapeptid die Virusreplikation und die virusinduzierte Apoptose in
mukozilidren 3D-Lungenmikrogeweben verringert werden. Dariiber hinaus wurde die schnelle

Anpassungsfahigkeit von siRNAs an Virusmutationen demonstriert.

Im zweiten Teil der Arbeit lag der Fokus zunachst auf der Etablierung eines multifunktionalen
Linkers, der die direkte, schnelle und selektive post-synthetische Funktionalisierung von siRNA
mit Targeting-Molekiilen ermoglicht. 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 grofd genug sind, um eine hochselektive Konjugation mittels
Cul-katalysierter Click-Chemie in einer one-pot-Reaktion zu ermdglichen. Analog zu den bereits
zugelassenen siRNA-Therapeutika Givosiran, Lumasiran, Inclisiran und Vutrisiran wurden
zunichst zur gezielten Aufnahme in Hepatozyten GalNAc-Einheiten als Liganden fiir den ASGPR
Rezeptor konjugiert. Anschlieflend 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 Modifizierungsmoglichkeit in die siRNA integriert. Durch das
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primare Amin soll die Konjugation {liber einen sdurelabilen Linker an diverse Molekiile 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 Cu!-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 Cul-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 zunidchst die Identifizierung eines relevanten
therapeutischen Ziels, bevor eine Verbindung zur Beeinflussung dessen Funktion entwickelt
werden kann. Herkdmmlicherweise handelt es sich bei diesen Zielen um Proteine, deren
Funktion durch Small Molecules zielgerichtet moduliert werden.lll Allerdings zeigte die
Entschliisselung des genetischen Codes im Rahmen des Humanen Genom Projekts, dass lediglich
rund 1,5 % des humanen Genoms fiir Proteine codieren,[2-4l von denen wiederum nur 14 - 22 %
aktive Bindestellen aufweisen.[>-¢] Folglich kommt neben umfangreichen Screening-Prozessen
zur Entwicklung passender Small Molecules fiir die komplexen rdumlichen Strukturen dieser
Bindestellen hinzu, dass einige Proteinklassen wie Transkriptionsfaktoren, Geriistproteine oder
Strukturproteine durch diesen traditionellen Ansatz nicht angreifbar sind.lll 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 iiber Watson-
Crick-Basenpaarung gezielt in die Genexpression oder Transkription eingreifen kénnen.l”l Auf
Grundlage der krankheitsverursachenden Zielsequenz und deren Sekundarstrukturen kénnen
komplementare Oligonukleotid Bibliotheken schnell und einfach synthetisiert werden, wodurch
aktive Sequenzen zeitnah identifiziert werden konnen.[8-91 Die Eigenschaften des Oligonukleotids
im Hinblick auf Sicherheit und Wirksamkeit konnen zudem durch spezifisches Modifizieren der
Nukleobasen sowie des Zucker-Phosphat-Riickgrats verbessert werden.l®) Daher fithrt dieser
Ansatz zu kiirzeren Forschungs- und Entwicklungszeiten bei einer breiteren Anwendung.[1%] Der
weltweite Einsatz von COVID-19 mRNA-Impfstoffen hat gezeigt, welchen revolutiondren
Einfluss die Verwendung von Nukleinsaure-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
komplementdr (antisense) zu RNA-Transkripten sind (Abbildung 1).[12-131 Aufgrund ihrer
Wirkmechanismen kénnen ASOs in zwei Kategorien unterteilt werden: 1) Wirkmechanismus
durch Binden an die Ziel-RNA mit anschliefSender Stérung ihrer Funktion ohne Férderung des
RNA-Abbaus und 2) Wirkmechanismus durch Degradierung oder Aktivierung der Ziel-RNA

mittels endogener Enzyme.l'2 141 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]

Extrazelluldarer Raum

(c) (d)
Zytoso! (b) / (e)
(a) S ®
saRNA Antagomir 0
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Abbildung 1. Vereinfachte Darstellung der Wirkmechanismen und intrazellularen Lokalisierung: (a) SSOs
modulieren das Spleiffen durch Binden an prd-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 unterdriicken 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) konnen durch das Binden an prd-mRNA zur Blockierung
des pra-mRNA Spleifdens fiihren (Abbildung 1a).[26] Es gibt zwei Arten von Spleiffmodulation:
1) Exon-Skipping und 2) Exon-Inklusion.l”l Beim Exon-Skipping bewirkt das Hybridisieren des
SSOs an die pra-mRNA das Auslassen des Exons, wodurch der gestorte Leserahmen korrigiert
und ein kiirzeres, aber funktionelles Protein produziert wird.171 Bei Duchenne-
Muskeldystrophie (DMD) Patienten wird durch SSO-induziertes Exon-Skipping der Leserahmen

der mutierten Dystrophin-pra-mRNA wiederhergestellt und die Produktion eines teilweise
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funktionellen Dystrophin-Proteins ermdglicht.[18-19] Bei der Exon-Inklusion binden SSOs an die
pra-mRNA und hindern das SpleifSosom und die Spleifdfaktoren am Spleifden.[20] Bei Patienten
mit spinaler Muskelatrophie (SMA) wird durch SSOs die Menge der Exon-7-Inklusion in der
Survival-Motorneurons 2 (SMN2) mRNA erhoht, was zu einer erhhten Menge an SMN-Protein

fihrt.[21

1.1.2. RNase H1-vermittelte Degradierung

Ribonukleasen H sind metallabhingige Endonukleasen, die erstmals von HANS STEIN und PETER
HAUSEN im Jahr 1969 beschrieben wurden.[?2-231 RNasen H kommen in allen Zweigen des Lebens
vor und hydrolysieren die Phosphodiester-Bindung des RNA-Riickgrats 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
fiir 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 Aktivitit 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.[?6] 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 fiinf modifizierten RNA-Nukleotiden
umgeben ist.[27] Bei diesen Modifikationen handelt es sich um Zuckermodifikationen, die fiir eine
hohere Bindungsaffinitit sorgen. Das 2‘-O-Methoxyethyl-Ribonukleotid flankierte 5-10-5
Gapmer Design dominiert momentan den Markt.[28] Durch die Bindung des Gapmers mit der
komplementdren 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.[291 Da RNase H1 sowohl im Zytosol als auch im Zellkern ubiquitar ist, wird der RNase
H1-vermittelte Ansatz hdufig zur Unterdriickung krankheitsrelevanter Gene in Betracht
gezogen.301 Basierend auf diesem Wirkmechanismus wurden bereits Therapeutika zur
Behandlung von hereditirer Transthyretin-Amyloidose (hATTR), Familidrer Chylomikrondmie

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



1. Einleitung 4

1.1.3. RNA-Interferenz

RNA-Interferenz (RNAIi) ist ein natiirlich vorkommender Mechanismus in eukaryotischen Zellen,
durch den sequenzspezifisch, post-transkriptionell die Expression eines Gens durch eine
doppelstrangige 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 fir
die Regulierung der Genexpression, die Abwehr von Viren und zum Schutz des Genoms gegen
Transposons, und bildet die Grundlage fiir die Entwicklung von RNAi-basierten
Medikamenten.[38-391 ANDREW FIRE und CRAIG MELLO publizierten 1998 diese bahnbrechende
Entdeckung und wurden fiir ihre Arbeit 2006 mit dem Nobelpreis fiir Physiologie oder Medizin
ausgezeichnet.[*9] Nur drei Jahre nach der Entdeckung des Phianomens der RNA-Interferenz
zeigten ELBASHIR et al. sowie CAPLEN et al.[*1-42] dass durch endogene oder synthetische small-
interfering RNAs (siRNA) Gen-Silencing in Saugetierzellen induziert werden kann, ohne
unspezifische Interferonreaktionen auszul6sen.[#3] siRNAs sind kurze, nicht-codierende RNA
Duplexe, die etwa 21-23 Basen lang sind (Abbildung 2).4l Die zwei komplementéren Strange
werden als Passenger (Sense) und Guide (Antisense) Strang bezeichnet. Die effizienten siRNAs
weisen eine 19+2mer Struktur auf, das heif3t ein Duplex aus zwei 21 Nukleotid langen Strangen
mit 19 komplementiren Basen und jeweils 2 Nukleotid langen 3‘-Uberhingen sowie
phosphorylierten 5‘-Enden.[*5] Der Antisense Strang ist komplementir zu der Ziel-RNA und
dessen Seed-Region, welche sich an Position 2-8 befindet, ist fiir die korrekte Erkennung dieser

RNA verantwortlich.[46]

o 3'-Uberhang
70000000089 000 000005 ssscrser siang (sors

3 (8 {7 H6 {54 oe 55’ Guide Strang (Antisense)

3 Uberhang seed- Reglon

Abbildung 2. Beispielhafte Darstellung einer siRNA mit einer 19+2mer Struktur bestehend aus
5‘-phosphorylierten Passenger und Guide Stringen mit jeweiligen 3‘-Uberhingen. 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 pra-RNA-induced silencing
complex (RISC) geladen (Abbildung 1f). Wahrend 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 hoheren

Wahrscheinlichkeit in den RISC geladen wahrend der andere Strang durch das Argonaut 2



1. Einleitung 5

Protein (AGO2) geschnitten wird.[47-48] Der dabei ausgewahlte Antisense Strang verbleibt im nun
aktivierten RISC und ermdéglicht durch Watson-Crick-Basenpaarung die Erkennung der Ziel-
mRNA, wodurch die Spaltung des Phosphodiester-Riickgrats der mRNA durch AGO2 induziert
wird.#9-511 siRNAs wurden zu einem vielversprechenden Werkzeug fiir die Entwicklung
genspezifischer Therapeutika, und bereits fliinf 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 koénnen in ihrer Funktion durch
synthetische Einzelstrange, sogenannten Antagomiren und Agomiren, beeinflusst werden.[57-59]
Antagomire (anti-miRs) binden spezifisch an ihre komplementire 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.l6ll Agomire (miR-Mimic) haben den gegenteiligen Effekt und ahmen die miRNA nach,
wobei die Sequenz des Agomirs streng komplementar zur miRNA-Bindestelle ist (Abbildung 1e).
Dadurch bewirken Agomire eine stirkere Bindung an die Ziel-mRNA, wodurch eine
zielspezifische Inhibierung der Genexpression gewahrleistet wird.[59 Fehlregulation von
miRNAs tritt oft im Zusammenhang mit Krebs auf, was Antagomire und Agomire zu einem

attraktiven Ansatz fiir 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 dhneln. 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 fithren (Abbildung 1c).l62-631 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 grofie Potential der Ansatz der RNA-Aktivierung (RNAa) birgt.[64-65]

Weitere potenzielle Oligonukleotide, die ihre Wirkung nicht durch Watson-Crick-Basenpaarung
ausiiben, sind Aptamere, mRNAs und selbst-amplifizierende mRNAs. Aptamere sind 20-100
Nukleotid lange Einzelstrange, die durch ihre 3D-Struktur und deren elektrostatischen
Interaktionen spezifisch an das Ziel-Protein binden kénnen.[15 66-67l mRNAs kénnen zum einen

zur Expression von therapeutischen Antikérpern und Proteinen eingesetzt werden, um einen
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Funktionsverlust zu beheben, oder zum anderen zur Codierung fiir ein krankheitsassoziiertes
Antigen dienen, um eine spezifische Immunantwort auszuldsen.i?9] Selbst-amplifizierende
mRNAs (sa-mRNAs) codieren zusatzlich zur eigenen Sequenz eine Replikase, wodurch sie sich in
der Zielzelle selbst replizieren koénnen.l681 Im Fall von potenziellen Impfstoffen resultiert die
anhaltende Produktion des Zielgens und die damit verbundene Auslésung der angeborenen
Immunantwort in einer erhdhten Wirksamkeit bei geringerer Dosis.[68-6¢9] Der in Japan bereits
zugelassene sa-mRNA-Impfstoff ARCT-154 fiir COVID-19 von Arcturus Therapeutics wies in der
Booster Studie mit 5 ug eine hohere Immunantwort auf als 30 pg des mRNA-Impfstoffs von

Pfizer-BioNTech.[70]

Im Allgemeinen ist die therapeutische Anwendung ausschlaggebend fiir die Wahl der Modalitat.
Durch das Binden an Ziel-Sequenzen kann eine Modulation in der Funktion der adressierten
mRNA, miRNA oder pria-mRNA ausgelost werden, was zu einer Hochregulation,
Runterregulation oder Modifikation des Zielgens fiihren kann. Folglich spielen das Target, der
Wirkmechanismus, aber auch die biophysikalischen Eigenschaften des Oligonukleotides eine

erhebliche Rolle.

1.2. Herausforderungen fiir die therapeutische Anwendung

Fiir die therapeutische Anwendung von Oligonukleotid Therapeutika miissen jedoch einige
Herausforderungen iiberwunden werden. Dabei konzentriert sich die Forschung auf die
Entwicklung hochstabiler Nukleinsduren mit hoher Spezifizitat und effizientem Transport in die
Zelle bei minimaler Immunantwort und off-target Effekten sowie die Skalierbarkeit in der
Produktion und deren Kosten.['0] Damit die therapeutische Wirkung des Oligonukleotides
entfaltet werden kann, muss zundchst die beabsichtigte Dosierung am Wirkungsort erreicht
werden. Eines der Haupthindernisse ist das Uberwinden von zelluliren Barrieren, wie die
selektive Verabreichung in das Zielorgan/-gewebe, der Transport in spezifische Zellen und das
Erreichen des richtigen zelluliren Kompartments. Aufgrund der physikochemischen
Eigenschaften von Oligonukleotiden kénnen diese nicht wie Small Molecules durch passive
Diffusion in die Zielzelle gelangen, sondern benétigen ein geeignetes Transportvehikel.[71]
Erfolgt die Internalisierung des Oligonukleotides durch Endozytose, stellt die nachste Hiirde 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.[72-731 Zusatzlich ist der Erfolg der
therapeutischen Anwendung wahrend des gesamten Prozesses abhidngig von der Stabilitit des

Oligonukleotides gegeniiber den im Blutkreislauf und Zytosol vorkommenden Endo- und
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Exonukleasen sowie der Filterung durch die Niere und der damit einhergehenden
Halbwertszeit.’2l Des Weiteren sind viele Arten von Nukleinsduren Aktivatoren des
angeborenen Immunsystems und die daraus resultierende Immunreaktion kann zusatzlich
durch das Transportvehikel verstarkt werden.[74l Trotz all dieser Hiirden konnte die Forschung
in den letzten Jahren deutliche Fortschritte verzeichnen, wodurch bereits die ersten
Nukleinsdure-basierten Medikamente zugelassen werden konnten (Tabelle 1) und viele weitere
sich in der Entwicklung befinden.[’5] Zu den von der Food and Drug Administration (FDA) oder
der European Medicines Agency (EMA) zugelassenen Oligonukleotiden zdhlen fiinf RNase H1-

vermittelte ASOs, vier Exon-Skipping SSOs, ein Exon-Inklusion SSO und flinf siRNAs.Stand 08/2023



1. Einleitung

Tabelle 1. Zusammenfassung zugelassener Antisense Oligonukleotid Therapeutika.(Stand 08/2023)[28,76]

. I Wirkmechanismus, p e
Typ Name Zulassungsjahr Indikation Delivery-Mechanismus Sequenz, Modifikationen Ref.
ASO g,?;g:gj:g) (zuri 1: o8 ) CMV-Retinitis RNase H1 und TLR 9 s<GCGTTTIGICXTXC 1771
zurlickgezogen
Mipomersen 2013 Homozygote Familidre
[78]
Gapmer (Kynamro®) (zuriickgezogen) Hypercholesterindmie (HoFH) RNase H1
QT(Q\/;’BH
Eteplirsen Duchenne Muskeldystrophie L ()
- o [79]
SSO (Exondys 51®) 2016 (DMD) Exon-Skipping o
5<CTCOAACETOARGEARCATNGECADTIODAG-Y
Nusinersen : ; i ~<TCA) ATYAXATIGIC ;
SSO (Spinraza®) 2016 Spinale Muskelatrophie (SMA) Exon-Inklusion S<DCACTTTOATARTICCTICC-3 [80]
p C=5-Methyl-C
Inotersen hereditdren Transthyretin-
[31]
Gapmer (Tegsedi®) 2018 Amyloidose (hATTR) RNase H1
C =5-Methyl-C
SRNA Patisiran 2018 hereditiren Transthyretin- RISC AGO2 s-BUARCCARCEGOUADUCCOBUT T3 Passenger 521
(Onpattro®) Amyloidose (hATTR) Lipidnanopartikel I<TTCAVUGGUUCUCAUVLARGCGUArs Guide
SRNA | Gwvosiran 2019 Alute Hepatische Porphyrie RISC AGO2 s THOAAAOAGTCTCVORVOOORTs Passenger | 153
( 1viaari ) ( ) GalNAc Kon]ugat 3<UGG VEOOOONONONONG @0@0@‘® 5 Guide
() DNA @ 2-MOE () PMO (D RNA () 2-OMe (@ 2-F  ~— PSModifikation tT) GalNAc
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o
Golodirsen Duchenne Muskeldystrophie _ ®
- ~ 81]
SSO (Vyondys 530) 2019 (DMD) Exon-Skipping Meho
sS<EITITECCTMCCGGTMTMCTEAAGGTIGT(TIC 3
Volanesorsen Familidres Chylomikrondmie
[32]
Gapmer (Waylivra®) 2019 Syndrom (FCS) RNase H1
C = 5-Methyl-C
S0 Viltolarsen 2020 Duchenne Muskeldystrophie Exon-Skinbin S BOTEOBETTONERRBETENDE- (2]
(Viltepso®) (DMD) pping
siRNA L(l; nllasira®n 2020 Primire Hyperoxalurie (PH) RISC AGQZ sSCACULLEAVCOUEERARAUAUANLS Passenger [54]
(Oxlumo®) GalNAc Konjugat -RGOUCARBEUACCAOCUDUAURU-s Gude
Heterozygote Familidre
sRNA | relisiran 2020 HypercholesterinZmie (HeFH) RISC AGO2 5 -CUBOBOOVEUTVVOOVOOOOOT > Passenger | 155
(Leqio®) oder Atherosilerotische flera ) GalNAc Konjugat 5-AASA0OUGCACAABAOSBBBAGA-s Gude
Kreislauf-Erkrankungen (ASCVD)
u%c\/;‘tw
Casimersen Duchenne Muskeldystrophie o LJ o3
550 (Amondys 45®) 2021 (DMD) Exon-Skipping pebeo [83]
S<CARMGLOOATNOCITEEABTTMOCTGE
SRNA | Jutisiren 2022 hereditaren Transthyretin- RISC AGO2 5-TEBOEA00UCRUCURBOORBORTy Possenger | 156
(Amvuttra®) myloidose (hATTR) GalNAc Konjugat FQUACOCURARBUACRUDGOUUGU-s Gude
Tofersen Amyotrophe Lateralsklerose
[33]
Gapmer (Qalsody®) 2023 (ALS) RNase H1

C =5-Methyl-C

() DNA @ 2-MOE () PMO (D RNA () 2-OMe (@ 2-F  ~— PSModifikation LT} GalNAc
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1.2.1. Chemische Modifikationen

Die Verabreichung unmodifizierter Oligonukleotide fiihrt zu deren schneller Degradierung

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

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

Eigenschaften wie Immunogenitit, Bindungsaffinitit und Spezifitit koénnen durch die

Einfihrung chemischer Modifikationen in das Oligonukleotid verbessert werden. Folglich zahlen

zu den hdufig verwendeten Bausteinen in Oligonukleotid Therapeutika neben den natiirlich

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

dem Zucker sowie dem Phosphat-Riickgrat modifiziert sein kénnen (Abbildung 3). Die Anzahl,

Auswahl und Positionierung der Modifikationen sollten an den Wirkmechanismus des

therapeutischen Oligonukleotids angepasst werden.

,;C}:) -N N’P‘ o-p \/\@‘Base \UBase
oo 7’ s M -}
P T
Ps PN

r 5(E)-VP 2’-OMe

& R g 3 el
s=P~o )

O
_ NN
ST ¢ 0 O’P“O o
PS2 O $ wBase
siRNN \__/

(ID R
NH; 0=F~0
| N ‘ NH = ﬁ;Base
LT or
: 3 |
m°C m°U -
%
o HN™ 0. _O._ _Base o 4
i NH /N N \E j, o = O _.Base
N/&S <N L7 ) A
N N-P-0 -
H 3 / 6 ks O
6
=l i PMO tcDNA
.
O (@] (0}
J L Base
HN NH HN N

e
o

e
o)
wO—
o
w0,

invAb UNA

Abbildung 3. Ubersicht der chemischen Modifikationen und Analoga,
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Oligonukleotiden Anwendung finden. Zur Optimierung von pharmakokinetischen Eigenschaften, Nuklease
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Resistenz, Immunogenitdt, Bindungsaffinitit sowie Spezifitit werden Modifikationen im Bereich der
Nukleobase (rot), des Zuckers (blau), des Phosphat-Riickgrats (gelb) und des 5‘-Phosphats (griin)

vorgenommen.

Riickgrat-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 zdhlen heute zu einer der Standardmodifikationen in
therapeutischen Oligonukleotiden.[85] PS-modifizierte Gapmere zeigen zwar eine reduzierte
Bindungsaffinitat zur Ziel-Sequenz auf, sind aber in der Lage, die RNase H1 zu rekrutieren und
weisen aufgrund ihrer erhohten Resistenz gegeniiber endogenen Nukleasen eine erhdhte
Stabilitat in biologischen Fliissigkeiten auf.[86-871 Aufgrund ihrer Fahigkeit, Plasmaproteine zu
binden, weisen PS-ASOs eine verldngerte 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
gefordert werden kann.[°0-911 Die PS-ASO-Protein-Interaktionen wirken sich positiv auf die
Verteilung im Gewebe, die zellulaire Aufnahme, den intrazelluliren Transport und die
Wirksamkeit aus, erhohen jedoch gleichzeitig die Toxizitat.[88]1 Letzteres resultiert hauptséachlich
aus der unspezifischen Bindung von PS-ASOs an Proteine.l2] Dies fiihrte 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-Verkniipfung an der 2. oder 3. Position des 5°-Endes durch ein ungeladenes Alkylphosphonat
die Toxizitit reduziert oder gar eliminiert werden konnte.[931 Auch eine 2-OMe Modifikation an
der 2. Position kann die unspezifische Proteinbindung reduzieren und dadurch die
Hepatotoxizitdt deutlich verringern.4 Zuséatzlich verbessert die Einfiihrung von Zucker
Modifikationen die Bindungsaffinitit des ASOs an die Ziel-Sequenz, die durch die PS-
Verkniipfungen reduziert wird.8¢l Folglich ist die Position und die Anzahl an PS-Verkniipfungen
in ASOs entscheidend. Im Gegensatz zu ihrem PO-Analoga zeigen vollstandig PS-modifizierte
RNAi-Therapeutika eine deutlich geringere Aktivitdt,[5] weshalb die Modifikation zur
Stabilisierung gegen Exonukleasen und zur moglichen Zellinternalisierung in der Regel auf die

Termini beschrankt wird.[%]

Mit der Einfithrung jeder PS-Verkniipfung entsteht am Phosphor-Atom ein chirales Zentrum mit
zwei moglichen Stereoisomeren (Sp und Rp), was ein racemisches Gemisch mit 2n Spezies zur
Folge hat (n = Anzahl an PS-Modifikationen). Die einzelnen Spezies konnten sich in ihren

physiochemischen Eigenschaften unterscheiden. Stereoreine PS-ASOs konnen durch die
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Verwendung von vordefinierten, diastereomerenreinen Synthese-Bausteinen hergestellt
werden.[97-100] [WAMOTO 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 fordern und
eine langere Wirkdauer in vivo erzielen kann.[1001 Untersuchungen von SAKAMURI et al. an
Alnylam’s Antithrombin-3 verdeutlichten die Auswirkung der Phosphor-Stereoisomere auf die in
vivo Aktivitat, 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 grofder Bedeutung, um die Wirksamkeit von Oligonukleotid Therapeutika in

Zukunft zu verbessern und somit deren Dosierung zu verringern.

Die Einfithrung von Phosphorodithioaten (PS2) in siRNAs kann zu einer signifikant verbesserten
Serumstabilitdt und je nach Position zu einer Verbesserung des Gen-Silencing fiihren.[102-103] Dje
chemische Modifikation, bestehend aus einem PS2 sowie einer 2‘-OMe-Gruppe eines
Nukleotides (MePS2), fiihrte zusatzlich zu einer erhdéhten Wirksamkeit aufgrund der erhohten
Beladung des RISC mit der siRNA.[104]

Die von der STETSENKO Gruppe vorgestellte ladungsneutrale Riickgrat-Modifikation Phosphoryl-
Guanidin (PN) weist im Gegensatz zu PS-Verkniipfungen eine hohe Resistenz gegeniiber
zelluldren Nukleasen und eine verbesserte Affinitit 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 fiir 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 prazise Spaltung der Ziel-mRNA erfolgen
kann, muss die genaue Positionierung des 5‘-Phosphat-Endes des Antisense Strangs in die MID-
Domaéane des humanen AGO2 erfolgen.[108-111] Es konnte gezeigt werden, dass die Kinase hClp1
fiir die 5‘-Phosphorylierung und folglich fiir die Aktivitit von exogener siRNA verantwortlich
ist.[112] Allerdings beeintrachtigen 5-Antisense modifizierte siRNAs die hClp1 Aktivitat.[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.l'14l 5‘-(E)-Vinyl-Phosphonat (VP) erhoht die
Stabilitat sowie die Bindungsaffinitat der siRNA mit hAGO2, was zu einer erhdhten Anreicherung

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



1. Einleitung 11

Ribose Modifikationen

Die chemische Modifizierung der 2‘-Position des Ribose Zuckers zahlt zu einer der haufigsten 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 erh6ht, was zu einer verbesserten Serumstabilitét, lingeren
Halbwertszeit im Gewebe und folglich auch zu einer ldngeren Wirkdauer fiihrt.[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
Bindungsaffinitit des Oligonukleotides zur Ziel-RNA erhoht (AT: 2-MOE: 0,9-1,7°C;
2-F: = 2,5 °C pro Nukleotid).[86 118-119] Dje Einfithrung von 2‘-OMe sowie 2‘-F kann zusatzlich die

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

Bridged Nukleinsduren (BNAs), die durch eine Verknilipfung des 2‘- und 4‘-Kohlenstoffatoms in
eine C3‘-endo Konformation gezwungen werden, erhohen die Stabilitit gegeniiber Nukleasen
und weisen aufgrund der strukturellen Verdanderung eine stiarkere Bindungsaffinitat zur Ziel-
RNA aufli23-124] Zu den bekanntesten Vertretern zdhlen Locked Nukleinsduren (LNA),[125-126]
2-0-Ethyl-BNAs (cEt)[1271 sowie tricyclo-DNAs (tcDNA).[128-129] Es konnte gezeigt werden, dass
pro Inkorporation die Schmelztemperatur fiir LNA um 3 - 8 °C, fiir cEt um die 5 °C und fiir tcDNA

um 2,4 °C steigt.[124.127,129-131]

Weitere Modifikationen sind Unlocked Nukleinsduren (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.[1321 Zu den
UNAs zdhlen Glycol Nukleinsduren (GNAs),[133] die durch Einfithren in die Seed-Region des
Antisense Strangs die hepatotoxischen off-target Effekte reduzieren konnen.[134 Blockierung der
Termini mit einer invertierten abasischen Modifikation (invAb) kann siRNAs gegeniiber

Exonukleasen im Serum schiitzen.[135]

In sterisch blockierenden Oligonukleotiden wird haufig 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) Molekiille, die anstelle der
Phosphordiesterbindungen S-Acyl-2-thioethyl (SATE) besitzen. Diese Modifikation unterstiitzt
die Zellaufnahme und wird anschliefSend im Zytoplasma durch Thioesterasen in natiirliche

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 primar auf natiirlich vorkommende Basenanaloga
gelegt, da das Sicherheitsrisiko bei einem moglichen Einbau in das Genom vermutlich geringer
ist.10 Das Immunsystem ist darauf trainiert, Oligonukleotide als Fremdmolekiile zu erkennen.
Dabei interagiert siRNA mit dem Toll-Like-Rezeptor (TLR) 3 auf der Zelloberfliche sowie mit
den TLR 3, 7 und 8 in subzellularen Kompartimenten. DNA und vor allem Sequenzen, die CpG
Motive enthalten, stimulieren die Immunantwort durch die Interaktion mit dem TLR 9.[120] Dje
unerwiinschte 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 Erhéhung der Schmelztemperatur um

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

1.2.2. Modifikationsmuster

Wie bereits im vorherigen Kapitel erwahnt, ist die Anzahl, Auswahl und Positionierung der
Modifikation abhédngig von dem Wirkmechanismus des therapeutischen Oligonukleotids. Im
Hinblick auf das Design ist fiir die Splice-switching Oligonukleotide nur essenziell, dass die
Bindung an die Ziel-Sequenz ermdoglicht wird, ohne diese zu degradieren. Hierzu werden oftmals
BNAs und PMOs verwendet, um die Bindungsaffinitit zur Zielsequenz zu erhohen. Fiir Gapmere
hingegen muss gewahrleitet sein, dass die RNase H1-vermittelte Erkennung und Degradierung
des Gapmer-RNA Duplexes nicht beeintrachtigt wird. Daher ist die Modifikation am
2‘-Kohlenstoffatom der Desoxyribose im DNA ,Gap“ nicht moglich.[?l Zur Erhohung 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 Aquivalente sind.[144145] Ebenfalls kann

eine Modifizierung mittels LNA erfolgen.[14¢]

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] Zusdtzlich sollten sich keine Sekundarstrukturen an der Stelle der Ziel-RNA
befinden, da diese die Funktionalitit der siRNA beeintrachtigen.[14] Die siRNA Lange variiert

zwischen 19-29 Nukleotiden, wobei langere siRNAs mit einer hoheren Wahrscheinlichkeit eine
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Immunantwort induzieren.[!50] 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 konnen, sollte die Sequenziibereinstimmung mit nicht-
adressierter mRNA hochstens 78 % betragen.l'33] Durch biologische und bioinformatische
Studien wurden positionsspezifische Nukleobasen sowie weitere Parameter fiir effiziente

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

G/C A U kein G dTdT

Hoher G/C Gehalt \
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3 8 o e o o o e 5’ Guide Strang (Antisense)
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Abbildung 4. Positionsspezifische Nukleobasen und Parameter fiir 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 1591 Fiir 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 noétige Instabilitdat und die damit verbundene Reduktion von off-target Effekten kann durch
einen hohen Gehaltan 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 zusatzliche Flexibilitat in dieser Region, was fiir
die Spaltung oder Freisetzung der mRNA von Vorteil sein konnte.[*8] Des Weiteren zeigten
AMARZGUIOUI et al., dass die Einfithrung von A an der 6. Position die Effizienz der siRNA steigern
kann.[160] Weitere Untersuchungen durch JAGLA et al. und REYNOLDS et al. ergaben fiir den Sense
Strang, dass die Prasenz 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] Zusatzlich
sollten interne Wiederholungen, Palindrome sowie CCC- und GGG-Sequenzen sowohl im Sense
als auch im Antisense Strang aufgrund dadurch méglicher Sekundarstrukturen vermieden
werden.[157-158] Integrierte dTdT 3‘-Uberhinge verleihen dem siRNA Duplex zusitzlich eine

gewisse Resistenz gegentiber Nukleasen.[158-160]

Im Modifikationsmuster der auf dem Markt und in der Entwicklung befindenden siRNA
Therapeutika ldsst sich die Weiterentwicklung des siRNA-Designs seit der anfanglichen

Verwendung von nackten siRNAs erkennen (Abbildung 5).[10.41]
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Abbildung 5. Reprisentative 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 vollstindig modifizierte siRNAs
mit alternierenden 2‘-OMe und 2°‘-F modifizierten Nukleotiden im Gegensatz zu nackten siRNAs
die Plasmastabilitit und somit die in vitro Wirksamkeit um mehr als das 500-fache
verbessern.[1621 Auch in vivo zeigten diese siRNAs in Kombination mit Phosphorothioaten eine
verbesserte Stabilitdt, was in einer hoheren Aktivitdt der RNAIi resultierte.[163] Eine dhnliche
chemische Konfiguration bildet die Grundlage fiir 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 Riickgrats entwickelte sich das Enhanced Stabilization
Chemistry (ESC) Design, auf dem Givosiran zur Behandlung von akuter hepatischer Porphyrie
basiert.[53 1641 Durch die Einfiihrung 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
Einfithrung 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 Hepatotoxizitat
deutlich verbessert werden.['33] Auch andere Pharmaunternehmen wie Arrowhead
Pharmaceuticals, 1691 Dicerna Pharmaceuticals!'79 und Silence Therapeutics!17!1 widmen sich der
Entwicklung neuer Modifikationsmuster, um leistungsstarke/wirkungsvolle siRNA

Therapeutika zu etablieren.

1.2.3. Transportsysteme

Obwohl die verschiedenen Oligonukleotide unterschiedliche Wirkmechanismen aufweisen,
miissen sie alle effektiv und in grofer Menge in die betreffenden Zellen eingebracht werden.
PS-modifizierte ASOs konnen ohne ein Transportsystem durch die Interaktion mit
membrangebundenen Proteinen von Zellen internalisiert werden,[!4l wobei es hauptsachlich zur
Anreicherung in der Leber und den Nieren kommt.[172] siRNAs bendtigen aufgrund ihrer Grofde
(13-14 kDa), Hydrophilie und des negativ geladenen Riickgrats ein Transportsystem, um ihre
therapeutische Wirkung im Gewebe zu entfalten.[173] Zur Losung dieser Herausforderungen
werden drei Hauptstrategien verfolgt: Transfektion der Oligonukleotide mittels Nanocarrier-
Formulierung, die Konjugation der Oligonukleotide mit Molekiilen zur Férderung der passiven
Zellaufnahme oder Rezeptor-Liganden zur aktiven Adressierung von spezifischen
Membranrezeptoren. Vorrausetzungen fiir alle Strategien beinhaltet ein biokompatibles und

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

Eine wichtige Klasse an Transportsystemen fiir Oligonukleotide stellen Nanocarrier dar, zu
denen Liposomel52], Peptidell7s], Dendrimerell7¢], Exosomell?7l, spharische Nukleinsdauren
(SNAs)[178]  und DNA-Nanostrukturenll’9l zdhlen. Durch gezieltes Modifizieren konnen
biophysikalische Eigenschaften wie Grofde, Morphologie, Struktur und Oberflicheneigenschaften
des Nanocarriers kontrolliert werden, wodurch die Stabilitat, die zellulire Aufnahme, der
intrazelluldare Transport und die endosomale Freisetzung verbessert werden kénnen.[291 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 gewahrleistet.[180]1 Durch das verdnderte Verhaltnis von kationischen
und anionischen Lipiden kann die Aufnahme in die Lunge oder die Milz gezielt gesteuert

werden.[181] Eine Alternative zu LNPs, die eine zellulire Toxizitdt hervorrufen, sind
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widerstandsfahige endogene Vesikel wie Exosomen, die erfolgreich mit siRNAs, mRNAs und

sogar Plasmiden beladen werden kénnen.[182-183]

Oligonukleotide konnen durch préazise Konjugation an Liganden, die spezifisch auf den Zielzellen
exprimierte Oberflichenrezeptoren adressieren, internalisiert werden.[29] Als Liganden kdnnen
verschiedene Biomolekiile wie Proteinel84], Antikorper(185-188], Peptidel7! 189-194] Lipidel195-199],
Kohlenhydratel200-201]  und Vitaminel202-203]  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 rdumliche Anordnung der Zuckereinheiten
entscheidend fiir die Bindungsaffinitét.[200. 205-206] Die Rezeptor-Liganden-Bindung ist abhangig
vom pH-Wert und dissoziiert unter den sauren Bedingungen im Endosom.[2071 Anschlieféend
wird der ASGPR in einem Zeitrahmen von 15 Minuten an die Zelloberflache recycelt.[208] Diese
Eigenschaften machen den ASGPR zum idealen Rezeptor fiir aktives Targeting und fiihrten 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] Fiir die
zukinftige 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 a-Mannose-Einheiten konjugierte siRNA adressiert werden kann und folglich zur
Runterregulation des Zielgens fiihrt.[201l Ein weiterer vielversprechender Rezeptor ist der
ubiquitdr exprimierte Transferrin Rezeptor (TfR), der aufgrund seiner Expression auf Hirn-
Endothelzellen zunehmend Interesse weckt.[213] TfR-gerichtete Liganden kdénnten somit das
Haupthindernis - die Blut-Hirn-Schranke - zur Behandlung von Erkrankungen des zentralen
Nervensystems tiberwinden.[214-215] Dariiber hinaus konnten SUGO et al. bereits zeigen, dass TfR
durch Antikorper-siRNA-Konjugate adressiert werden kann, um ein Gen-Silencing in
Muskelgeweben zu bewirken.[1871 Trotz der vielversprechenden Ansitze und zahlreichen
weiteren Strategienl216-218] bleibt der effiziente und spezifische Transport von therapeutischen
Oligonukleotid-Konjugaten in nicht-hepatozytische Zielgewebe eine Herausforderung, die

iberwunden werden muss.

1.2.4. Endosomale Freisetzung

Oligonukleotide werden, nachdem sie das Ziel-Gewebe erreicht haben, mittels Endozytose in die
Zelle aufgenommen.l’6. 2191 Nach der Internalisierung durchlaufen diese verschiedene

endosomale Reifestadien, angefangen beim frithen Endosom iiber das spate Endosom, von dem
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aus die Oligonukleotide entweder ans Lysosom fiir die Degradierung oder an multivesikulédre
Korper fiir die Exozytose weitergeleitet werden koénnen.[1l. 2202211 Dije Freisetzung von
Oligonukleotiden aus dem Endosom ist fiir die therapeutische Anwendung essenziell und stellt
gleichzeitig aufgrund der molekularen Gréfde, der Hydrophilie sowie des negativ geladenen
Phosphor-Zucker-Riickgrats eine der grofdten Herausforderungen dar. Es wurde gezeigt, dass
lediglich 1-2 % der GalNAc-konjugierten Gapmerel222l und 0,3 % der GalNAc-konjugierten
siRNAsl223] 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 verfiigharem Oligonukleotid fiir eine
therapeutische Wirkung.[72-731 Gleichzeitig dienen die eingeschlossenen Oligonukleotide als
Depot, die iiber einen ldngeren Zeitraum langsam aus dem Endosom entweichen kénnen, was zu
einer lingeren Wirkdauer fiihrt.[731 Folglich ist es von entscheidender Bedeutung, ein
Gleichgewicht zwischen der Verbesserung der endosomalen Freisetzung fiir eine bessere

Wirksamkeit und dem Depot-Effekt fiir eine langere Wirkdauer zu wahren.[7¢]

Der Mechanismus der Freisetzung von Oligonukleotiden aus dem Endosom in das Zytoplasma ist
trotz jahrzehntelanger Forschung bis heute nicht aufgeklart und limitiert die Entwicklung von
effizienten Delivery-Systemen. Flir viele potenzielle Ansitze zur Freisetzung aus dem Endosom
bildet die Anderung des pH-Werts von der Aufnahme an der Zelloberfliche (pH = 7,4) bis hin
zum Lysosom (pH = 4,5) die Basis.[220-221, 226] Molekiile, die aufgrund des niedrigen pH-Werts im
Endosom protoniert werden konnen, fithren durch die Aufnahme von H;0, H* und Cl- zur
Steigerung des osmotischen Drucks und schliefdlich zur Ruptur des Endosoms (Proton-Sponge-
Effekt) oder zur Membrandestabilisierung.[10. 224 227-2281 Small Molecules, wie das
Malariamedikament Chloroquinl?291 oder das von BOST et al. entwickelte CMP05[230], welches
bereits eine verbesserte Aufnahme von SSOs ermdglicht hat, konnen durch den Proton-Sponge-
Effekt die endosomale Freisetzung induzieren. Ein weiteres bereits fiir 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. 2331 Viele der kurzen
kationischen und/oder amphipathischen Peptide haben ihren Ursprung in nattrlich
vorkommenden Proteinelementen.[?341 Das kationische Peptid TAT (48-60) und das
amphipathische Peptid Penetratin, die von dem HIV-1-TAT-Transaktivator Protein und der
Homdodomdne des Antennapedia-Proteins abgeleitet sind,[235-236] fiihrten jeweils bei einer
Konjugation an eine siRNA zu einer Steigerung des Gen-Silencing in vivo.[2371 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 fithren kann.[223] Das von der SZOKA Gruppe synthetische amphipathische GALA-Peptid
nimmt bei einem niedrigen pH-Wert eine spiralférmige 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 Ansdtzen fiir Oligonukleotid Therapeutika moglich ist, aus
dem Endosom zu entkommen, besteht die Herausforderung darin, ein bestimmtes Maf3
zwischen der Freisetzung und unerwiinschten Nebeneffekten zu wahren. Daher sind die
Kriterien fiir das ,Freisetzungsmolekiil* nahezu endlos. Zu den Kriterien zdhlen laut STEVEN
Dowpy (I) eine = 10-fach hohere Freisetzungsrate, (II) eine kovalente Bindung zum
Oligonukleotid fiir die ortsspezifische Wirkung, (III) ein lediglich im Endosom aktiver
Mechanismus, (IV) idealerweise nur eine lokale Zerstorung der endosomalen Membran anstatt
einer Ruptur des gesamten Endosoms, (V) eine metabolische Stabilitat zur Verhinderung einer
vorzeitigen Aktivierung/ eines vorzeitigen Abbaus, (VI) keine Beeinflussung oder Dominierung
der Targeting-Domane, (VII) eine Umgehung des adaptiven Immunsystems und Erméglichung
mehrfacher Verabreichungen durch Vermeidung von Protein- und Peptid-basierten Molekiilen
(VIII) keine Toxizitdt der moglichen Nebenprodukte sowie (IX) eine hohe Skalierbarkeit der
Synthese fiir die klinische Anwendung.[225] Diese Eigenschaften miissen durch innovative Ideen
umgesetzt werden, damit Oligonukleotid Therapeutika zukinftig effizienter die endosomalen
Kompartimente verlassen kdnnen, um das Zytosol oder den Zellkern zu erreichen und dort ihr

vollstandiges Potential zu entfalten.

1.3. Potential von Konjugations- und Linkerstrategien

Biokonjugation ist ein machtiges Werkzeug zur Funktionalisierung von Oligonukleotid
Therapeutika. Durch die kovalente Bindung des Oligonukleotides an spezifische Molekiile
konnen verschiedene Herausforderungen wie die Erhohung der Bioverfiigbarkeit und die
Verldangerung der biologischen Halbwertszeit verbessert werden. Auch die Verbesserung der
Pharmakokinetik und die gezielte Abgabe an bestimmte Gewebe oder Zelltypen kénnen dadurch
ermoglicht werden. Dariiber hinaus kann die Internalisierung in die Zielzellen und die effiziente
Flucht aus dem Endosom erleichtert werden. Diese Mafinahmen tragen zur Erhéhung der
Wirksamkeit und zur Minimierung von Nebenwirkungen bei.[240] Aufgrund der
bemerkenswerten Moglichkeiten fiir die therapeutische Anwendung ist die Entwicklung von

neuen Modifikationsperspektiven essenziell.
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Die Modifikation von Oligonukleotiden kann an unterschiedlichen Positionen innerhalb des
Molekiils mit verschiedenen Strategien erfolgen, wodurch eine Vielzahl an Biokonjugaten mit
unterschiedlichen Eigenschaften generiert werden kénnen (Abbildung 6a). Insbesondere die 3°-
und 5-Enden der Oligonukleotide werden bevorzugt mit Liganden konjugiert, um die
Basenpaarung nicht zu beeintrachtigen.l’¢l Allerdings haben Studien gezeigt, dass eine 5°-
Phosphorylierung des Antisense Strangs in siRNAs von grof3er Bedeutung fiir die Interaktion mit
der MID-Domaéane des AGO2 ist und daher nicht chemisch modifiziert werden sollte.[47-48, 241]
Obwohl beide Striange in den RISC-Komplex geladen werden, wird die Konjugation des Sense
Strangs zur moglichen Verringerung von off-target Effekten und zur Bewahrung des on-target
Potentials bevorzugt. Die Modifikation des Phosphor-Zucker-Riickgrats sowie der Nukleobasen
ist ebenfalls denkbar und bietet eine gewisse Flexibilitit in Bezug auf die Anzahl sowie die

Positionierung der Konjugation (Abbildung 6b).[242]
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Abbildung 6. (a) Priferierte Konjugationsstellen in ASOs und siRNAs. (b) Potenzielle Konjugationsstellen

in Oligonukleotiden. Abbildung in Anlehnung an MANGLA et al.[7¢]

Im Zusammenhang mit therapeutischen Oligonukleotiden werden funktionale Linker zur
Konjugation von Liganden immer relevanter. Dabei besteht die Herausforderungen fiir Linker
darin, optimale pharmakokinetische Eigenschaften und eine hohe Stabilitdt im Blutkreislauf
aufzuweisen und gleichzeitig die spezifische Freisetzung des Oligonukleotides in der Zielzelle zu
ermoglichen.[243-244] Fiir einen maximalen therapeutischen Effekt sind Faktoren wie Lénge,
Flexibilitit sowie Loslichkeit der Linker Struktur ausschlaggebend.[’¢l Abhangig vom
therapeutischen Vorhaben kénnen sowohl spaltbare als auch nicht-spaltbare Linker eingesetzt
werden. Stabile Linker-Strategien beruhen vorwiegend auf Amid-, Triazol- sowie Maleimid-
Verkniipfungen (Abbildung 7). Spaltbare Linker hingegen nutzen meistens Strategien, die auf
der intrazelluliren reduktiven Umgebung oder auf der pH-Anderung von Zelleintritt bis hin zum

lysosomalen Kompartment basieren (Abbildung 8).176. 2451
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Nicht-spaltbare Linker

Die Amid-Bindung kann durch die biokompatible Reaktion einer in das Oligonukleotid
integrierten primiaren Amin-Gruppe und einer aktivierten Carbonsdure gebildet werden und
beeinflusst nur minimal die physiochemischen Eigenschaften des gebildeten Konjugats.[7¢]
Folglich wurde die Konjugationsstrategie bereits fiir zahlreiche Konjugate wie GalNAc-

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

196, 246-249]
Oligonukleotid Linker Ligand
I f - N HTUR
ey T b
Amid-Bindung Triazol-Bindungen: DIFO DiBO DBCO BCN
~ T a T A p
Diels-Alder-Verknipfung Thio-Maleimid-Verkniipfung Thioether-Bindung Harnstoff-Bindung

Abbildung 7. Gangige stabile Verkniipfungsstrategien zur Funktionalisierung von Oligonukleotiden mit

Liganden.

Die Click-Chemie hat sich zu einem machtigen Werkzeug in der Konjugationschemie entwickelt.
Der von SHARPLESS gepragte Begriff der Click-Chemie umfasst mit wassrigen Loésungen
kompatible, selektive und stereospezifische Reaktionen, die eine breite Anwendung mit sehr
hohen Ausbeuten aufweisen.[259] Ein Beispiel ist die auf der Huisgen Cycloaddition(251]
basierende Kupfer-katalysierte Azid-Alkin-Cycloaddition (CuAAC)252-253], Die synthetisch einfach
zuganglichen Azid und Alkin Funktionalititen sind aufgrund ihrer nicht vorhandenen Reaktivitat
gegeniiber anderen in der Natur vorkommenden funktionalen Gruppen bedingt bioorthogonal
sowie biokompatibel und reagieren unter der Zugabe von Cu! 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 Cytotoxizitat aufweisen,[255-25¢] fiihrte
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 fiir die hohe Reaktivitit ist die Ringspannung des Cyclooctins, da
es das Alkin in einen Bindungswinkel von 163° zwingt.[258 2601 Neuartig substituierte Cyclooctine
wie Difluorocyclooctin (DIFO)!2611 und Dibenzocyclooctin (DIBO)[262] konnten die Reaktionsrate
deutlich verbessern, wiesen allerdings eine fehlende Regioselektivitit bei der durch die
Ringspannung induzierten Cycloaddition auf. Die daraufhin entwickelten achiralen Cyclooctine
Dibenzoazacyclooctin (DBCO)[2631 und Bicyclo[6.1.0]nonin (BCN)[264] resultieren in der Bildung
eines einzelnen Regioisomers und stellen heutzutage eine beliebte Konjugationsstrategie fiir
Oligonukleotide dar.[218, 265-267] Eine weitere Mdglichkeit 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 2571 Maleimide werden haufig als Michael-Akzeptoren zur Konjugation von
Oligonukleotiden verwendet, da diese mit primédren Thiolen in wassriger Losung ohne die
Zugabe eines Katalysators zu stabilen Thio-Maleimid-Linkern reagieren.l’¢l Sowohl die
Einfiihrung einer Maleimid-Einheit als auch die einer Thiol-Gruppe in das Oligonukleotid ist
moglich, wodurch die direkte Konjugation mit Antikérpern oder funktionalisierten Peptiden
erfolgen kann.[187.217, 2691 Weitere Verkniipfungsstrategien iiber Thioether oder Harnstoff kdnnen

durch nukleophile Addition erfolgen.[270]
Spaltbare Linker

Disulfidbindungen stellen aufgrund des Redoxunterschieds zwischen dem oxidierenden
extrazellularen und dem reduzierenden intrazelluliren Raum einen vielversprechenden Ansatz
dar.l271l Die Reduktion des Disulfids kann durch Glutathion erfolgen, dessen Konzentration im
Zytosol (1-10 mM) deutlich héher ausfillt als im Plasma (1-6 uM).[272-274] Zur Vermeidung von
Homodimeren konnen Disulfide durch die Reaktion einer aktivierten Thiol-Gruppe
wie S-Pyridylthiol mit einem Thiol gebildet werden.[275-276] Disulfidbindungen kénnen nicht nur
als Konjugationsstrategie verwendet werden,[2’7] 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 anschlieflend zur weiteren

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

Liganden.

Effiziente pH-sensitive Linker miissen zum einen eine hohe Stabilitit 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 primdren 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 tiber
eine Hydrazon-Verbindung konnte durch MESCHANINOVA et al. gezeigt werden.[279] Eine weitere
Méglichkeit sind zyklische Anhydrid-Derivate wie Maleinsdureanhydrid, Citraconsdureanhydrid
und cis-Aconitsdureanhydrid, die durch saurekatalysierte Hydrolyse der Amidbindung in der
Freisetzung eines Amins resultieren.280-282]1 Der von der WAGNER Gruppe publizierte
Azidomethyl-Methylmaleinsdureanhydrid (AzMMMan)-Linker ermdoglicht zusatzlich die
Funktionalisierung mittels Click-Chemie und wird spurlos im leicht sauren Milieu wie in
Tumorgewebe oder dem frithen Endosom gespalten.[283]1 Des Weiteren konnen die saurelabilen

Gruppen in den Linker integriert werden. Potenzielle Ansatze bieten die bereits fiir Antikérper-
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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 Stabilitdt weist der
2019 entwickelte, neuartige Silylether-basierte Linker auf, dessen Halbwertszeit sich im
menschlichen Plasma auf ti; =7 d belduft.[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.[289290] Eine noch geringere
Hydrolyserate wies der Methoxybenzaldehyd Acetal-Linker auf,[289] was das Potential von
Acetal-Linkern in Bezug auf Plasmastabilitit bei gleichzeitiger selektiver Freisetzung unter

lysosomalen Bedingungen zeigt.

Verschiedene Ansitze werden fir die Entwicklung von effizienten Linkern fiir Oligonukleotid-
Konjugate verfolgt. Faktoren wie die Stabilitit im biologischen Medium, chemische und
biologische Reaktivitat, Spaltbarkeit und Loslichkeit des Linker sind essenziell fiir die
Eigenschaften des gewlinschten Konjugats und diesbeziigliche Entscheidungen werden anhand
der Anforderung der therapeutischen Anwendung getroffen.[291] Die zunehmende Prasenz von
Biokonjugaten in der pharmazeutischen Entwicklung verdeutlicht, dass hochspezifische
Biokonjugationschemie sowie die Entwicklung von effizienten Linkern zu den
Schliisselelementen in der Weiterentwicklung von Nukleinsdure-basierten Therapeutika

zihlen.[?#0
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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 anpassungsfahiger antiviraler Strategien zur
Bekdmpfung von RNA-Viren. Daher liegt der Schwerpunkt dieser Arbeit auf der Erforschung von

Methoden, die eine schnelle Anpassung ermdglichen.

Im ersten Teil dieser Arbeit sollte die Entwicklung einer siRNA im Fokus stehen, die potenziell
zur Pravention oder Behandlung einer SARS-CoV-2 Infektion eingesetzt werden kann. Im
Mittelpunkt sollte die Erhohung der Nuklease Resistenz und folglich der Halbwertszeit durch die
Optimierung der Stabilitit 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 (ACEZ2)
Rezeptors erzielt werden. Hierfiir sollte eine Alkin-Funktionalitit in die siRNA inkorporiert
werden, die eine Konjugation mittels Cul-katalysierter Click-Chemie an ein ACE2-bindendes

Peptid ermoglicht.

Im zweiten Teil dieser Arbeit sollte die Etablierung eines Linker-Systems erfolgen, das die
effiziente Konjugation mehrerer Targeting-Molekiile ermoglicht. Ziel ist es, durch prazise 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 Modifizierungsmoglichkeit in die siRNA
integriert werden. Diese sollte zur Konjugation von diversen endosomalen Escape
induzierenden Molekiillen 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. Veroffentlichte Arbeiten

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

durch Click-Chemie modifizierten siRNAs

LSuppression of SARS-CoV-2 Replication with Stabilized and Click-Chemistry Modified siRNAs”
F. R. Traube#, M. Stern#, A.]. Tolke#, M. Rudelius, E. Mejias-Pérez, N. Raddaoui, B. M. Kiimmerer,
C.Douat, F.Streshnev, M. Albanese, P.R.Wratil, Y.V.Géartner, M. Nainyté, G. Giorgio,
S. Michalakis, S. Schneider, H. Streeck, M. Miiller, 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 Ausloser der Coronavirus-Krankheit-2019 (COVID-19) identifiziert wurde
und zu einer weltweiten Pandemie fiihrte. 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 fiir 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 Zytotoxizitat in mit SARS-CoV-2 infizierten Zelllinien. Dartiber hinaus konnte
die schnelle Anpassungsfahigkeit von siRNAs aufgrund einer Virusmutation in der
siRNA-Binderegion demonstriert werden. Als potenzieller Ansatz fiir den Transport in die Zelle
wurde die effizienteste siRNA mittels Cu!-katalysierter Click-Chemie mit einem ACE2-bindenden
Peptid konjugiert. Die Peptid-konjugierte siRNA fiihrte zur Verringerung der Virusreplikation

und der virusinduzierten Apoptose in mukozilidren 3D-Lungenmikrogeweben.
Autorenbeitrag

Im Rahmen dieser Veroffentlichung war ich fiir die Synthese und Aufreinigung der
verschiedenen Oligonukleotide verantwortlich. AufSerdem war ich fiir die Entwicklung und
Durchfithrung der Click-Reaktionen zustindig, wodurch die Oligonukleotide mit Peptiden oder

Fluorophoren konjugiert wurden. Des Weiteren habe ich die Untersuchungen beziiglich der
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Stabilitdten der unterschiedlich modifizierten siRNAs geplant und durchgefiihrt. FRANZISKA
TRAUBE hat die biologischen Untersuchungen aufderhalb des P3 Labors und MARCEL STERN
innerhalb des P3 Labors durchgefiihrt und beaufsichtigt. Dabei wurden wir von ERNESTO MEJiAS-
PEREZ, NADA RADDAOUI, FILIPP STRESHNEV, MANUEL ALBANESE, PAUL WRATIL, YASMIN GARTNER und
MILDA NAINYTE unterstiitzt. MARTINA RUDELIUS hat die RNA-FISH-Experimente durchgefiihrt,
analysiert und die Apoptose quantifiziert. HENDRIK STREECK und BEATE KUMMERER waren
verantwortlich fiir die Vero-E6 Studien. CELINE DOUAT hat das Peptid synthetisiert. NADA
RADDAOUI, GRAZIA GIORGIO und STYLIANOS MICHALAKIS fiihrten die konfokale Mikroskopie durch.
SABINE SCHNEIDER und MARKUS MULLER waren fiir das Design der siRNA Sequenzen zustandig.

OLIVER KEPPLER und THOMAS CARELL leiteten und iiberwachten 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 Veroffentlichung sind im Anhang II abgebildet.
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Suppression of SARS-CoV-2 Replication with Stabilized and Click-

Chemistry Modified siRNAs

Franziska R. Traube®, Marcel Stern*, Annika J. Tolke', Martina Rudelius,

Ernesto Mejias-Pérez, Nada Raddaoui, Beate M. Kiimmerer, Céline Douat, Filipp Streshnev,
Manuel Albanese, Paul R. Wratil, Yasmin V. Girtner, Milda Nainyté, Grazia Giorgio,
Stylianos Michalakis, Sabine Schneider, Hendrik Streeck, Markus Miiller, Oliver T. Keppler,*

and Thomas Carell*

Abstract: The emergence of more transmissible or
aggressive variants of SARS-CoV-2 requires the devel-
opment of antiviral medication that is quickly adjustable
to evolving viral escape mutations. Here we report the
synthesis of chemically stabilized small interfering RNA
(siRNA) against SARS-CoV-2. The siRNA can be
further modified with receptor ligands such as peptides
using Cu'-catalysed click-chemistry. We demonstrate
that optimized siRNAs can reduce viral loads and virus-
induced cytotoxicity by up to five orders of magnitude in
cell lines challenged with SARS-CoV-2. Furthermore,
we show that an ACE2-binding peptide-conjugated
siRNA is able to reduce virus replication and virus-
induced apoptosis in 3D mucociliary lung microtissues.
The adjustment of the siRNA sequence allows a rapid
adaptation of their antiviral activity against different
variants of concern. The ability to conjugate the siRNA
via click-chemistry to receptor ligands facilitates the
construction of targeted siRNAs for a flexible antiviral

defence strategy.
/

Introduction

The severe acute respiratory syndrome coronavirus 2
(SARS-CoV-2) is the causative agent of the coronavirus
disease 2019 (COVID-19) pandemic, resulting in a high
disease burden and socioeconomic distress. The current
success in curbing the COVID-19-related death toll is based
to a large extent on chemically modified messenger RNA
(mRNA)-based vaccines.!! However, the emergence of
SARS-CoV-2 variants of concern (VoCs) has reduced the
protective efficacy of vaccination.”) This makes the develop-
ment of variant-adjusted vaccines or of alternative anti-viral
therapies a prime global goal. One emerging concept in anti-
COVID-19 medication involves the development of nucleic
acid-based therapeutics, which can degrade the viral genome
and can be quickly adjusted to viral mutations. This fast
adjustability is a major advantage of nucleic acid-based
therapies in comparison to other antiviral medications, e.g.
antibodies that target the SARS-CoV-2 spike protein (S
protein).’! Mutations in the S protein reduce the efficacy of
therapeutic, neutralizing monoclonal antibodies.! Small
molecule-based anti-SARS-CoV-2 compounds have recently
also entered the market, but their efficacy is potentially also
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threatened by mutations in the respective viral enzymes as
well as potential side effects that impact their risk profile.?

Nucleic acid-based therapeutics include small interfering
RNAs (siRNAs). These are about 21 base-pair long, non-
coding RNA duplexes that are able to induce degradation of
complementary cellular RNAs. After cellular uptake, the
siRNA duplex is loaded into the RNA-induced silencing
complex (RISC). Here, the duplex is processed to a single
strand that binds with high specificity to complementary
RNAs present in the cytosol, resulting in their cleavage.!
siRNA therapeutics are already in clinical use, which proves
the validity of the concept.!

SARS-CoV-2 is a positive-sense, single-stranded RNA
virus, which enters the host cell via the human angiotensin-
converting enzyme 2 (hACE2) receptor. The viral RNA
genome needs to be replicated for the assembly of new virus
particles. In addition, the viral genomic RNA is copied into
subgenomic mRNAs (sgmRNAs) for the biosynthesis of
viral proteins.” Hence, during productive infection, the virus
produces two types of single-stranded RNAs (ssRNAs) and
both the genomic RNA and the sgmRNA strands are in
principle targetable by siRNA-mediated cleavage, which
creates a dual-hit possibility.”! Such an siRNA-based degra-
dation concept has the advantage that the siRNAs can be
rapidly adjusted if mutations occur in the viral target RNA
sequences. It also allows the simultaneous targeting of
multiple viral genomic sites. Altogether, these advantages
make an siRNA-based approach a promising concept to
target and control constantly evolving RNA viruses.

Results and Discussion

To investigate the feasibility of an siRNA-based strategy
against SARS-CoV-2, we analysed the genomic structure of
the virus and designed several siRNAs (L1, R-2 to R-5, S-6
to §-9) complementary to different viral RNA target regions
(Figure 1a, Figure Sla, Table S1). All of them were designed
to contain two 2’-deoxy-thymidine (T) nucleotides at the
respective 3’-ends to increase the stability towards exonu-
clease-based degradation.”! Using this design principle, we
prepared several siRNAs against the coding regions of the
RNA-dependent RNA polymerase (RdRp, Nspl2), the S
protein and the 5'-leader sequence (L) (Figure 1a). A non-
targeting (scrambled) siRNA (Ctrl.-10) served as a negative
control.

The efficacy of the designed siRNAs was first assessed in
a human lung adenocarcinoma cell line A549 with the help
of a dual-luciferase reporter assay (Figure S1b, Table S2).
For the assay, A549 were transfected with a plasmid that
encodes for Renilla luciferase and the firefly luciferase. The
Renilla luciferase reporter gene was fused to small genomic
target sequences of SARS-CoV-2. Efficient targeting of the
designed siRNAs resulted in degradation of the Renilla
luciferase transcript and consequently lower protein expres-
sion. As a readout, the Renilla luciferase activity was
quantified relative to the firefly luciferase activity that
served as an intraplasmid-encoded reporter for normal-
ization to balance differences in the transfection efficiency.

Angew. Chem. Int. Ed. 2022, 61, 202204556 (2 of 8)
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Using this assay, we detected for the siRNAs L-1 (target: L),
R-2 and R-5 (target: RdRp, Nsp12) and S-6 (target: S) high
knockdown efficiencies between 80% and 92 % relative to
the non-targeting control siRNA with a scrambled sequence
(Ctrl.-10, Figure 1b).

Following this initial pre-screening, we measured the
antiviral potency of the four most promising siRNAs in
Vero-Eo6 cells infected with an authentic, replication-com-
petent SARS-CoV-2 isolate of the B.3 pangolin lineage. The
siRNAs were applied using lipofectamine as the transfection
agent either 1 h prior to infection or 1 h post-infection. We
quantified the efficacy of the siRNAs by measuring the
plaque forming units (PFU) three days post-infection. This
assay allowed us to confirm the high anti-SARS-CoV-2
activity of the siRNAs R-2 and S-6. The siRNA R-5, in
contrast, was ineffective in this assay (Figure 1c, d), likely
because the full-length genomic SARS-CoV-2 RNA has a
hairpin loop at the target position,'"'! which probably impairs
its accessibility for the siRNA-RISC-complex. Since only
small fragments of the viral genome were fused to the
Renilla luciferase gene in the dual-luciferase reporter assay
to test R-5 (Table S2), secondary and tertiary RNA
structures were different and did therefore not impair R-5
efficacy. The siRNAs R-2 and S-6 reduced the viral loads up
to 96 % when cells were transfected one hour before virus
challenge (Figure 1c, Figure S1c) and up to 99.95% when
cells were transfected one hour after virus challenge (Fig-
ure 1d, Figure S1d). Based on these results, we selected R-2
and S-6 for further studies (Figure le).

To obtain more detailed efficacy data, we established an
assay to quantify SARS-CoV-2-induced cytotoxicity over a
high dynamic range of virus inoculum. For these studies we
used MDA-MB-231-hACE2 cells, which were engineered to
overexpress the hACE2 virus entry receptor. This makes
them highly susceptible to SARS-CoV-2."J Titration of the
SARS-CoV-2 inoculum on these cells resulted in a volume-
dependent increase of cell death, which was monitored by
microscopy and quantified by a luminometric cell viability
assay. As an antiviral positive control, the clinical RdRp
inhibitor remdesivir (RDV)!"™ potently blocked SARS-CoV-
2 replication and virus-induced cell death (Figure S2a).

We next inoculated target cells with SARS-CoV-2
(B.1.177 pangolin lineage, 20E.EU1) either 21 h or 4h
before, or 2 h after siRNA treatment. For siRNA delivery,
we used lipofection-mediated transfection. The depicted
data show a highly effective protection of the siRNA-treated
cells from virus-induced cytotoxicity, when R-2 or $-6 were
applied 21 h before virus challenge (Figure S2a—c). Cells
transfected with the non-targeting scrambled siRNA Ctrl.-10
and also untreated MDA-MB-231-hACE2 cells showed, in
contrast, dramatically decreased viability (Figure 1f). In
experiments with Vero-E6 cells, we observed a substantial
protective effect when the siRNAs were applied either one
hour prior (Figure 1c) or post-infection (Figure 1d). This
indicates cell type-specific differences in the dynamics of
siRNA delivery and antiviral potency. In the assay using
MDA-MB-231-hACE2, pre-treatment with siRNAs R-2 and
S-6 protected the cells from being killed by both VoCs
Alpha (B.1.1.7, Figure 1g) and Beta (B.1.351, Figure 1h).

© 2022 The Authors. Angewandte Chemie International Edition published by Wiley-VCH GmbH
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Figure 1. Development of efficient siRNAs targeting SARS-CoV-2. a) Target sequences of designed siRNAs within the SARS-CoV-2 genome.

b) Screening of antiviral efficacy of different siRNAs using a surrogate luciferase-reporter assay. Bars show mean, error bars represent SD. c),

d) Reduction of plaque forming units (PFU) per mL normalized to Ctrl.-10-treated Vero-E6 cells in the context of siRNA treatment (17 nwm) and
SARS-CoV-2 infection (MOI 0.01) 72 h p.i. ¢) siRNA was transfected one hour before or d) one hour after virus challenge. Bars show mean, error
bars represent SD. e) siRNA sequences of the most potent siRNAs, R-2 and S-6. f)—i) Viability of MDA-MB-231-hACE2 cells depends on the SARS-
CoV-2 variant B.1.177 (EU1) (f), B.1.1.7 (Alpha VoC) (g), B.1.351 (Beta VoC) (h), B.1.617.2 (Delta VoC) (i), virus inoculum, and specific sSiRNA
treatment (40 nw, lipofection). Dots show the mean of two technical replicates from one representative biologically independent experiment.
Details about reproducibility and statistical analysis are given in the Methods section in the Supporting Information.

Notably, the combination of siRNAs R-2 and S-6 was
particularly effective (Figure 1f-h). The virus inoculum
required to eliminate 50 % of the cells (cytotoxic volume
(CVy)) increased relative to Ctrl.-10, for R-2 from 78- to
456-fold, and for S-6 to >798-fold. With a combination of
R-2 and S-6, we observed >80 % cell viability even at the
highest virus inoculum. The protective siRNA effect with
this mixture was so strong that we were unable to determine
any meaningful CVjs, values for the applied volumes of virus
inoculum (Table S3).

We next examined the anti-viral effect of the siRNA S-6
using the SARS-CoV-2 VoC Delta (B.1.617.2, Figure 1i).
Here, we detected a loss of activity of S-6 in line with the
known C to G point mutation at position 21618, which is
present directly in the binding target region of the siRNA
(Figure S2d)."" This activity loss could be partially compen-
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sated when we combined S-6 with R-2, but maximum
efficiency could not be restored, showing that viral muta-
tions in the siRNA-binding region can have a dramatic
effect on the antiviral activity. In order to prove that the
siRNA approach allows rapid adaptation to virus mutations
we adjusted the S-6 sequence to account for the mutation in
VoC Delta (S-65). Indeed, when we examined the efficacy
of S-65, we noted that the original antiviral activity was re-
established (Figure 1i). This result demonstrates the fast
adaptability of the siRNA-based medication approach.

All siRNA-based therapeutics that are in clinical use
feature modified nucleosides with either 2’0OMe or 2'F
substituents (Figure 2a) next to the presence of phospho-
thioates. These chemical modifications establish a higher
stability and resistance against endonucleases that are
present in human serum.’” Using the design principle
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Figure 2. Chemical stabilization of the antiviral siRNAs. a) Methoxy-
and fluor modifications on the 2'OH position of the ribose to improve
siRNA stability. b) Chemically modified versions of -6 were compared
to the unmodified version in the surrogate luciferase reporter assay.
Ordinary one-way ANOVA combined with Dunnett's multiple compar-
isons test was performed ****p_;.value <0.0001. TRBP=TAR RNA
binding protein that loads siRNA into RISC. c) Serum stability of
unmodified S-6 and S-6™. d) Brightfield microscopy images of virus-
induced cytopathic effects on MDA-MB-231-hACE2 cells and siRNA
concentration-dependent protection of cells challenged with 0.01 pL
B.1.177 stock two days earlier. e), f) Viability of SARS-CoV-2-infected
MDA-MB-231-hACE2 cells to determine the CV,, in the context of
titration of virus inoculum (0.0001 to 10 pL) and of siRNA concen-
trations (0.02 to 20 nw, lipofection). Dots represent the mean of two
technical replicates from one biologically independent experiment. In
(e) S-6™ was added, whereas in (f) the unmodified S-6 was used. For
each concentration, CV,, differences between S-6™ and S-6 were
analysed using multiple t-tests with FDR multiple comparisons control.
Details about reproducibility and statistical analysis are given for all
experiments in the Methods section.

adapted from Givosiran,™ we prepared a fully modified
siRNA S-6™ (Figure 2b). We performed serum stability
studies over multiple time points and noted that S-6™
showed the expected increase of stability in serum in
comparison to S-6. To our surprise, however, we observed in
a subsequent siRNA efficacy study using the dual-luciferase
reporter assay a 40% loss of activity (dual-luciferase
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reporter assay, Figure 2b). Furthermore, a complete loss of
activity was observed in virus challenge studies using
replication-competent SARS-CoV-2 (Figure S3a). There-
fore, we screened various differently modified siRNAs and
found that an only partially modified S-6, with just four 2'-
OMe-modifications (S-6"), featured already the required
stability in serum (Figure 2c¢), while the antiviral activity was
preserved. S-6™ had full activity in the dual-luciferase
reporter assay (Figure 2b) and brightfield microscopy of
MDA-MB-231-hACE2 cells, that had been pre-treated with
$-6" and challenged with SARS-CoV-2, indicated a very
high protective effect of -6 (Figure 2d).

Next, we performed a quantitative assessment of the
activity of S-6". While MDA-MB-231-hACE2 cells pre-
treated with Ctrl.-10 showed the expected concentration-
dependent cytotoxicity two days after virus challenge, pre-
treatment with S-6™ (Figure 2¢) prevented cell death at
siRNA concentrations as low as 2nm. Importantly, we
observed a significantly higher protective effect of S-6™
compared to unmodified S-6 (Figure 2f) at both 2 nm and
0.2 nm (Table S4). These results were confirmed in a second
SARS-CoV-2-susceptible cell line, A549-hACE2!" (Fig-
ure S3b, c).

While RNA therapeutics and vaccines are typically
delivered into cells and tissues using cationic lipid- or
polymer-based nanoparticles, the delivery agents often have
adverse effects. In particular, delivery into epithelial cells, as
required for the treatment of SARS-CoV-2 infection in
patients, is often not possible.™'"! To investigate delivery
into epithelial cells, we first assessed whether our siRNAs
can prevent SARS-CoV-2 infection and virus-induced cell
death in human 3D mucociliary lung EpiAirway™ micro-
tissues. These microtissues are derived from differentiated
airway epithelial cells originating from the tracheobronchial
tract. They feature a realistic air-liquid interface including
pseudo-stratified structures with numerous apical cilia as
well as apical mucous secretion." EpiAirway™ microtissues
are hACE2-positive. As such they are SARS-CoV-2-suscep-
tible and consequently suitable for the evaluation of
antiviral approaches.*”!

We noted that all attempts to use lipid- or polymer-
based transfection reagents to deliver the siRNA into the
microtissues were not successful. In addition, the sporadi-
cally observed effects could not be assigned to an siRNA-
specific block of infection (Figure S4a, b). In order to
investigate if an siRNA delivery into these microtissues is
possible without a transfection agent, we chemically modi-
fied our siRNA with receptor ligands. We prepared chimeric
siRNA-ligand conjugates that we hypothesized would facili-
tate cellular delivery. This approach is similar to the
clinically approved N-acetyl galactosamine-modification of
siRNAs that target liver cells.” For siRNA modification, we
used the highly efficient and mild Cu'-catalysed click-
chemistry.”™ The initial idea was to connect the siRNA to
short peptides that are known to interact with the hACE2
receptor as part of the receptor-binding domain of the
SARS-CoV S protein®! (Figure 3a). For the synthesis of the
chimeric peptide-siRNA, we utilized a Cu"induced click-
ligation between an Nj-Linker-YKYRYL (P) peptide and
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Figure 3. RBD-peptide siRNA conjugates suppress SARS-CoV-2 infection in human 3D lung microtissues. a) Depiction of the S-6™-P-sense strand
synthesis using click-chemistry. b) hACE2-peptide-dependent delivery of S-6™-P-Alexa647 compared to S-6™-Alexa647 (900 nm each, no transfection
reagent) into human Caco-2 cells. Lipofection of S-6™-Alexa647 (20 nwm) served as a positive control. Scale bar: 25 pm. ¢), d) C, values of SARS-CoV-
2 RT-qPCR in 3D lung microtissues 72 h after virus challenge (SARS-CoV-2 B1.177 stock) are shown. Tissues were pre-treated with either S-6™-P
siRNA (300 nwm, no transfection reagent) or RDV (10 pm) or left untreated before virus challenge. Dots represent mean, error bars represent SEM.
Two-way ANOVA combined with Dunnett’s multiple comparisons test was performed. c) RT-qPCR on S gene of SARS-CoV-2. d) RT-qPCR on viral
intracellular sgmRNAs in harvested tissue, GAPDH served as a reference. e), f) SARS-CoV-2 RNA FISH analysis of 3D lung microtissues, either
pre-treated with S-6™-P (300 nwm, no transfection reagent) or RDV (10 pm) or left untreated, following SARS-CoV-2 infection (stock B1.177).

e) Representative microscopic images 72 h p.i., scale bars: 60 ym. F) Quantitative analysis of e). Nested one-way ANOVA combined with Dunnett’s
multiple comparisons test was performed. g) Histopathological analysis of S-6™P (300 nwm, no transfection reagent), RDV-pre-treated (10 pm) or
untreated 3D lung microtissues 72 h post SARS-CoV-2 infection to quantify apoptosis of epithelial cells. Bar represents mean, error bars represent
SD. Ordinary one-way ANOVA combined with Dunnett’s multiple comparisons test. Representative images are displayed, scale bar is 30 ym,
arrows indicate apoptotic cells. c), d), f), g) * p,q-value <0.05, **p,4-value <0.01, ***p_ .value <0.001, ****p,_,.value <0.0001. Details about
reproducibility and statistical analysis are given for all experiments in the Methods section.

an siRNA, which we modified with an alkyne-bearing dT at
3-end (S-6™-sense).”” For synthetic simplicity, we inserted
the alkyne-bearing dT units at the 2™ position at the 3'-ends.
After the click-reaction with the azido-modified peptide, the
peptide-siRNA S-6"-P-sense was rinsed through a size
exclusion column to remove residual Cu-salts and was then
purified by HPLC. MALDI-TOF analysis confirmed the
successful synthesis of the peptide-siRNA conjugate. The so
prepared S-6™-P-sense strand was finally hybridized to the
corresponding S-6"-antisense strand to furnish the peptide-
modified siRNA chimera S-6"-P.

In a pilot experiment, we analysed peptide-mediated
uptake of the siRNA into Caco-2 cells, which endogenously
express the virus entry receptor hACE2, using Alexa647-
labelled S-6™ and S-6"-P. We investigated the cellular
uptake of the siRNAs by confocal microscopy, which allows
the recording of z-stacks to assess whether the siRNA has
been taken up by the cells or is bound to the cell surface.
We indeed observed uptake of the siRNA into Caco-2 cells
and, importantly, this uptake was dependent on the con-
jugation to the peptide (Figure 3b). However, the micro-
scopy analyses also revealed that the peptide-mediated
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siRNA uptake into cells was in this assay considerably less
efficient compared to the lipofection-based delivery.

Next, we explored whether the peptide modified siRNA
(S-6"-P) can prevent SARS-CoV-2 replication in the Epi-
Airway™ microtissues. For this experiment, we pre-treated
the human 3D lung microtissues with siRNA S-6™-P
(300 nm, 24 h pre-treatment basal and apical, no transfection
reagent). RDV was again used as an antiviral positive
control (10 pm, 2 h pre-treatment). Untreated microtissue
served as an additional negative control (Figure 3c, Input).
Microtissues were subsequently challenged with SARS-
CoV-2, followed by apical washes to remove input virus.
Thereafter, post-wash samples were taken (Figure 3c, Post-
Wash) and microtissues were subsequently cultivated for
three additional days. Afterwards, viral replication was
quantified by RT-qPCR, both in the apical wash of the
intact microtissues (Harvest) and in lysates of dispersed
tissue (Tissue). In addition, we also quantified cell-associ-
ated levels of several SARS-CoV-2 transcripts. These viral
transcripts (sgmRNAs, Figure 3d) are synthesized in produc-
tively infected cells to express the viral nucleocapsid (N), as
well as the spike (S), membrane (M), and envelope (E)
proteins. These sgmRNAs can be distinguished in the RT-
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qPCR from the viral genomic RNA by the presence of the
S'-leader sequence, which is attached to every viral tran-
script, but only present once at the very 5'-end of the viral
genomic RNA. We observed an siRNA-peptide chimera-
mediated inhibitory effect on SARS-CoV-2, which was
comparable to the small molecule inhibitor RDV. Pre-
treatment with S-6"-P provided a ~25-fold reduction of the
virus load in the apical wash and ~80-fold reduction of cell-
associated SARS-CoV-2 total RNA levels (Figure 3c and
Figure S4c, d). Moreover, S-6"-P efficiently repressed the
levels of all four viral transcripts investigated in a range
from 130- to 400-fold reduction (Figure 3d and Figure S4e,
f).

Next, we performed RNA-fluorescence in situ-hybrid-
ization (RNA FISH) to further quantify SARS-CoV-2-
positive cells in infected lung microtissues. This allowed us
to confirm the protective effect of our peptide-conjugated
siRNA. In this experiment, we also observed a significant
reduction of the number of infected cells after pre-treatment
with S-6"-P (Figure 3e, f and Figure S4g). Importantly, we
detected virus-induced apoptotic cell death in untreated
SARS-CoV-2-infected tissues, but not after pre-treatment
with S-6"-P or RDV (Figure 3g, Figure S4h). These data
fully support the protective effect of S-6"-P.

However, we noted that despite the siRNA treatment of
the lung microtissue, genetic viral material was still detect-
able in the supernatant by RT-qPCR (Figure 3c). To
characterize this further, we re-investigated the virus titra-
tion experiments with the siRNA S-6™ and lipofectamine
transfection. In these experiments, we noted the same
discrepancy. While the cell viability data indicated a
complete suppression of virus replication at 72h post
infection (Figure 4a), residual virus material was, in contrast,
still detectable by RT-qPCR (Figure 4b) with only minor C,
value differences between S-6"- and Ctrl.-10-pre-treated
cells. To exclude a primer-specific artefact, we performed
additional PCR quantification with RdRp, E and M gene-
targeted primers and observed that the impact of S-6™ was
in fact strongest for the S gene (Figure 4c). Based on these
results, we hypothesized that the application of S-6™ induced
a highly specific viral RNA degradation, limited to the
siRNA-targeting region. We reasoned that this might result
in secretion of defective particles that lack the S protein and
are thus non-infectious. To test this hypothesis, we
performed a supernatant transfer experiment, in which the
culture supernatant of siRNA-pre-treated SARS-CoV-2-
infected A549-hACE2 cells was used to challenge MDA-
MB-231-hACE?2 cells (Figure 4d). We compared the effects
of pre-treatment of A549-hACE2 cells with either siRNAs
R-2, S-6™ or an equimolar combination thereof, relative to
Ctrl.-10. We found that while Ctrl.-10-treated A549-hACE2
supernatants induced a titratable cytopathic effect on MDA-
MB-231-hACE2 cells, supernatants of R-2-, S-6™- and in
particular R-2+S-6"-treated AS549-hACE2 cells did not
show evidence for a productive SARS-CoV-2 infection with
release of infectious virions (Figure 4¢). These data suggest
that the PCR-based analysis of the antiviral effect indeed
underestimates the antiviral impact of the applied siRNAs.
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Figure 4. Effects of siRNA treatment on SARS-CoV-2 replication.

a) Viability of SARS-CoV-2 (stock B1.177) challenged A549-hACE2 cells
72 h post infection. Dots represent mean of two technical replicates
from one representative experiment. b) SARS-CoV-2 RT-qPCR to
monitor SARS-CoV-2 RNA that was released into the supernatant of the
infected A549-hACE2 cells displayed in (a). c) Comparison of the AC,
values including trend lines for RT-qPCR on different SARS-CoV-2
coding regions. The same sample as in (b) was analysed. d) Schematic
overview of transfer experiment to assess infectious virus titer in the
supernatant of siRNA-pretreated, infected A549-hACE2 cells. An
inoculum of 25 pL of B1.177 was used. e) Viability of MDA-MB-231-
hACE2 cells exposed to supernatants of A549-hACE2 cells that had
been pre-treated with either R-2 or S-6™ or a combination thereof or
with Ctrl.-10 prior to SARS-CoV-2 challenge.

This result is of importance for future antiviral siRNA
developments.

Conclusion

In summary, the data presented here show that chemically
modified and stabilized siRNAs offer a superb potential to
develop antiviral therapies. A particular strength of the
concept is its flexibility to rapidly adapt the siRNA
sequences to newly arising mutants. Since the Omicron VoC
(BA.1), similar to the Alpha and Beta VoCs, carries no
mutation in the RNA regions targeted in this study, we
expect that the here reported siRNA sequences will be
active on such variants as well.

In contrast to small molecule-based approaches, the
siRNA-based approach allows targeting of multiple viral
sites at once, reducing the risk of escape variants. Further-
more, our study shows that fully-modified siRNAs are not
efficient in blocking virus replication. All the siRNAs that
are in clinical use as of today target cellular genes that, in
contrast to viruses, do not underlie a constant evolutionary
pressure. Our data show that siRNAs can in principle be
used to effectively suppress genetically rapidly evolving viral
RNAs. Of note, our siRNA approach resulted in a stronger
protective effect on virus-induced cytotoxicity than on
suppression of viral RNA species. Our data indicate that a
partial 2'-OMe-modification is the ideal compromise for
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high siRNA stability and strong antiviral activity. Finally,
click-chemistry can be applied to modify the siRNA further,
e.g. with receptor ligands such as peptides. This may allow
the generation of potent antiviral siRNAs that can be used
for cell type-specific targeting. The future challenge is to
identify high-affinity receptor ligands that facilitate optimal
siRNA internalization. Collectively, this study demonstrates
that ligand-coupled, optimized siRNA-based therapeutics
can be generated that efficiently restrict the infection by
RNA viruses. For the treatment of patients with COVID-19
inhalation of siRNA-peptide conjugates may be a viable
strategy.
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3.2. Effiziente Cu-katalysierte Tandem-Click-Synthese von mehrfach
zuckermodifizierten Oligonukleotiden

"

JEfficient Tandem Copper-Catalyzed Click Synthesis of Multisugar Modified Oligonucleotides"
A.]. Tolke, ]. F. Gaisbauer, Y. V. Gartner, B. Steigenberger, A. Holovan, F. Streshnev, S. Schneider,
M. Miiller, T. Carell, Angew. Chem. Int. Ed. 2024, e202405161.

Prolog

Nukleinsdure-basierte Therapeutika gewinnen aufgrund ihrer Fahigkeit gezielt in die
Genexpression von krankheitsverursachenden Proteinen einzugreifen zunehmend an
Bedeutung. Dabei liegt der Fokus auf der Optimierung der Stabilitdt, der Adressierung von
spezifischen Zelltypen und der erfolgreichen Aufnahme in die Zielzellen. Eine Reihe an
zugelassenen siRNA-Therapeutika ermoglichen 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)s-Linker-modifizierte Festphase, die aus
sterischen Griinden zu einer suboptimalen Phosphoramidit-Kopplung und somit kostspieligen
Synthese fiihrt. Dieses Manuskript zeigt die Synthese eines multifunktionalen Linkers zur
effizienten Konjugation von siRNA an drei Zuckereinheiten mittels Cul-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 fiir die direkte, schnelle und selektive post-synthetische Konjugation eines Alkin-

modifizierten Oligonukleotides liber den Linker zu drei Zuckereinheiten.
Autorenbeitrag

Im Rahmen dieser Veroffentlichung war ich fiir die Synthese des multifunktionalen Linkers, der
siRNAs sowie der Zuckerbausteine verantwortlich. Aufderdem war ich fiir die Etablierung und
Optimierung der Click-Protokolle und deren Durchfithrung und Quantifizierung zustandig. Die
Synthese und Untersuchungen im Zusammenhang mit der hochmodifizierten siRNA,
Untersuchungen zur Spezifitat der Click-Reaktion mittels H-NMR sowie Untersuchungen der
Anomerisierung der Zuckerbausteine wurden unter meiner Anleitung durchgefiihrt. Des
Weiteren war ich fiir die Auswertung der Ergebnisse und die Mitverfassung des Manuskripts

verantwortlich.
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Efficient Tandem Copper-Catalyzed Click Synthesis of Multisugar-

Modified Oligonucleotides

Annika J. Tolke, Julia F. Gaisbauer, Yasmin V. Girtner, Barbara Steigenberger,
Anna Holovan, Filip Streshnev, Sabine Schneider, Markus Miiller, and Thomas Carell*

Abstract: Nucleic acids in the form of siRNA, antisense
oligonucleotides or mRNA are currently explored as
new promising modalities in the pharmaceutical indus-
try. Particularly, the success of mRNA-vaccines against
SARS-CoV-2, along with the successful development of
the first sugar-modified siRNA therapeutics has inspired
the field. The development of nucleic acid therapeutics
requires efficient chemistry to link oligonucleotides to
chemical structures that can improve stability, boost
cellular uptake, or enable specific targeting. For the
siRNA therapeutics currently in use, modification of the
3’-end of the oligonucleotides with triple-N-acetylgalac-
tosamine (Gal/NAc); was shown to be of significance.
This modification is currently achieved through cumber-
some multistep synthesis and subsequent loading onto
the solid support material. Herein, we report the
development of a bifunctional click-reactive linker that
allows the modification of oligonucleotides in a tandem
click reaction with multiple sugars, regardless of the
position within the oligonucleotide, with remarkable
efficiency and in a one-pot reaction. )

Introduction

Click chemistry is defined as a highly efficient method that
allows the linking of two molecules in a short period of time,
with high yields and with minimal formation of undesired
side products." This is particularly important for linking
chemical entities to biomolecules because biomolecules are
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typically only available in small quantities and are often
highly sensitive towards harsh reaction conditions. In
addition, the chemical modification of the biomolecules
often must be performed under aqueous conditions.”*™

Previously it was shown that oligonucleotides can be
efficiently manipulated with Cu-catalyzed alkyne-azide click
(CuAAC) reactions.™ For this purpose, alkyne bearing
nucleosides have been developed that can be enzymatically
or chemically incorporated into oligonucleotides as reaction
partners for azides.*'” The technology is highly efficient to
the extent that hundreds of alkyne-modified nucleosides
present, for example, in PCR-products react with the
corresponding azides without leaving a single unreacted
alkyne-nucleoside."! The unusually high efficiency is prob-
ably caused by the imidazole-substructure within the purine
nucleosides along with other potentially electron-donating,
lone-pair-featuring sp>-N-atoms present in the nucleoside
heterocycles, which may allow pre-complexation of the Cu
ion to the oligonucleotide as needed for efficient catalysis.

The development of oligonucleotide therapeutics in-
volves their modification with chemical entities that increase
the stability of the DNA or RNA fragment, can improve the
cellular uptake and potentially add targeting capabilities to
the oligonucleotides."*™ Inclisiran (1) and Givosiran are
two examples. They are both double-stranded siRNA
therapeutics, featuring a triple-N-acetyl-galactosamine (Gal-
NAc), modification at the 3'-end of the sense strand (Fig-
ure 1).""1 This modification is responsible for efficient
targeting and delivery of these siRNA pharmaceuticals into
liver cells.*-*

The current methodology employed for the siRNA
functionalization requires the synthesis of a (GalNAc)s-
linker with fully protected sugar OH groups, which is then
loaded onto a long-chain amino alkyl controlled pore glass
support (lcaa CPG) before solid-phase synthesis of the
oligonucleotide."”! Because of the steric bulk of the linker
molecule, the subsequent coupling of phosphoramidites
often proceed with suboptimal vyields, which make the
syntheses of these siRNA therapeutics expensive both from
the synthetic, but also from the purification point-of-
view.” 2 The high cost of the new modalities is a potential
burden associated with all modified oligonucleotide thera-
peutics and a significant challenge for the global health
system.””) Herein, we report the development of a simple
dendrimeric, four-armed tetra-azide linker that allows
oligonucleotides to be functionalized with multiple sugars
“one-pot”. Used alongside alkyne-modified phosphorami-
dites that can be incorporated at any given position with

© 2024 The Authors. Angewandte Chemie International Edition published by Wiley-VCH GmbH
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Figure 1. Depiction of inclisiran (1), an approved siRNA therapeutic
modified with (GalNAc),, and an example of a siRNA with a
dendrimeric tandem click linker and (GalNAc); (2) as prepared in this
study.

high yield by standard coupling protocols, this linker allows
the direct, fast and highly efficient synthesis of multisugar-
modified oligonucleotides such as 2 (Figure 1) via a tandem
click procedure.

Results and Discussion

For the design of the tandem click linker 3 we used the
information that picolyl azides react much faster compared
to ordinary alkyl azides.”™"! We envisioned that this rate
difference should be large enough to enable a highly
selective tandem click modification of oligonucleotides in
just one single experimental setup. The question associated
with the idea was of whether the picolyl-substitution within
the linker would provide a sufficiently high rate
enhancement in the presence of the many pyridine-like sp*-
N-atoms that are present in the oligonucleotides. Herein we
report that the rate difference prevails and is large enough
to enable the envisioned one-step tandem click modification
of oligonucleotides.

The synthesis of the tandem click linker 3 is shown in
Scheme 1. Important for the linker design were solubility
considerations, because ultimately the click modification has
to operate in water. Starting material for the synthesis was
consequently triethylenglycol (TEG)-chloride 4, which was
converted into the tosyl-TEG-azide 5. Reaction with meth-
yl-3,4,5-trihydroxybenzoic acid methyl ester generated the
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Scheme 1. Synthesis of the tandem linker 3 for the one-pot modification
of oligonucleotides using click chemistry. Reagents and conditions: a)
1) NaN;, H,0, 75°C, 21 h; 2) TsCl, NEt,, THF, rt, 17 h; b) methyl
gallate, K,CO,, DMF, 80°C, 40 h; c) NaOH, MeOH, 40°C, 4.5 h; d)
NaBH,, CaCl,, THF/MeOH 1:2, 0°C, 2 h; e) 1) MsCl, NEt;, THF, rt,

3 h; 2) NaN,, THF/H,0 1:1,50°C, 16 h; f) LIOH, MeOH, rt, 1 h; g)
tert-butyl-(2-(2-(2-aminoethoxy)ethoxy)ethyl) carbamate, HATU, DIPEA,
DMF, rt, 15 h; h) HCl (4 m in dioxane), DCM/MeOH 10:1, rt, 1.5 h; i)
A, B, HATU, DIPEA, DMF, rt, 18 h.

triple-azide-TEG-dendrimer 6, which was saponified to
building block A. In parallel, we reduced 2,5-dicarboxypyr-
idine methyl ester 7 with NaBH, to the picolyl-alcohol 8,
which was next converted to the picolyl-azide 9. Saponifica-
tion with LiOH provides the carboxylic acid 10, which was
reacted with rert-butyl-(2-(2-(2-aminoethoxy)ethoxy)ethyl)
carbamate for solubility reasons to give the PEG-azide-
pyridine 11. Boc-deprotection to B and coupling to the
dendrimer structure A generated the ready-to-use tandem
click linker 3.

To modify oligonucleotides with this linker, we incorpo-
rated an alkyne-containing deoxyuridine nucleoside in the 3’
overhang of the siRNA sense strand. It is worth noting,
however, that the building block can in principle be
incorporated at any given position. Because many siRNAs
feature dTdT-overhangs, we decided for this study to insert
the alkyne-containing dU-phosphoramidite as the second
nucleotide during the solid-phase synthesis. The syntheses of
the oligonucleotides ORN 1-2 were performed as reported

© 2024 The Authors. Angewandte Chemie International Edition published by Wiley-VCH GmbH
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earlier, without any need to adjust the standard RNA
synthesis protocol.

For the click reaction (Figure2a), we dissolved the
alkyne-bearing oligonucleotide in ddH,O (4 mm) and added
2.5eq. of the tandem click linker 3 (20 mm in DMSO),
CuSO, (50 mMm in 100 mm Tris((1-hydroxy-propyl-1H-1,2,3-

o
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Figure 2. Reaction of alkyne-modified ORN 1sense with the tandem
click linker 3 and different sugar-alkynes (Glc, Man, GalNAc). a)
Overview of the tandem click reaction. b) Time-dependent analysis
investigated by HPLC and MALDI-TOF analysis of the main signal. For
the color code for the nucleosides, see Figure 1.

Angew. Chem. Int. Ed. 2024, 63, €202405161 (3 of 5)

dte

Chemie

triazol-4-yl)methyl)amine (THPTA) solution in ddH,O) and
ascorbate (50 mum in ddH,0) to reduce the Cu** to Cu”. The
reaction mixture was shaken for 30 min (although 10 min
were sufficient in most cases) at room temperature. Analysis
of the reaction mixture by HPLC and MALDI-TOF mass
spectrometry showed complete conversion of the oligonu-
cleotide. Subsequently and without any purification or any
other workup, we added a fresh solution of CuSO, including
the THPTA-ligand, along with ascorbate and the corre-
sponding sugar-alkynes. Initially we used the alkyne-bearing
glucose (Gle) as shown in Figure 2a. This time the mixture
was conveniently shaken overnight, although a time depend-
ent analysis showed that the second click is typically
complete after 1h. In principle, the whole tandem click
reaction requires 10 min for the first click plus 1h for the
second click reaction (Figure2b). The product of the
tandem click reaction was subsequently analyzed by HPLC
and MALDI-TOF mass spectrometry. The MALDI-TOF
analysis showed no unreacted starting material and the
corresponding HPL-chromatogram revealed one main sig-
nal, which gave us confidence that the reaction proceeded
quantitatively. We repeated the experiment several times
and obtained the same clean tandem conversions in all cases.
After the tandem click reactions, we typically performed a
single HPLC purification step. This allowed us to easily
remove all the reagents and (if needed) to separate all
byproducts.

To investigate the specificity of the reaction, we first
performed a trapped ion mobility spectrometry experiment
using oligonucleotide ORN 2sense (Figures S7 and S8). In a
second experiment we performed an 'H NMR analysis of a
reaction using an alkyne-modified nucleoside (Figure S6). In
both cases we found no evidence of the non-chelating azides
reacting in the initial click reaction under our conditions.
Additionally, we examined if the CuAAC reagents could
eventually promote an anomerization with Gle. Gratifyingly,
no anomerization was observed (Figure S10).

Furthermore, to show the broad scope of the tandem
click reaction and the possibility to generate a variety of
other sugar-modified oligonucleotides, we repeated the
tandem click reaction with other alkyne-bearing sugars such
as N-acetyl-galactosamine (GalNAc) and mannose (Man).
In all cases, high yields between 80-90 % (Table S4) and
clean conversions were obtained. Byproducts that we
detected in small quantities were the linker attached to four
sugars (since linker is used in a slight excess) and up to 5%
of a species in which two oligonucleotides and two sugars
were attached to one linker. We observed that the formation
of this side product can be reduced by increasing the Cu’
concentration. This changed the ratio of product to by-
product from 95:5 to 98:2 (Table S5). Finally, we inves-
tigated if the herein reported tandem click reaction can be
employed to achieve the synthesis of the oligonucleotide
ORN 3sense 3xGalNAc, which has the same sequence and
chemical modification pattern of inclisiran (Figure 1). To
this end we prepared the corresponding oligonucleotide
ORN 3sense with a special octadiynyl-2’-methoxyuridine-
phosphoramidite (12) incorporated at the 3'-end (Figure 3a).
The synthesis of 12 is depicted in the Supporting Informa-
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Figure 3. Synthesis of ORN 3 sense 3xGalNAc. a) Overview of the
tandem click reaction. b) Crude HPL-chromatogram and MALDI-TOF
analysis of the main signal. For the color code for the nucleosides, see
Figure 1.

tion (Scheme S1). After successful incorporation of 12 into
ORN 3sense containing ribose- and backbone modifications
(phosphorothioates, 2'-OMe, 2'-F) frequently used in oligo-
nucleotide therapeutics,>** a tandem click reaction with
linker 3 and GalNAc was carried out. To prevent desulfur-
ization of the phosphorothioate linkages, CuBr-Me,S (50 mm
in 100 mm THPTA solution in ddH,O) was used as a copper
source.” ! Analysis of the reaction mixture by HPLC and
MALDI-TOF mass spectrometry showed complete conver-
sions after 30 min for the first click reaction and after an
additional 1 h for the second click reaction. The product was
obtained in high yields of 70-80 % and byproducts were only
detectable in traces (Figure 3b).

Conclusion

In summary, we have developed a tandem click synthesis
that allows fast single-pot conversion of siRNAs and other
oligonucleotides into highly modified structures, for exam-
ple, with three sugar units at their respective ends. We
performed the tandem click reaction using a dendrimer
containing four terminal azides, of which one is a chelating
picolyl-azide and three are “normal” alkyl azides. It is
known that these azides have vastly different reactivities in
the copper-catalyzed click reaction with alkynes. Incorpo-
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ration of an alkyne-bearing nucleoside into oligonucleotides,
for example, the sequence of inclisiran, allowed us to
perform a one-pot tandem click reaction to modify oligonu-
cleotides with three sugar ligands. This method exhibits a
broad scope, since both the linker unit and the modifying
groups (here sugars) can be easily varied. The possibility of
utilizing linkers with multiple arms further enhances the
versatility of this approach. In principle, our linker could be
adjusted to have two or more than three arms. Importantly,
the method allows the functionalization of complex “real
life” sequences with multiple ribose and backbone modifica-
tions, such as inclisiran.
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4. Unveroffentlichte Arbeiten

4.1. Spezifische Adressierung von Oberflaichenrezeptoren

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
YKYRYLon 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 nachsten 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 Oberflichenprotein Neuropilin-1 (NRP1) fiir 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 Aminosduresequenzen, die der C-end rule (CendR)
entsprechen, aktiviert werden konnen.[2941 Dieses C-terminale Motiv RXXRoy, wobei X eine
beliebige Aminosdure 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 Rontgenkristallographie sowie
verschiedenen biochemischen Experimenten, wie beispielsweise der selektiven Inhibierung der
S1-NPR1 Interaktion durch Antikérper, 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 iiber 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.[2921 Zusatzlich 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 grofies Potential fiir

den gezielten siRNA Transport in die betroffenen Zellen.

Die Auswirkung auf die Aufnahme Peptid-konjugierter siRNAs in die Zelle sollte anhand der
endogenen, ubiquitir 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 Stabilitit und der Resistenz gegeniiber Endonukleasen 2’-OMe, 2’-F
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Substituenten sowie Phosphorothioate auf (Kapitel 1.2).[721 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‘-Uberhang die nétige Stabilitit fiir
Zellkultur-Studien aufweisen. Daher wurde das Modifikationsmuster fiir die hGAPDH-Sequenz
adaptiert (Abbildung 9). Die Einfithrung einer Alkin-Modifikation in den jeweiligen Sense Strang
erfolgte durch den Einbau eines 2‘-Desoxy-Oktadiinyl-Uridin-Phosphoramidits an der zweiten
Position des 3‘-Uberhangs mittels Festphasensynthese. Diese Alkin-Funktionalitit erméglicht
eine regioselektive post-synthetische Peptid-Modifizierung mittels Cul-katalysierter Azid-Alkin-
Cycloaddition (CuAAC) fiir die selektive Biokonjugation. Die Modifikation erfolgte am Sense
Strang, um potenzielle Auswirkungen auf die RNA-Interferenz zu minimieren und eine gute
Zuganglichkeit fiir den Antisense Strang zu gewdhrleisten. 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).

X
A
X o 50CALGAGAAGUAULGACAMRCEUT 3 ON1 Sense Strang
X
W”H } L. JTTEELACLCLUOAVACUGUUEG-5  ON2Antisense Strang
DMTrO. k.. Oligonukleotid- ’
o N0 synthese GAP-siRNA
- X
NC/\/O\P’O Hybridisierung §
\FNW/ 5<GICICIAUICIATAICIGIAUIAAIGIUIGIA(A/GT ~3' ONS Sense Strang
ITIDOEGUAGUUGCUAUUCACUU-5  ON4Antisense Strang

SCR-siRNA
()DNA () RNA () 2-OMe

Abbildung 9. Ubersicht der synthetisierten siRNAs GAP-siRNA und SCR-siRNA und das dafiir verwendete
2‘-Desoxy-Oktadiinyl-Uridin-Phosphoramidit.

Mono-Peptid-Oligonukleotid Konjugate

Im ndchsten 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 RPARPARon adressiert werden.[294]
Parallel dazu sollte auch das Adressieren des ACE2-Rezeptors optimiert werden. Dafiir wurde
das durch STRUCK et al. beschriebene Hexapeptid YKYRYLon von MARKUS MULLER anhand der
Struktur der Bindungstasche des ACE2-Rezeptors um zwei Aminosduren am N-Terminus
erganzt. Die zusatzlichen Aminosduren konnten eine weitere potenzielle Kontaktstelle zwischen

dem Peptid und der Bindungstasche darstellen.
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Fiir die Synthese der Peptid-Oligonukleotid-Konjugate wurden die von CELINE DOUAT
synthetisierten Peptide N3-PEG3-RPARPARon (Razia) und N3-PEG3-YNYKYRYLon (Yazia) jeweils
mit den Alkin-enthaltenden Oligonukleotiden ON1 und ON3 durch Zugabe von CuSO.4, THPTA
und Natriumascorbat unter Argon Atmosphdare zur Reaktion gebracht (Abbildung 10).

=
=
5<CICAUGAGAAGUAUGAICAACHT-3
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L Y o
T B

oA, oder Y aaia
o
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5-COAUCACABEUAUGCACARCHT-3

R-ON1

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 iberwacht, wobei die
vollstindige Umsetzung des Oligonukleotids zum Peptid-Oligonukleotid-Konjugat bereits nach
30 min nachgewiesen werden konnte. Die Peptid-Oligonukleotid-Konjugate wurden

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

Multivalente Peptid-Oligonukleotid Konjugate

Die Dissoziationskonstanten des RPARPARou-NRP1-Komplexes sowie des anfanglichen
YKYRYLon-ACE2-Komplexes liegen mit Kp = 1,7 + 0,4 uM 294 und Kp = 46 pM [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
Durchlassigkeit ins Gewebe durch einen multimeren RPARPARou-Komplex um das 100-fache
gesteigert werden konnte.[294] Es ware daher denkbar, dass die beobachtete Affinitatserh6hung
im Zusammenhang mit einer erhohten Aviditit steht, wobei ebenfalls eine
Rezeptordimerisierung oder -multimerisierung (Rezeptor-Clustering) eine denkbare Hypothese
ware. Daher sollte zum Erreichen einer méglichst hohen Peptid-Rezeptor-Affinitdt untersucht
werden, ob das Modifizieren des Oligonukleotides mit mehreren Peptiden einen positiven Effekt

fiir die zellulare 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
anschliefdende Zugabe eines Alkin-enthaltenden Peptids erfolgt die zweite Click-Reaktion mit
den konventionellen Aziden. Der Unterschied in den Reaktivititen der Azide ermdoglicht eine

selektive Biokonjugation in einer one-pot-Reaktion.

N3 N | H 0}
A N\/\O/\/o\/\N O\/\O/\/O\/\N3
o H
OOy,
L3
Nj N | H (0]
A N\/\O/\/O\/\” O\/\O/\/O\/\N3
0 0 > Ns
O\/\O/\/O\/\N
3
L4

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 CuSO., THPTA und
Natriumascorbat unter Argon Atmosphdre zur Reaktion gebracht. Die Bildung der einzelnen
Linker-Oligonukleotid-Konjugate wurde mittels HPLC und MALDI-TOF-MS iiberwacht, eine
vollstindige Umsetzung des Oligonukleotides konnte bereits nach 10 min beobachtet werden.
Ausfiihrliche Untersuchungen zur Selektivitat und Kinetik der Reaktion wurden in Kapitel 3.2
am Beispiel des Linkers L4 durchgefiihrt und diskutiert. Die verschiedenen Linker-
Oligonukleotid-Konjugate wurden ohne weitere Aufreinigung in einer zweiten Click-Reaktion
mit den durch CELINE DOUAT synthetisierten Alkin-enthaltenden Peptiden Alkin-PEG4-
RPARPARon (Raiin) und Alkin-PEG4-YNYKYRYLou (Yain) funktionalisiert, wodurch abhangig

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 anschlieflender Zugabe der Peptide Alkin-PEG4-YNYKYRYLon (Yawin) und Alkin-PEG4-RPARPARon (Raikin) sowie zur Bildung von (b) Tri-Peptid-

Oligonukleotid-Konjugaten durch die Reaktion des Oligonukleotides ON1 mit dem Linker L4 und anschliefiender Zugabe des Alkin-PEG4-YNYKYRYLon (Yaikin) Peptids
oder des Alkin-PEG4-RPARPARon (Rakin) Peptids.
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Di-Peptid-Oligonukleotid Konjugate

Die Konjugation der L3-Oligonukleotid-Konjugate erfolgte durch gleichzeitige Zugabe des Raikin-
und Yain-Peptids (1/1, 8,0 Aq.), was theoretisch zur Bildung von drei verschiedenen
Konjugaten fithren konnte: 2xR-L3-Oligonukleotid, 2xY-L3-Oligonukleotid und R-Y-L3-
Oligonukleotid. Fiir die Untersuchungen im Hinblick auf die Aviditit sind die 2xR-L3-
Oligonukleotid und 2xY-L3-Oligonukleotid Konjugate essenziell. Dahingegen ist die
Verkniipfung beider Peptide tiber den L3-Linker an ein Oligonukleotid (R-Y-L3-Oligonukleotid)
von Interesse, da es die Interaktion mit dem ACE2 sowie dem NRP1 ermdglichen konnte. Die
Konjugationsreaktionen wurden flir 19 h geschiittelt, bevor die Reagenzien unter Verwendung
einer Grofdenausschlusssidule entfernt wurden. Die anschlieffende Analyse erfolgte mittels

analytischer HPLC (Abbildung 13).

3000- 2xR-L3-ON1

R-Y-L3-ON1
2500 < §

2xY-L3-ON1

Abbildung 13. Exemplarisches Rohprodukt-HPL-Chromatogramm der Umsetzung des Linker-
Oligonukleotid-Konjugats L3-ON1 mit Rakin und Yawkin (1/1) nach 19h und Aufarbeitung mittels

Grofdenausschlusssaule.

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-L3-0Oligonukleotid-Konjugat und das
Signal bei 31,3 min dem 2xY-L3-Oligonukleotid-Konjugat zugeordnet werden. Auffillig ist das
im Vergleich deutlich geringere Integral des Signals bei 31,3 min. Eine mdégliche Ursache fiir das
geringe Integral des 2xY-L3-Oligonukleotid-Konjugats kdénnte eine zu geringe Loslichkeit des
Yaiin-Peptids sein, wodurch das L3-Oligonukleotid bevorzugt mit dem Rain-Peptid reagiert.
Durch die Aufreinigung der Signale mittels HPLC und anschlieffender Quantifizierung konnte
festgestellt werden, dass mehr von dem R-Y-L3-Oligonukleotid-Konjugat (12,5 %) als von dem
2xR-L3-0ligonukleotid-Konjugat (8,5 %) gebildet wurde. Die Ausbeuten deuten darauf hin, dass
es zu keiner bevorzugten Reaktion mit dem Rawin-Peptid kommt, sondern eine unzureichende
Loslichkeit des 2xY-L3-0ligonukleotid-Konjugats wahrend der Aufarbeitung vermutet werden
kann. Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurden die Konjugationsreaktionen erneut
durchgefiihrt  und durch anschliefdende Zugabe eines Uberschusses an
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) zur Komplexierung der Kupfer-Kationen gestoppt. Die

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

Oligonukleotid-Konjugats L3-ON1 mit Rakin und Yain (1/1) nach 19 h mit anschliefender Zugabe von
EDTA.

Durch das signifikant grofiere Signal bei einer Retentionszeit von 31,3 min im Rohprodukt-HPL-
Chromatogramm in Abbildung 14 im Gegensatz zu Abbildung 13 sowie der hoheren Ausbeuten
der drei verschiedenen Konjugate kann angenommen werden, dass die Verwendung der

Grofdenausschlusssdule zur Entfernung der Reagenzien mit der Reduktion der Konjugat-

Ausbeuten einhergeht.

Tri-Peptid-Oligonukleotid Konjugate

Die parallel durchgefiihrten Konjugationen der L4-Oligonukleotid-Konjugate erfolgten durch
Zugabe von Raikin oder Yamin (10 Aq.) und zunichst mit anschlieRender Entfernung der
Reagenzien unter Verwendung einer Grofienausschlusssdule. Die Analyse mittels analytischer
HPLC bestitigte die vollstindige Umsetzung der 3xR-L4-0Oligonukleotid-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.
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Abbildung 15. Exemplarische Rohprodukt-HPL-Chromatogramme der Umsetzung des Linker-
Oligonukleotid-Konjugats L4-ON1 mit (a) Rawkin und (b) Yawin nach 3,5h und Aufarbeitung mittels

Grofdenaustauschsaule.
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Wahrend der Konjugation des Yawin-Peptids konnte eine Triibung der Reaktionslésung
beobachtet werden. Es kann daher angenommen werden, dass aufgrund einer schlechteren
Loslichkeit des Yawin-Peptids unter den Reaktionsbedingungen eine ldngere Reaktionszeit fiir
die vollstandige Umsetzung benétigt wird. Ebenfalls ist auffillig, dass bei gleicher Ansatzgrofie
und vollstindigem Umsatz des L4-Oligonukleotides die Intensitdt und somit das Integral des
3xY-L4-0Oligonukleotid-Konjugats im Gegensatz zum 3xR-L4-Oligonukleotid-Konjugat im HPL-
Chromatogramm deutlich geringer ist (Abbildung 15). Diese Beobachtung konnte auf eine
unzureichende  Loslichkeit des Konjugats wahrend der Aufarbeitung mittels
GroRenausschlusssiule hindeuten. Zur Uberpriifung der Hypothesen wurden die
Konjugationsreaktionen mit einer Reaktionszeit von 19 h durchgefiihrt und anschlief;end durch
Zugabe eines Uberschusses an EDTA gestoppt. Die Aufreinigung mittels HPLC und MALDI-TOF-
MS Charakterisierung ergaben fiir das 3xR-L4-Oligonukleotid-Konjugat eine vollstidndige
Umsetzung sowie eine Steigerung der Ausbeute von 14 % auf 58 %. Trotz der Verldngerung der
Reaktionszeit und des Uberschusses an Yauin-Peptid wurde sowohl das 2xY-L4-Oligonukleotid-
Konjugat als auch das 3xY-L4-Oligonukleotid-Konjugat erhalten. Allerdings fiihrte die
Komplexierung der Kupfer-Kationen durch EDTA anstatt der Verwendung einer
Grofdenausschlusssdule zu einer deutlich hoheren 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
aufgefiihrten Ausbeuten handelt es sich um die mittels HPLC in hoher Reinheit erhaltenen
Ausbeuten. Zur weiteren Optimierung der Click-Protokolle kdnnte zukiinftig eine Eichgerade fiir
die verschiedenen Konjugate erstellt werden, um anhand dieser eine bessere Aussage iiber die
tatsachlichen Ausbeuten und Verhéltnisse zu Nebenprodukten zu treffen. Im Zusammenhang
der Funktionalisierung von Linker-Oligonukleotiden mit dem Yawin-Peptid konnten
Untersuchungen beziiglich des Reaktionslésungsmittels erfolgen, um eine verbesserte

Loslichkeit und somit eine Steigerung der Ausbeute zu erzielen.

Zellkultur-Studien

Fiir die Zellkultur-Studien in A549-Zellen wurden die Peptid-Oligonukleotid-Konjugate mit
ihrem entsprechenden Antisense Strang in dquimolar Menge zusammengegeben und durch
Erhitzen auf 95 °C und anschlief}endem langsamen Abkiihlen auf 10 °C hybridisiert (Tabelle 2).

Anschliefiende biologische Experimente wurden von YASMIN GARTNER durchgefiihrt.
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Tabelle 2. Zusammenfassung der Peptid-modifizierten siRNA-Konjugate. Am: 2-OMe-A, Gm: 2‘-OMe-G, C:
2-OMe-C, Um: 2-OMe-U, dT: Thymidin, X: 2’-Desoxy-Oktadiinyl-Uridin.

Duplex

(Sense/Antisense) Sequenz Struktur
R-GAP-siRNA CCAUGALGAAGUAUGACALACX (R) AT —00a2%,
(R-ON1/0N2) dTdT GGUACLUCUUCAUAC,UGUUG m
R-SCR-siRNA GCCAUCRAACGAUAAGUGRAAX (R) AT _
(R-ON3/ON4) dTdT CGGUALGUUGCUAUU,CACUU
Y-GAP-siRNA CCAUGALGAAGUAUGACALACX (Y)dT —a,
(Y-ON1/0N2) dTdT GGUAC,UCUUCAUAC,UGUUG ™
Y-SCR-siRNA GCCAUCLAACGAUAAGUGRAAX (Y)dT —

(Y-ON3/ON4)

dTdT CGGUA,GUUGCUAUU,CACUU

2xR-GAP-siRNA
(2xR-L3-ON1/0N2)

CCAUGAGAAGUAUGACALACX (R) 2dT
dTdTGGUACLUCUUCAUACLUGUUG

2xR-SCR-siRNA GCCAUC,AACGAUAAGUG,ARX (R) ,dT o
(2xR-L3-ON3/ON4)  dTATCGGUA,GUUGCUAUULCACUU 00"

2xY-GAP-siRNA CCAUGALGAAGUAUGACAACK (Y) ,dT oot
(2xY-L3-ON1/ON2)  dTATGGUAC,UCUUCAUAC,UGUUG Ruuupniniiigg®

2xY-SCR-siRNA CCAUGA,GAAGUAUGACAACK (Y) ,dT (o~

(2xY-L3-ON3/0N4)

dTdTGGUACLUCUUCAUAC,LUGUUG

3xR-GAP-siRNA
(3xR-L4-ON1/0N2)

CCAUGALGAAGUAUGACALACX (R) 3dT
dTdTGGUACLUCUUCAUAC,LUGUUG

3xR-SCR-siRNA
(3xR-L4-ON3/0N4)

GCCAUCLAACGAUAAGUGRAAX (R) 3dT
dTdTCGGUALGUUGCUAUU,CACUU

3xY-GAP-siRNA
(3xY-L4-ON1/0ON2)

CCAUGAGAAGUAUGACALACX (Y) 3dT
dTdTGGUACLUCUUCAUAC,LUGUUG

3xY-SCR-siRNA

CCAUGALGAAGUAUGACALACX (Y) :dT

dTdTGGUAC,UCUUCAUAC,UGUUG
CCAUGALGAAGUAUGACALACX (R) (Y)dT
dTdTGGUAC,UCUUCAUAC,UGUUG
GCCAUCLAACGAUAAGUGLAAX (R) (Y)dT _( SeSas
dTdTCGGUALGUUGCUAUU,CACUU ‘

(3xY-L4-ON3,/ON4)
R&Y-GAP-siRNA
(R-Y-L3-ON1/0N2)
R&Y-SCR-siRNA
(R-Y-L3-ON3/0N4)

Die biologische Aktivitit der in Tabelle 2 angegebenen siRNAs sollte mittels quantitativer
Polymerase-Kettenreaktion (qQPCR) bestimmt werden. Hierfiir wurden als Negativkontrollen die
nicht konjugierte siRNA gegen hGAPDH (GAP-siRNA: ON1/0ON2) und deren scrambled Kontroll-
siRNA (SCR-siRNA: ON3/0ON4) 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 Konzentrationsabhangigkeit 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. Moglichkeiten
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reichen hierbei von der Variation der Inkubationszeit, liber verschiedene Methoden (TagMan vs.
SYBR Green) bis hin zur Auswahl des Targets. Die Wahl eines Housekeeper Gens wie GAPDH
konnte aufgrund der hohen Expression sowie dem Auslésen von Kompensationsmechanismen
bei einer Unterdriickung problematisch sein. Im Anschluss an die Etablierung eines
zuverldssigen Assays zur Quantifizierung der siRNA Effizienz kdnnen die Peptid-konjugierten
siRNAs erneut getestet und anhand der Daten weiterentwickelt werden. Faktoren wie die
Linker-Liange, die Stabilitit der siRNAs und deren Optimierung mit Basen, Ribose- und
Riickgratmodifikationen (Kapitel 1.2.1) und die Herausforderung der endosomalen Freisetzung

(Kapitel 1.2.4) konnen hierbei von besonderem Interesse sein.

Untersuchungen in Bezug auf die Aufnahme Peptid-modifizierter siRNAs vor allem tber den
Neuropilin-1 Rezeptor sind nicht nur im Zusammenhang mit SARS-CoV-2 bedeutend. NRP1
spielt eine entscheidende Rolle als Zelleintrittsfaktor fiir das humanen T-lymphotrope
Virus 13011 sowie fiir das Epstein-Barr-Virus[302l, weist eine Hochregulation in den Lungen von
Patienten mit Influenza A Virus (H1N1)[2%I auf und wird in Tumorzellen iiberexprimiert.[294]

Daher ist der Rezeptor-vermittelte siRNA Transport iiber 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 Makromolekiile sind, ist es eine grofde
Herausforderung, die endosomale Lipiddoppelschicht zu tiberwinden. Als Folge daraus bleiben
rund 99 % der RNA-Therapeutika in den Endosomen eingeschlossen,[224-225] wodurch lediglich
1-2 % der GalNAc-konjugierten Gapmerel222l und 0,3 % der GalNAc-konjugierten siRNAs[223] aus
dem Endosom gelangen und ihre therapeutische Wirkung ausiiben kénnen. Die niedrigen
Freisetzungsraten aus dem Endosom, der Abbau der Oligonukleotide durch lysosomale Enzyme
und Exozytose limitieren die Menge an Oligonukleotid fiir eine therapeutische Wirkung.[72-73]
Daher ist es von grofder 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 erfiillt. Erstens
sollte unter den vorherrschenden Bedingungen im Endosom (pH 5-6) das endosomale Escape
induzierende Molekil mit minimaler struktureller Verdnderung von der siRNA abspaltbar sein.
Zweitens sollte ein Baukastensystem entwickelt werden, das die Moglichkeit der schnellen
Variation des endosomalen Escape induzierenden Molekiils ohne lange Syntheserouten zulasst.
Drittens sollte durch die Verdnderung der siRNA kein Verlust in der Transporteffizienz und der
Unterdriickung der mRNA erfolgen. Eine gidngige Strategie fiir spaltbare Bindungen ist das
Einfithren einer sdurelabilen Bindung innerhalb des Linker Molekiils.[242] Ein interessanter
Ansatz ist das von KEVIN MAIER und ERNST WAGNER entwickelte pH-gesteuerte Shuttle-System.
Der Azidomethyl-Methylmaleinsdureanhydrid (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 Dimethylmaleinsdureanhydrid kann der
Linker durch eine einfache 2-Schritt-Synthese erhalten werden. Die anschliefRende
Biokonjugation kann durch die Reaktion der Maleinsdureanhydrid-Einheit mit einer Amino-
Gruppe und der Azid-Einheit mit einem Alkin erfolgen.[283] Diese Eigenschaften qualifizieren den

Linker als Ansatz fiir die anpassungsfahige Funktionalisierung der siRNA.

Da siRNAs Duplexe sind, die sich aus zwei komplementdren Strangen zusammensetzen, besteht
theoretisch die Moglichkeit der Modifikation an vier verschiedenen terminalen Stellen
(Kapitel 1.3). Das 5-Ende des Antisense Strangs ist von grofier Bedeutung fiir die Interaktion
mit der RNAi Maschinerie und sollte daher nicht chemisch modifiziert werden.l#7-48 241] Da

bereits unser etablierter siRNA Duplex am 3‘-Ende des Sense Strangs mit der Targeting-Einheit



4., Unveroffentlichte Arbeiten 53

modifiziert ist, sollte die Modifikation zur Minimierung von off-target Effekten sowie zur
Erhaltung der Antisense Effizienz am 5‘-Ende des Sense Strangs erfolgen. Fiir eine mdgliche
Konjugation mit dem AzMMMan-Linker sollte die natiirlich vorkommende und Amin-
modifizierte Nukleobase 5-Methylaminomethyl-uracil (mnmsU) an Stelle des Thymins am
5“Ende des Sense Strangs inkorporiert werden. Dafiir erfolgte zunachst die Synthese des Teoc-
geschiitzten 5-Methylaminomethyl-2‘-desoxy-uridin (mnm5dU)-Phosphoramidites (1) in

Anlehnung an MULLER et al. (Schema 1).1303]
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Schema 1. Syntheseroute ausgehend von Thymidin (2) zum Teoc-geschiitzten 5-Methylaminomethyl-2‘-

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

Ausgehend von kommerziell erhéltlichen Thymidin (2) kann das Teoc-geschiitzte mnm>dU-
Phosphoramidit (1) in sechs Schritten erhalten werden. Die Syntheseroute startete mit der
Schiitzung der 5-OH und 3‘-OH Gruppen, wodurch das Silyl-geschiitzte Nukleosid 3 erhalten
wurde. Anschlief3end erfolgte eine Wohl-Ziegler Reaktion mit direkter Umsetzung durch Zugabe
von Ammoniak zum 5-Aminomethyl Derivat 4. Die Schiitzung der Aminogruppe erfolgte durch
die Zugabe von Teoc-Succinimid, und das entstandene Nukleosid 5 wurde mit HF-Py umgesetzt,
um das Silyl-entschiitzte Nukleosid 6 zu erhalten. Es erfolgte die Schiitzung der primaren 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-
mnm>5dU-Phosphoramidit (1) am 3‘-Ende des Oligonukleotides erfolgreich und mit einer hohen

Kopplungsausbeute inkooperiert werden.

Fiir zukiinftige Studien sollte zunidchst die Entschiitzung der Teoc-Schutzgruppe des
synthetisierten Oligonukleotids erfolgen. Zur selektiven Abspaltung der Teoc-Gruppe kénnte in
Anlehnung an MULLER et al. das noch an die Festphase gekoppelte Oligonukleotid mit einer
gesattigten ZnBr,-Losung in MeNO./IPA (1/1) inkubiert werden. Durch anschliefRendes
Entfernen des Uberstands und Waschen des Trigermaterials mit EDTA(q) und Wasser wird das
an die Festphase-gekoppelte, voll geschiitzte Oligonukleotid mit einer freien Amin-Gruppe
erhalten. Die Abspaltung von der Festphase und aller Schutzgruppen sowie die Aufreinigung und
Charakterisierung koénnte nach dem Standardprotokoll in Kapitel 6.1 erfolgen. Nach
erfolgreicher Synthese des AzZMMMan-Linkers in Anlehnung an MAIER et al. kdnnte im néachsten
Schritt die Konjugationsreaktion des Oligonukleotides mit dem Linker durchgefiihrt werden. Bei
der Konjugation ist davon auszugehen, dass aufgrund der hoheren Reaktivitit des priméren
Amins im Vergleich zu den sekunddaren Aminen des Oligonukleotids der Linker selektiv mit
diesem reagiert. Eine Uberpriifung dieser Hypothese koénnte durch einen Verdau des
Oligonukleotids mit anschlief}ender massenspektrometrischer Untersuchung erfolgen. Die
darauffolgende Click-Reaktion koénnte nach dem Standard-Click-Protokoll (Kapitel 6.2)
durchgefiihrt werden, wobei aufgrund des sdurelabilen Linkers ein Puffersystem mit einem pH-
Wert von 8 verwendet werden sollte. Da fiir die Anhydrid-Stabilitat unter sauren Bedingungen
der Substitutionsgrad der Doppelbindung entscheidend ist, sollte eine Untersuchungen zur pH-
Stabilitdat durchgefiihrt werden. Dabei kénnen potenzielle Optimierungen des saurelabilen
Linkers durch die Veranderung der Anzahl, Struktur sowie der Position der Substituenten an der
cis-Doppelbindung des Maleinsdureanhydrids erfolgen.304-3051 Dieses Konzept bietet die
Moglichkeit der Funktionalisierung von Oligonukleotiden mit diversen Alkin-modifizierten

endosomalen Escape induzierenden Molekiilen (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 Atmosphare durchgefiihrt. Die
dafiir verwendeten Reaktionsgefdfie wurden im Hochvakuum bei 550 °C ausgeheizt und nach
dem Auskiihlen mit Schutzgas geflutet. Bei SCHLENK-Reaktionen wurden Fliissigkeiten unter
Verwendung von Septen und mit Schutzgas-gespiilten Einwegspritzen zugefiihrt und Feststoffe
unter Schutzgas-Gegenstrom zugegeben. Fiir Reaktionen, in denen Flusssaure verwendet wurde,

wurden Polypropylen Reaktionsgefiafde verwendet.

Chemikalien und Losungsmittel

Die kommerziell erhaltlichen Chemikalien und Lésungsmittel wurden von den Firmen ABCR,
Acros organics, BOC Sciences, Carbosynth, Fluka, Jena Bioscience, Merck, Sigma-Aldrich und TCI
bezogen und ohne weitere Aufreinigung verwendet. Fiir chemische Synthesen wurden iiber
Molsieb getrocknete Losungsmittel der Firma Sigma-Aldrich verwendet, welche unter
Schutzgasatmosphire entnommen wurden. Fiir Extraktionen und Aufreinigungen mittels
Saulenchromatographie wurden technische Losungsmittel verwendet, die zuvor destilliert

wurden.

Rotationsverdampfer

Zur Destillation der Losungsmittel wurde unter verminderten Druck entweder ein
Laborota 4000-¢efficient der Firma Heidolph Instruments oder ein Rotavapor R-300 der Firma

Biichi verwendet. Losungsmittel wurden bei 45 °C entfernt, sofern nicht anders angegeben.
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Bidestilliertes Wasser

Fliir 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 Losungsmittel mittels Gefriertrocknung wurden die Proben zunachst mit N;
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 fiir pH-Messungen verwendet. Vor jeder
Messung wurde das pH-Meter mit einer pH 4,0, pH 7,0 und pH 9,2 Standardlésung kalibriert.

Diinnschichtchromatographie

Durch Diinnschichtchromatographie (DC) wurden der Reaktionsverlauf und der Verlauf der
Sdulenchromatographie iiberpriift. Dafiir wurden mit Kieselgel 60 Fzs, beschichtete Aluminium-
Platten der Firma Merck verwendet. Die Visualisierung erfolgte durch Bestrahlung mit UV-Licht
(A=254nm, 366nm) oder durch Anfirben mit einer Cer-Ammoniummolybdat-Losung,

Kaliumpermanganat-Losung, Ninhydrin-Lésung oder p-Anisaldehyd-Lésung.

Flash-Saulenchromatographie

Fiir die sdulenchromatographische Aufreinigung der Rohprodukte wurde Kieselgel 60 der Firma
Merck (Korngréfde: 63-200 um) oder der Firma Macherey-Nagel (Korngréfie: 40-630 pm) als

stationdre Phase verwendet. Als mobile Phase dienten technische Losungsmittel, die vor der
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Verwendung unter verminderten Druck destilliert wurden. Die Aufreinigung erfolgte unter
leichtem Stickstoff-Uberdruck nach der Flash-Methode. Fraktionen wurden je nach Ansatzgréfle

in 10-250 mL Gefafden gesammelt, mittels DC oder LC-MS analysiert und entsprechend vereinigt.

Hochleistungsfliissigkeitschromatographie

Die Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) erfolgte nach dem Umkehrphasen-
Prinzip. Zur semi-praparativen Aufreinigung von Rohprodukten wurde ein Agilent Technologies
1260 Infinity 1l Manual Preparative 400 bar System der Firma Agilent mit einem G7114A
Detektor verwendet. Als stationdre Phase diente eine VP 250/10 Nucleodur 100-5 C18ec
Chromatographiesdule der Firma Macherey-Nagel bei einer Flussrate von 5,0 mL/min. Fir
analytische Untersuchungen sowie fiir die Aufreinigung von Click-Reaktionen wurde ein Agilent
Technologies 1260 Infinity Il 800 bar System der Firma Agilent mit einem G7165A Detektor
verwendet. Als stationare Phase diente eine EC 250/4 Nucleodur 100-3 (18ec
Chromatographiesdule der Firma Macherey-Nagel bei einer Flussrate von 1,0 mL/min. Fiir die
Aufreinigung und Analyse wurde ein 100 mM NEt;/HOAc Puffersystem verwendet (Puffer A:
100 mM NEt3;/HOACc, pH 7 in H20 und Puffer B: 100 mM NEt;/HOAc pH 7 in H,0/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 !3C-NMR-Spektren an einem Bruker Ascend 400,
Bruker Ascend 500 oder in der zentralen Analytik des Departments Chemie und Pharmazie der
LMU-Miinchen mit Hilfe eines Varian Inova 400, Bruker ARX 600 oder Bruker Avance IIl HD 800
aufgenommen. Als interner Standard wurden deuterierte Losungsmittel der Firmen Eurisotop
und Sigma-Aldrich verwendet. Die Auswertung der NMR-Spektren erfolgt nach dem folgenden
Schema: Zuerst wurde die chemische Verschiebung 6 in ppm angegeben, darauf folgt die
Spinmultiplizitdt, die Kopplungskonstanten J in Hz und zuletzt das Integral. Die
Spinmultiplizititen 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)

Niederaufgeloste 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.

Hochauflosende massenspektrometrische Untersuchungen mittels Elektrospray-lonisation
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-Miinchen durchgefiihrt.

Massenspektrometrische Untersuchungen mittels MALDI-TOF-MS wurden an einem
Autoflex II-System mit einem Time-of-Flight Detektor der Firma Bruker durchgefiihrt. Die Proben
wurden vor der Messung auf einer VSWP Millipore Membran (0,025 puM) entsalzt und

anschliefend mit einer HPA-Matrix cokristallisiert.

e HPA-Matrix: Di-Ammoniumhydrogencitrat (10 mg), 3-Hydroxypicolinsdure (50 mg),
ddH,0 (500 pL) und MeCN (500 uL)

Infrarotspektrometrie (IR)

Die Infrarotspektren wurden auf einem Perkin-Elmer BX Il 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. Ole und fliissige Verbindungen wurden als Filme
aufgetragen. Die Wellenzahlen wurden in cm-! angegeben und die Intensitit 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 pmol Mafdstab unter
Verwendung von RNA SynBase™ CPG 1000/110 oder High Load Glen UnySupport™ 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
Entschiitzungsreagenz, Aktivator 42® in MeCN als Aktivator, Ac;0 in Pyridin/THF sowie
N-Methylimidazol in MeCN als Capping-Reagenzien und I; in Pyridin/H.0 als Oxidationsmittel.
Fiir die Entschiitzung der Oligonukleotide wurde die Festphase in einer wassrigen Mischung
(1/1, 1 mL) aus 30 % NH4+OH und 40 % NH:;Me suspendiert und bei 65 °C erhitzt (5 min fiir RNA
SynBase™ CPG 1000/110 und 60 min fiir High Load Glen UnySupport™). AnschliefSend wurde der
Uberstand transferiert und die Festphase mit Wasser (3 x 200 uL) gewaschen. Die vereinigten
Uberstinde wurden unter verminderten Druck mittels einer SpeedVac Plus von Thermo Life
Sciences eingeengt und durch Lyophilisation getrocknet. Der Riickstand wurde in DMSO (100 pL)
gelost, Triethylamintrihydrofluorid (125 pL) hinzugegeben und bei 65 °C fiir 1,5 h bei 750 rpm
geschiittelt. Die Losung wurde auf 0 °C gekiihlt und das Oligonukleotid durch Zugabe von NaOAc
(3 M in ddH:0, 25 pL) und n-Butanol (1 mL) ausgeféallt. Das Oligonukleotid wurde bei -80 °C fir
2 h gekiihlt und anschliefRend bei 4 °C fiir 1 h zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und
der Riickstand lyophilisiert. Nach Aufreinigung mittels praparativer HPLC und
Charakterisierung durch MALDI-TOF-MS wurde die Absorption der synthetisierten
Oligonukleotide in wassriger Losung 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. Fir 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 fiir Monomere

Zu einem Alkin-modifizierten Oligonukleotid (4,0 mM in ddH:0, 5,0 pL, 1,0 Aq.) wurden Azid-
modifiziertes Peptid (20 mM in DMSO, 5,0 pL, 5,0 Aq.), Triethylammoniumacetat Puffer (1,0 M in
ddH0, pH 7, 20 puL), Aminoguanidin Hydrochlorid (50 mM in ddH:0, 4,0 uL), CuSO4 (50 mM in
100 mM THPTA-L6sung in ddH:0, 5,0 pL) und Natriumascorbat (50 mM in ddH0O, 10 pL)
hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde mit Argon entgast und bei RT fiir 30 min bei
500 rpm geschiittelt. Die Reaktion wurde mittels MALDI-TOF-MS iiberwacht und durch Zugabe
von EDTA (50 mM in ddH;0, 20 pL) gequencht. Die Aufreinigung des Rohprodukts erfolgte
mittels praparativer Umkehrphasen-HPLC und das finale Produkt wurde mittels analytischer

Umkehrphasen-HPLC und MALDI-TOF-MS analysiert.

Click-Reaktionsvorschrift fiir Dimere

In einem Cryogenic Vial wurden zu einem Alkin-modifizierten Oligonukleotid (4,0 mM in ddH:0,
15 uL, 1,0 Aq.) L3-Linker-Loésung (50 mM in DMSO, 3,0 uL, 2,5 Ag.), CuSO4 (50 mM in 100 mM
THPTA-L6sung in ddH20, 15 pL) und Natriumascorbat (50 mM in ddH:0, 30 pL) hinzugegeben.
Das Reaktionsgemisch wurde mit Argon entgast und bei RT fiir 1 h bei 500 rpm geschiittelt.
Anschliefend wurden ein Gemisch aus zwei Alkin-modifizierten Peptiden (1/1, 20 mM in DMSO,
24 uL, 8,0 Aq.), Triethylammoniumacetat Puffer (1,0 M in ddHz0, pH 7, 60 pL), Aminoguanidin
Hydrochlorid (50 mM in ddH;0, 12 pL), CuSO4 (50 mM in 100 mM THPTA-Loésung in ddH:O0,
15 pL) und Natriumascorbat (50 mM in ddH,0, 30 pL) hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch
wurde mit Argon entgast und bei RT fiir 19 h bei 500 rpm geschiittelt. Die Reaktion wurde
mittels MALDI-TOF-MS iiberwacht und durch Zugabe von EDTA (50 mM in ddH.0, 60 pL)
gequencht. Die Aufreinigung des Rohprodukts erfolgte mittels praparativer Umkehrphasen-
HPLC und die finalen Produkte wurde mittels analytischer Umkehrphasen-HPLC und MALDI-
TOF-MS analysiert.
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Click-Reaktionsvorschrift fiir Trimere

In einem Cryogenic Vial wurden zu einem Alkin-modifizierten Oligonukleotid (4,0 mM in ddH-O0,
10 puL, 1,0 Aq.) L4-Linker-Losung (50 mM in DMSO, 2,0 uL, 2,5 Aq.), CuSO4 (50 mM in 100 mM
THPTA-L6sung in ddH20, 10 pL) und Natriumascorbat (50 mM in ddH:0, 20 pL) hinzugegeben.
Das Reaktionsgemisch wurde mit Argon entgast und bei RT fiir 1 h bei 500 rpm geschiittelt.
AnschlieBend wurden Alkin-modifiziertes Peptid (20mM in DMSO, 20uL, 10Aq.),
Triethylammoniumacetat Puffer (1,0 M in ddH;0, pH 7, 40 uL), Aminoguanidin Hydrochlorid
(50 mM in ddH20, 8,0 uL), CuSOs (50 mM in 100 mM THPTA-Loésung in ddH:0, 10 pL) und
Natriumascorbat (50 mM in ddH;0, 20 pL) hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde mit
Argon entgast und bei RT fiir 19 h bei 500 rpm geschiittelt. Die Reaktion wurde mittels MALDI-
TOF-MS iiberwacht und durch Zugabe von EDTA (50 mM in ddH:0, 40 uL) gequencht. Die
Aufreinigung des Rohprodukts erfolgte mittels praparativer 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.

berechnet gefunden

Strang Sequenz (5= 3) IMH] [M-H]
ON1 CCA UGA, GAA GUA UGA CAA CXdT 6814 6812
ON2 GUU GUCn AUA CUU CUC, AUG GATdT 6609 6608
ON3 GCC AUC, AAC GAU AAG UGRA AXdT 6814 6812

ON4 UUC ACU, UAU CGU UGA, 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.

berechnet gefunden

Strang Sequenz (5 = 3) (MLH] [M-H]
R-ON1 CCA UGAn GAA GUA UGA CARA CX(R)dT 7900 7897
R-ON3 GCC AUCn AAC GAU AAG UGmA AX(R)dT 7900 7898
Y-ON1 CCA UGAn GAA GUA UGA CARA CX(Y)dT 8216 8225
Y-ON3 GCC AUCn AAC GAU AAG UGprA AX (Y)dT 8216 8223
2xR-L3-ON1  CCA UGA, GAA GUA UGA CArA CX(R).dT 9702 9705
2xR-L3-ON3  GCC AUCn, AAC GAU AAG UGrA AX (R).dT 9702 9703
2xY-L3-ON1  CCA UGA, GAA GUA UGA CA,A CX(Y).dT 10420 10420
2xY-L3-ON3  GCC AUCn AAC GAU AAG UGrA AX (Y).dT 10420 10419
3xR-L4-ON1 CCA UGAn GAA GUA UGA CARA CX (R)sdT 10939 10937
3xR-L4-ON3  GCC AUCn AAC GAU AAG UGA AX (R)3dT 10939 10939
3xY-L4-ON1  CCA UGA, GAA GUA UGA CA,A CX(Y):dT 12017 12014
3xY-L4-ON3 GCC AUCn AAC GAU AAG UGrA AX (Y)sdT 12017 12016
R-Y-L3-ON1  CCA UGA, GAA GUA UGA CAA CX(R) (Y)dT 10061 10065

R-Y-L3-ON3  GCC AUC, AAC GAU AAG UGA 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), (1) 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 Doppelstrange erfolgte bei einer Konzentration von 10 uM oder 100 pM
in einem 5X Hybridisierungspuffer (10 mM Tris-HCl (pH 8), 1 mM EDTA, 50 mM NaCl) durch
Erhitzen auf 95 °C fiir 2 min und Abkiihlen 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‘-0-(Di-tert-butylsilanediyl)-thymidin (3)

o
-

l‘-Bu—SI.i—O\

t-Bu
Thymidin (2) (9,69 g, 40,0 mmol, 1,00 Aq.) wurde in trockenem DMF (45 mL) gelést und das
Reaktionsgemisch auf 0°C gekiihlt. Nach Zugabe von Di-tert-butyldichlorosilan (10,1 mL,
48,0 mmol, 1,20 Aq.) wurde fiir 5 min geriihrt und anschliefRend Silbernitrat (16,3 g, 96,0 mmol,
2,40 Aq.) zugegeben. Triethylamin (13,3 mL, 96,0 mmol, 2,40 Aq.) wurde hinzugegeben und das
Reaktionsgemisch fiir 30 min bei RT geriihrt. Die organische Phase wurde tliber MgSO.
getrocknet, filtriert und das Losungsmittel 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.
Rs=0,21 (iHex/EtOAc, 2/1).

1H-NMR (500 MHz, CDCls): 6 = 8,64 (s, 1H); 7,03 (q,J = 1,3 Hz, 1H); 6,20 (dd, ] = 6,9, 4,2 Hz, 1H);
4,44 (dd, ] = 9,4, 5,0 Hz, 1H); 4,22 (q, ] = 8,9 Hz, 1H); 4,01 (dd, ] = 10,5, 9,4 Hz, 1H); 3,68 (ddd, ] =
10,5, 8,9, 5,0 Hz, 1H); 2,38 - 2,34 (m, 2H); 1,95 (d, ] = 1,3 Hz, 3H); 1,08 (s, 9H); 1,01 (s, 9H) ppm.

13C-NMR (126 MHz, CDCl3): 6 = 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 C1gH31N;05Si* [(M+H)"]: berechnet 383,19968
gefunden 383,19952.

IR (ATR): v = 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-L.
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5-(Aminomethyl)-3‘,5‘0-(di-tert-butylsilanediyl)-2’-deoxyuridin (4)

o
"
t—Bu—§i~()\
t-Bu
3 (3,83 g, 10,0 mmol, 1,00 Aq.) wurde in trockenem Chloroform (60 mL) geldst, auf 60 °C erhitzt
und N-Bromsuccinimid (2,14 mg, 12,0 mmol, 1,20 Aq.) und AIBN (197 mg, 1,20 mmol, 0,12 Aq.)
hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde fiir 2 h 15 min bei 60 °C geriihrt, anschlief3end auf
0 °C gekiihlt und NH3 (7 M in MeOH, 7,1 mL) hinzugegeben. Die Reaktionslosung wurde fiir 2 h
bei RT geriihrt, mit NaHCO3(q) (ges.) verdiinnt und mit DCM (3x) extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden liber MgSO,4 getrocknet, filtriert und das Losungsmittel in vacuo
entfernt. Nach Aufreinigung mittels FSC (Silica, DCM/MeOH, 98/2 + 1% NEtz: - 95/5 + 1%
NEt;) wurde 4 (450 mg, 1,13 mmol, 11 %) als gelber Feststoff erhalten.

R¢=0,14 (DCM/MeOH, 95/5 + 1 % NEt3).

1H-NMR (500 MHz, CDCls): 6 = 7,29 (s, 1H); 6,20 (dd, ] = 6,4, 4,6 Hz, 1H); 4,43 (dd, ] = 9,4, 5,0 Hz,
1H); 4,24 (q, ] = 9,0 Hz, 1H); 4,05 - 3,98 (m, 1H); 3,68 (ddd, ] = 10,5, 8,9, 5,0 Hz, 1H); 3,60 (d, /] =
3,3 Hz, 2H); 2,40 - 2,34 (m, 2H); 1,07 (s, 9H); 1,00 (s, 9H) ppm.

13C-NMR (126 MHz, CDCls): 6=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 C1gH32N305Si* [(M+H)"]: berechnet 398,21057
gefunden 398,21060.

IR (ATR): v =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-L.
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5-(((((2-(Trimethylsilyl)ethoxy)carbonyl)amino)methyl)-3‘,5-0-(di-
tert-butylsilanediyl)-2’-deoxyuridin (5)

o) o)
™
S\/\O)J\N NH
H o |l
NN
~]
Q R
+Bu-Si-0
t-Bu

4 (449 mg, 1,13 mmol, 1,00 Aq.) wurde in 1,4-Dioxan/H.0 (1:1, 20,3 mL) geldst. Nach Zugabe
von Triethylamin (235 uL, 1,70 mmol, 1,50 Ag.) und Teoc-OSu (322 mg, 1,24 mmol, 1,10 Aq.)
wurde die Suspension fiir 20 h bei RT geriihrt. Das Reaktionsgemisch wurde mit H,0 verdiinnt
und anschlieflend mit Diethylether (3x) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden
iiber MgS0. getrocknet, filtriert und das Losungsmittel in vacuo entfernt. Nach Aufreinigung
mittels FSC (Silica, Hex/EtOAc, 2/1) wurde 5 (261 mg, 481 pmol, 43 %) als farbloser Feststoff

erhalten.
R¢=0,18 (iHex/EtOAc, 2/1).

1H-NMR (500 MHz, CDCls): 6 = 8,14 (s, 1H); 7,47 (s, 1H); 6,13 (dd, ] = 7,8, 2,7 Hz, 1H); 5,27 (t,] =
6,2 Hz, 1H); 4,44 (dd, ] = 9,4, 5,0 Hz, 1H); 4,26 (q, ] = 9,3 Hz, 1H); 4,17 - 4,04 (m, 3H); 4,00 (d, ] =
6,4 Hz, 2H); 3,70 (ddd, ] = 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): 6 =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 Cz4H42N307Siz- [(M-H): berechnet 540,25668
gefunden 540,25663.

IR (ATR): v = 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-L.
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5-(((((2-(Trimethylsilyl)ethoxy)carbonyl)amino)methyl)-2’-
deoxyuridin (6)

O

O (@]
TMS\/\O)J\N NH
H |l
N
~]
HO )
HO

In einem Plastikgefafl wurde 6 (255 mg, 470 umol, 1,00 Aq.) in DCM/Pyridin (9:1, 4,7 mL) geldst
und das Reaktionsgemisch auf 0 °C gekiihlt. Nach langsamer Zugabe von HF (w=70% in
Pyridin, 61 uL, 2,35 mmol, 5,00 Aq.) wurde das Reaktionsgemisch fiir 3 h bei 0°C geriihrt.
Anschlielend wurde das Reaktionsgemisch mit Methoxytrimethylsilan gequencht, mit
NaHCOz(q) (ges.) verdiinnt und mit DCM (3x) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden Uber MgSO. getrocknet, filtriert und das Losungsmittel in vacuo entfernt. Nach
Aufreinigung mittels FSC (Silica, DCM/MeOH, 95/5) wurde 6 (154 mg, 384 pmol, 82 %) als

farbloses Ol erhalten.
Re= 0,41 (DCM/MeOH, 9/1).

1H-NMR (500 MHz, CDCls): § = 8,11 (s, 1H); 8,00 (s, 1H); 6,29 (t,] = 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, ] = 13,6, 6,5 Hz, 1H); 0,97 - 0,92 (m, 2H); 0,02 (s, 9H)
ppm.

13C-NMR (126 MHz, CDCls): § = 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 Ci6H27N307CISi- [(M+Cl)]: berechnet 436,13123
gefunden 436,13102.

IR (ATR): v=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'L.
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5-(((((2-(Trimethylsilyl)ethoxy)carbonyl)amino)methyl)-5‘-0-(4,4’-
dimethoxytrityl)-2’-deoxyuridin (7)

o) o)
™S
\/\O)J\N NH
H |l
NS0
o)
DMTO™  \
HO

6 (149 mg, 370 umol, 1,00 Aq.) wurde in trockenem Pyridin (3,7 mL) gelost und vorgetrocknetes
DMTrCl (188 mg, 555 pmol, 1,50 Aq.) wurde zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde fiir 6 h
bei RT geriihrt und anschlieffend mit MeOH gequencht. Das Losungsmittel 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 umol, 76 %) als

farbloser Schaum erhalten.
R¢=0,24 (DCM/MeOH, 95/5).

1H-NMR (500 MHz, (CD3),C0): 6 = 10,07 (br's, 1H); 7,73 (s, 1H); 7,52 - 7,48 (m, 2H); 7,38 (dd, ] =
8,8, 1,4 Hz, 4H); 7,33 (dd, ] = 8,5, 7,0 Hz, 2H); 7,25 - 7,21 (m, 1H); 6,93 - 6,88 (m, 4H); 6,30 (t, ] =
6,7 Hz, 1H); 6,01 (s, 1H); 4,56 - 4,40 (m, 2H); 4,05 (t, ] = 8,3 Hz, 3H); 3,79 (s, 6H); 3,69 (d, ] =
6,2 Hz, 2H); 3,42 - 3,33 (m, 2H); 3,42 - 3,33 (m, 2H); 0,92 (t, ] = 8,3 Hz, 2H); 0,02 (s, 9H) ppm.

13C-NMR (126 MHz, (CD3).C0O): 6 =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 C37H45N309NaSi+ [(M+Na)+]: berechnet 726,28173
gefunden 726,28098.

IR (ATR): v=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) cmL.
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5-(((((2-(Trimethylsilyl)ethoxy)carbonyl)amino)methyl)-5‘-0-(4,4’-
dimethoxytrityl)-2’-deoxyuridin-3’-cyanoethyl-N,N-
diisopropylphosphoramidit (1)

o]

@)

N

(@]
~
DMTFO \ N

O
/P*O
H%

7 (106 mg, 150 pmol, 1,00 Aq.) wurde in trockenem DCM (1,5 mL) geldst und DIPEA (105 uL,
600 pumol, 4,00 Aq.) wurde zugegeben. AnschlieRend wurde auf 0 °C gekiihlt und CED-CI (84 uL,
375 umol, 2,50 Aq.) tropfenweise zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde fiir 4 h bei RT
gerithrt, anschliefRend mit NaHCO3 (5q) (ges.) verdiinnt und mit DCM (3x) extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden iiber MgSO, getrocknet, filtriert und das Losungsmittel
in vacuo entfernt. Nach Aufreinigung mittels FSC (Silica, Hex/EtOAc, 1/1 + 0,1 % Pyridin) und
Lyophilisation aus Benzol (2x) wurde 1 (105mg, 116 pmol, 77 %) als farbloser Schaum

erhalten.
R¢=0,18 und 0,32 (Hex/EtOAc, 1/1).
31P-NMR (202 MHz, (CD3)2C0): 6 = 148,3, 148,2 ppm.

HR-ESI-LC-MS von CsHs2N5019NaPSi+ [(M+Na)*]:  berechnet 926,38958
gefunden 926,38968.
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A

A260 nm

Ac

ACE2
AGO2
AHP
AIBN

ALS
anti-miRs
Apo E

aq

arb. u.
ASCVD
ASGPR
ASO

Aq
AzMMMan

BCN
BNA
Bz

C
CD206
CE
CED
CendR
cEt
CMV
CPP
CpG
CPG
COVID-19
CuAAC

Adenosin (Nukleosid) / Adenin (Nukleobase)
spektrale Absorption bei A = 260 nm

Acetyl

Angiotensin-konvertierendes Enzym 2
Argonaut-2

Akute Hepatische Porphyrie
Azobis(isobutyronitril)

Amyotrophe Lateralsklerose

Antagomire

Apolipoprotein E

aqueous (in wassriger Losung)

arbitrary units (willkiirliche Einheiten)
Atherosklerotische Herz-Kreislauf-Erkrankung
Asialoglykoprotein-Rezeptor

Antisense Oligonukleotid

Aquivalent(e)
Azidomethyl-Methylmaleinsdureanhydrid

Bicyclo[6.1.0]nonin
Bridged Nukleinsdure

Benzoyl

Cytidin (Nukleosid) / Cytosin (Nukleobase)
Mannose Rezeptor C-Typ 1

Cyanoethyl
2-Cyanethyl-N,N-diisopropylphosphoramidit
C-end Rule

constrained Ethyl

Cytomegalovirus

Zellpenetrierendes Peptid
Cytosin-Phosphat-Guanin Motiv
controlled-pore-glass (kontrolliertes poroses Glass)
Coronavirus-Krankheit-2019

Kupfer-katalysierte Azid-Alkin-Cycloaddition
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d Duplett (Signale bei NMR-Spektroskopie)
DBCO Dibenzoazacyclooctin

DC Diinnschichtchromatographie

DCA Dichloressigsaure

DCM Dichlormethan

ddH.0 Bidestilliertes Wasser

DIBO Dibenzocyclooctin

DIFO Difluorocyclooctin

DMD Duchenne-Muskeldystrophie

Dmf Dimethylformamidin

DMSO Dimethylsulfoxid

DMTr 4,4'-Dimethoxytrityl

DNA desoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsdure)
dsRNA doppelstrangige RNA

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EMA European Medicines Agency

ESC Enhanced Stabilization Chemistry

ESI electrospray ionization (Elektrosprayionisation)
Et Ethyl

EtOAc Ethylacetat

FCS Familidres Chylomikrondmie Syndrom

FDA Food and Drug Administration

FSC Flash-Saulenchromatographie

G Guanosin (Nukleosid) / Guanin (Nukleobase)
GalNAc N-Acetylgalactosamin

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
ges. gesattigt

GNA Glycol Nukleinsaure

hATTR Hereditare Transthyretin-Amyloidose

hClp1 human Cleavage factor polyribonucleotide kinase subunit 1
HeFH Heterozygote Familidre Hypercholesterindmie

Hex Hexan
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HPLC

HR

invAb
IPA
IR

LC

LDL
LNA
LNP

M

m

m
MALDI
Me
MeCN
miRNA
miR-Mimic
MOE
mRNA
MS

NMR

NRP1

OMe
ON
ORF

PEG
PH
PMO
PO

high performance liquid chromatography
(Hochleistungsfliissigkeitschromatographie)

high resolution (Hochaufldsung)

invertierte abasische Modifikation
[sopropanol

Infrarotspektroskopie

liquid chromatography (Fliissigkeitschromatographie)
low-density Lipoprotein
Locked Nukleinsauren

Lipid-basierte Nanopartikel

Molekiil

medium (Signale bei IR-Spektroskopie)
Multiplett (Signale bei NMR-Spektroskopie)
Matrix-Assistierte Laser-Desorption-lonisierung
Methyl

Acetonitril

MicroRNA

Agomire

Methoxyethyl

messenger RNA

Massenspektrometrie

nuclear magnetic resonance spectroscopy
(Kernspinresonanzspektroskopie)

Neuropilin-1

Methoxy
Oligonukleotid
Open Reading Frame

Polyethylenglycol

Primére Hyperoxalurie
Phophorodiamidat-Morpholino-Oligonukleotid
Phosphat
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ppm parts per million

PS Phosphorothioat

PS2 Phosphorodithioat

Py Pyridin

q Quartett (Signale bei NMR-Spektroskopie)
gPCR quantitative Polymerase Chain Reaction

(quantitative Polymerase-Kettenreaktion)

quant. quantitativ

R¢ Retentionsfaktor (Diinnschichtchromatographie)
RISC RNA-induced silencing complex

RITA RNA-induzierten Transkriptionsaktivierungskomplex
RNA ribonucleic acid (Ribonukleinsaure)

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 Spharische Nukleinsaure

SPAAC Strain-Promoted Azid-Alkin Cycloaddition

SpiDo Spirodiorthoester

SSO Splice-switching Oligonukleotide

STC Standard Template Chemistry



8. Abklirzungsverzeichnis 75

(AT

t
tcDNA
Teoc
TfR
THF
THPTA
TLR
TOF

UNA
uv

VP

(Desoxy) Thymidin (Nukleosid) / Thymin (Nukleobase)
Triplett (Signale bei NMR-Spektroskopie)

tricyclo-DNA

2-(Trimethylsilyl)ethoxycarbonyl

Transferrin Rezeptor

Tetrahydrofuran
Tris(3-hydroxypropyltriazolylmethyl)amin

Toll-like Rezeptor

Time-of-Flight

Uridin (Nukleosid) / Uracil (Nukleobase)
Unlocked Nukleinsdure

Ultraviolett

Vinylphosphat

weak (schwach) (Signale bei IR-Spektroskopie)
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Methods

Design of siRNA sequences

siRNA sequences against the SARS-CoV-2 RNA genome and transcripts were designed based on the Wuhan
reference genome (NC_045512) and https://cov-lineages.org/global_report_B.1.617.2.html using web-based tools,
such as the siRNA-design tool from Eurofins (http://eurofinsgenomics.eu/en/ecom/tools/sirna-design/) and the
RNAxs webserver (http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAxs/RNAXxs.cgi).

Cloning of the luciferase reporter system

Synthetic target sequences (obtained from either Eurofins, Genewiz or Thermo Scientific), which are listed in
Table S2, were cloned into psiCheck2 (Promega C8021) using the NEB HiFi Assembly Kit (New England Biolabs).
Two approaches were tested: either reporter plasmid constructs into which the siRNA target sequences were
directly placed next to each other (no viral sequence context) or reporter plasmid constructs in which the siRNA
target sequences were kept in the original sequence context to reflect local RNA structure variations that might
occur in the viral genome and impact on siRNA binding.

Synthesis and purification of RNA oligonucleotides

Unmodified RNA oligonucleotides (Table S1) were purchased from Ella Biotech. Modified RNA oligonucleotides
(Table S5, Figure S5) were synthesized on a 1 umol scale using an RNA automated synthesizer (Applied
Biosystems 394 DNA/RNA Synthesizer) with standard phosphoramidite chemistry. Oligonucleotides were
synthesized in DMT-OFF mode using DCA as a deblocking agent in CHzClz, BTT or Activator 42® as activator in
MeCN, Acz0 as capping reagent in pyridine/THF and |2 as oxidizer in pyridine/H20. All canonical and modified
phosphoramidites were obtained from Linktech, Sigma-Aldrich and Baseclick. The cleavage and deprotection of
the CPG bound RNA oligonucleotides were performed with NH4OHaq)/NH2Me(aq) (1/1, 1 mL) at 65 °C for 5 min.
The supernatant was transferred and the solution was evaporated at 35 °C under reduced pressure. The residue
was subsequently heated with a solution of trimethylamine trihydrofluoride (98% in triethylamine, 125 pL) in DMSO
(100 pL) at 65 °C for 1.5 h. Upon cooling in an ice bath, NaOAc (3.0 m, 25 uL) and n-BuOH (1 mL) were added.
The resulting suspension was vortexed and cooled in a freezer (-80 °C) for 30 min. After the centrifugation, the
supernatant was removed and the remaining oligonucleotide pellet was dried under vacuum. The oligonucleotides
were further purified by semi-preparative reverse-phase HPLC using an Agilent Technologies 1260 Infinity Il System
with a G7174A detector equipped with the column Nucleosil VP 250/10 C18 from Macherey Nagel. A gradient of
0-30% of buffer B in 45 min was applied (0-40% for highly modified strands). The buffer system: buffer A: 100 mm
NEts/HOAc, pH 7.0 in H20 and buffer B: 100 mm NEts/HOAc in 80% (v/v) acetonitrile. A flow rate of 5 mL/min was
applied for the semi-preparative purifications. Analytical RP-HPLC was performed on an Agilent Technologies 1260
Infinity Il System with a G7114A detector equipped with the column Nucleosil 250/4 C18 from Macherey Nagel
using a flow rate of 1 mL/min. The extinction coefficients were calculated using the software OligoAnalyzer
(http://feu.idtdna.com/calc/analyzer) from Integrated DNA-Technologies. The structural integrity of the synthesized
oligonucleotides was analysed by MALDI-TOF mass measurement using a 3-hydroxypicolinic acid matrix.

Synthesis and purification of peptide P

Commercially available reagents were used throughout without purification. Wang resin was purchased from Sigma
Aldrich. N,N-diisopropylethylamine (DIEA) was purchased from Sigma-Aldrich. N-Fmoc amino acids and
(benzotriazol-1-yloxytripyrrolidinophosphonium hexafluorophosphate) (PyBOP) were purchased from /RIS Biotech
GMBH. Solid phase synthesis (SPS) grade organic solvents (DMF, DCM) were used for solid peptide phase
synthesis (SPPS) and were purchased from Carlo Erba. MilliQ water was used for RP-HPLC analyses and semi-
preparative purifications. SPPS was performed automatically on a Liberty Blue peptide synthesizer (vide infra) (CEM
mWaves S.A.S., Germany). RP-HPLC and ESI-HRMS analyses were carried out on a LCMS Bruker MicroTOF |l
equipped with a Thermo Ultimate 3000 HPLC line using a Phenomenex Kinetex EVO C18 column (50 mm x 2.1,
2.6 pm) at a flow rate of 0.5 mL/min. The mobile phase was composed of 0.1% (v/v) HCOOH-H20 (Solvent A) and
0.1% HCOOH-CHzCN (Solvent B). Detection was performed at three different wavelengths (200, 214 and 254 nm)
and the column temperature in the oven was maintained at 50 °C. Semi-preparative purifications of peptides were
performed on a Thermo Ultimate 3000 using a Macherey Nagel Nucleodur C18ec column (250 x 10 mm, 5 ym) at
a flow rate of 5 mL/min. The mobile phase was composed of 0.1% (v/v) TFA-H20 (Solvent A) and 0.1% TFA-CH3CN
(Solvent B). Column eluent was monitored by UV detection at 214 and 254 nm. The purity of the compounds after
purification was determined to be = 95%.

P was prepared on a 100 umol scale. Polystyrene Wang resin (loading 0.37 mmol/g) was placed in the reaction
vessel, and pre-swollen with DMF for 1 h. Loading of N-Fmoc-Leu-OH (10 equiv. relative to the resin loading) on
the resin was carried out manually by using the symmetrical anhydride pre-activation procedure in the presence of
DIC (5 equiv.) in anhydrous DCM for 20 min and subsequent addition of the symmetrical anhydride to the resin in



the presence of DMAP (0.1 equiv.) in DMF at room temperature for 2 h. The resin was then filtered off and washed
with DMF (3 x 3 mL). The vessel was then placed inside the microwave reactor of the Liberty Blue. Microwave
irradiation was next applied during coupling and deprotection steps. The temperature was maintained by modulation
of power and controlled with a fiber optic sensor. Fmoc removal was carried out with 20% of piperidine in DMF
(2 x 3 mL) under microwave irradiation (75 °C, 100 W, 30 sec then 75 °C, 100 W, 180 sec). The resin was then
filtered off and washed with DMF (3 x 3 mL). N-Fmoc-Xaa-OH (5 equiv. relative to the resin loading), PyBOP
(5 equiv.) and DIEA (10 equiv.), were dissolved in DMF. The vessel was then irradiated (75 °C, 30 W, 300 sec).
The resin was then filtered off and washed with DMF (3 x 3 mL). Each coupling step was repeated once. To note,
Fmoc-Arg(Pbf)-OH (2 x 5 equiv.) was coupled by conventional method without microwave irradiation by using the
same number of equivalents of coupling reagents for 1500 sec. The azido-Degs-acetic acid was at last introduced
following the same coupling conditions to those applied for the Arg coupling. Finally, the resin was swollen in a
mixture TFA/TIS/H20/ (95:2.5:2.5, viviv) and left to react for 4 h under slight shaking. The resin was filtered off,
washed with TFA (2 x 2 mL) and the filtrate was precipitated in cold Et20. The crude oligomer was lyophilized then
analysed by RP-HPLC before to be purified by preparative RP-HPLC using the appropriate gradient to a final purity
= 95%.

The desired peptide P (Ns:-Degs-CO-Tyr-Lys-Tyr-Arg-Tyr-Leu-OH) was purified by preparative RP-HPLC
(Figure S6A) with a gradient 20-44% of buffer B in 15 min at a flow rate of 5 mL/min.

ESI-MS (ESI+): m/z calculated for CsaH77N13044: 1120.5786 [M+H]* found 1120.5337 [M+H]* (Figure S6B).

Click procedure

The flucrophore dye azides were purchased from Jena Bioscience and Baseclick. To a solution of the
oligonucleotide (4.0 mm in H20, 5.0 pL) an azide solution (20 mm in DMSO, 4.0 pL), CuSO4 (50 mm in 100 mm
THPTA solution in H20, 5.0 yL) and ascorbate (50 mm in H20, 10 pL) were added. The reaction mixture was
degassed with argon and thoroughly shaken at 25 °C for 1 h. The crude mixtures were first purified by a Bio-Gel P-
6 column and subsequently by reversed-phase HPLC (Table S6). The click products were analysed by analytical
reversed-phase HPLC and MALDI-TOF (Figure S7). For the peptide click triethylammonium acetate buffer (1.0 m
in H20, 20 pL) and aminoguanidine hydrochloride (50 mm in H20, 4.0 pL) were additionally added.

siRNA hybridization

The annealing of the double strands was performed in the hybridization buffer (10 mm Tris-HCI (pH = 8), 1 mm
EDTA, 50 mm NacCl) by heating to 95 °C for 2 min and cooling to 10 °C within 85 min (gradient -1 °C/min) using a
TAdvanced Twin Thermocycler from Biometra.

Serum stability assay

Human serum (human male AB plasma, USA origin) was purchased from Sigma Aldrich and pre-heated at 37 °C
before the RNA duplex (9/1, Serum/RNA) was added. At certain time points, samples (100 uL) were taken and
extracted with phenol (300 uL) and ddH20 (200 pL). After centrifugation for 3 min at 4 °C and 21000 x g the
supernatant was collected in a separate Eppendorf tube. The step was repeated twice. The combined aqueous
phases were washed three times with chloroform and centrifuged for 1 min at 4 °C. After filtration (0.2 um) the
volume was reduced to 150 pL under reduced pressure. The samples (75 pL) were analysed by analytical reversed-
phase HPLC (Figure S8). Analytical reversed-phase HPLC was performed with a gradient of 0-20% (S-6), 0-25%
(S-6™) and 0-35% (S-6™) of buffer B in 60 min. The column oven was heated to 50 °C for the S-6 strand.

Cell culture

Vero-E6 cells (American Type Culture Collection, ATCC, Virginia, USA), A549 cells (human lung carcinoma cell
line; American Type Culture Collection, ATCC, Virginia, USA), Caco-2 cells (human colorectal adenocarcinoma cell
line, ATCC, Virginia, USA) and MDA-MB-231 cells (triple-negative human breast adenocarcinoma; DSMZ-German
Collection of Microorganisms and Cell Cultures GmbH, Braunschweig, Germany) were cultivated at 37 °C in a
humidified incubator with atmospheric oxygen concentrations (21%) and 5% COz. The cells were maintained in
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) high glucose containing 10% fetal bovine serum (FBS), 100 U/mL
penicillin-streptomycin and NEAA (culture medium). Cells were routinely passaged when reaching a confluence of
80 - 90%.

Dual-luciferase assay

All quantities refer to the amounts required for one well. The activity of the prepared siRNAs was tested against
different reporter plasmids (A1 - A3) that either contained just the sequence of the leader sequence (A1) or a 350 bp
long insert, which included multiple target sites in the respective sequence context of the viral genome (A2), or a
concatenated sequence of multiple viral 21mer target sites (A3) (Figure S1b). For the dual-luciferase assay (Dual-



Glo Luciferase assay, Promega), 9500 A549 cells were plated in a 96 well microplate (Greiner) in 100 pL of culture
medium. 24 h after seeding, the cells were transfected with 0.5 ng reporter plasmid using 0.25 pL of transfection
reagent jetPRIME (Polyplus Transfection VWR) as described by the manufacturer. 2 -3 h after plasmid
transfection, the medium was exchanged, and siRNA transfection was performed using 2 pmol of siRNA (20 nm
final concentration) and 0.25 pL of Lipofectamine RNAIMAX (Thermo Fisher Scientific) as described by the
manufacturer. 24 h after siRNA transfection, the medium was exchanged to 70 uL of DMEM low glucose without
phenol red containing 10% FBS and the assay was performed according to the manufacturer's manual on a Tecan
Plate Reader (Tecan GENios Pro, luminescence mode). The assay was performed in technical quadruplicates. For
the analysis, the Renilla luciferase signal was divided by the firefly luciferase signal of the same well. Afterwards,
the mean of the Renillaffirefly luciferase ratios of the technical replicates was calculated and knockdown efficiencies
were determined as described in the statistical analysis section.

siRNA delivery into Caco-2 cells

Caco-2 cells (3 x 10* per well) were plated in a p-slide 8 well chamber (ibidi) in 200 uL RPMI-1640 containing 10%
FBS. 30 h after seeding, 180 pmol of siRNA per well (900 nm final concentration) were added. 18 h post transfection,
the cells were washed twice with HBSS (Sigma Aldrich). 16% FA (Thermo Fisher Scientific) was diluted in DPBS
to reach a 4% working solution and cells were fixed for 10 min. Afterwards, cells were washed three times with
DPBS, stained with Hoechst 33342 (5 ug/mL working solution) for 10 min. Then, cells were washed with DPBS and
mounted using Fluoroshield histology mounting medium (Sigma Aldrich) prior to microscopy. Confocal microscopy
was performed using a Leica SP8 confocal laser scanning microscope (Leica) with the associated LAS X software
and Z-series spanning the full cell volume with a step size of 0.43 ym and a total size of 2.99 ym were acquired.
Using /Imaged, final images that represent maximum intensity projections were calculated.

Isolation and expansion of SARS-CoV-2 clinical isolates

Replication-competent SARS-CoV-2 was expanded using waste material from PCR-positive nasopharyngeal
swabs as reported!! (PMID: 34379308; PMID: 34713795; PMID: 35090165). High-titer virus stocks were
characterized by RT-gPCR, as reported previously?l, and the infectious titer was determined on human A549 cells
and MDA-MB-231 cells, overexpressing the human angiotensin-converting enzyme 2 receptor, hACEZ2, referred to
as Ab49-hACE2 cells and MDA-MB-231-hACE2 cells, respectively (see also “infection-induced cytotoxicity assay®).
In parallel, for expanded stocks of SARS-CoV-2 near full-length genome sequences were generated following the
ARTIC network nCoV-2019 sequencing protocol v2! as described previously!l.

RNA interference with SARS-CoV-2 in Vero-E6 cells

For siRNA transfection, 2 pmol siRNA and 0.25 pL Lipofectamine RNAIMAX were each mixed with 10 pL Opti-MEM
(Thermo Fisher Scientific) per reaction. The two mixtures were combined and after an incubation of 20 min at room
temperature, 100 pL of DMEM/10% FBS were added. For pre-infection treatment experiments, the resulting mixture
was added to cells of a 96 well plate seeded the day before with 2 x 10* cells/well and incubated for 1 h at 37 °C.
Thereafter, the siRNA mixture was removed, and cells were infected with SARS-CoV-2 (pangolin lineage B.3) at
an MOI of 0.01 for 1 h at 37 °C. After removing the virus inoculum, cells were washed once with medium and
incubated again with 120 yL DMEM/10% FBS. For post-infection treatment experiments, cells were infected first
with SARS-CoV-2 at an MOI of 0.01. After infection for 1 h at 37 °C, cells were washed once with medium before
the siRNA transfection was performed as described above. At 24 h post-infection, virus released into the
supernatant was titered on Vero E6 cells by plaque assay using a methylcellulose overlay as described previously
151, Additional details about the analysis are given in the statistical analysis section.

Infection-induced cytotoxicity assay

A549-hACE2 cells (1.5 x 10* cells per well) or MDA-MB-231-hACE2 cells (2.0 x 10* cells per well) were plated in a
96-well white well half area plate with clear bottom (Corning) in culture medium. At the indicated time points, target
cells were treated with either siRNAs at indicated concentrations or RDV (1 pm) two hours before infection.
Subsequently, cells were challenged with a serial dilution of a stock of the indicated SARS-CoV-2 clinical isolate.
In all cases, infection was performed in “virus infection medium” (DMEM, 2% FBS, 100 U/mL penicillin-streptomycin,
NEAA). 48 h (MDA-MB-231-hACE2 cells) or 72 h (A549-hACE2 cells) after infection, analysis of virus-induced
killing of target cells was performed by measurement of viability of target cells using the CellTiter-Glo 2.0 reagent
(Promega). Cells were treated according to the manufacturer’s instructions. In brief, 15 pL CellTiter-Glo 2.0 reagent
was added to each well, incubated for 10 min in the dark at room temperature and luminescence was recorded
using the Infinite F200 microplate reader (Tecan). Viability of cells was calculated by normalization of readings for
infected cells relative to those for untreated control cells.



RT-qPCR analysis of infection of A549-hACE2 cells with SARS-CoV-2

A549-hACE2 (3.0 x 10* cells per well) were plated in a 96-well plate (Sarstedt) in culture medium. Next, target cells
were treated either 24 h before infection with siRNAs or 2 h before infection with RDV (1 pm). For infection, cells
were challenged with a serial dilution of a SARS-CoV-2 B.1.177 (EU1) stock. In all cases, infection was performed
in infection medium. 3 h post-infection, infection medium was removed, cells were washed once with PBS and fresh
culture medium was added. A post wash sample was taken. 48 h post-infection, supernatants and cells were lysed
using the MagnaPure lysis buffer (MagNA Pure LC Total Nucleic Acid Isolation Kit - Lysis/Binding Buffer Refill;
Roche) and heat inactivated (65 °C for 15 min). Samples were analysed by RT-gPCR.

Virus-supernatant transfer assay

A549-hACE2 cells (1.25 x 10° cells per well) were plated in a 12-well plate (Sarstedt) in culture medium. Next, target
cells were transfected with siRNAs (24 h before infection) using Lipofectamine RNAIMAX. The next day, transfection
medium was replaced with virus infection medium. Treatment with RDV (1 uMm) served as infection control.
Subsequently, cells were challenged with the indicated volume of a SARS-CoV-2 B.1.177 (EU1) stock. 72 h after
infection, supernatants were harvested, cleaned from cellular debris by centrifugation (600 x g, 10 min, room
temperature), and either lysed using the MagnaPure lysis buffer (MagNA Pure LC Total Nucleic Acid Isolation Kit -
Lysis/Binding Buffer Refill; Roche) followed by heat-inactivation (65 °C for 15 min), or used to infect new target
cells. Samples were analysed by real-time RT-PCR. In parallel, MDA-MB-231-hACE2 cells (2.0 x 10* cells per well)
were plated in a 96-well white well half area plate with clear bottom (Corning) in virus infection medium.
Subsequently, cells were challenged with a serial dilution of the previously generated supernatants. 48 h after
infection, analysis of virus-mediated killing of target cells was performed by measurement of viability of target cells
using the CellTiter-Glo 2.0 reagent (Promega) as described in the viability assay section.

Infection of 3D lung microtissue with SARS-CoV-2

EpiAirway™ 3D tracheobronchial microtissues (MatTek Life Sciences) were cultivated according to the
manufacturer’s instructions. Culture medium was supplied by the manufacturer. In brief, upon arrival, tissues were
placed in 12-well hangtop plates with 5 mL of pre-warmed medium. Medium was replaced the next day for better
equilibration of tissues. 24 h later, tissues were transferred into 6-well plates and treated with the indicated
concentrations of siRNAs. The next day, siRNA-containing medium was removed and replaced with fresh medium.
Treatment with RDV (10 um) served as infection control. Subsequently, tissues were challenged with SARS-CoV-2
(B.1.177 8EU1). 3 h after infection, virus infection medium was removed, and tissues were washed twice with PBS
from both the basal and apical side. An apical post-wash sample was taken for further analysis. Next, fresh medium
was added. 72 h after infection, an apical wash was performed and stored, and both apical wash and tissues were
lysed using the MagnaPure lysis buffer (MagNA Pure LC Total Nucleic Acid Isolation Kit - Lysis/Binding Buffer Refill;
Roche) followed by heat inactivation (65 °C for 15 min). Samples were analysed by RT-qPCR.

Viral RNA isolation and cDNA synthesis

Viral nucleic acid extraction of inactivated cell culture supernatants was done using the Beckmann Biomek NX
robotics platform (Beckmann Coulter) and the RNAdvance Viral (Beckmann Coulter) according to manufacturer’s
instructions. Subsequently, cDNA synthesis was performed using the High-Capacity RNA-to-cDNA (Thermo Fisher
Scientific) according to manufacturer's instructions. cDNA synthesis was performed for 60 min at 37 °C, 5 min at
95° C on a PCR cycler (Eppendorf).

RT-qPCR (N, RdRp and E gene)

Allplex™ 2019-nCoV Assay (Seegene Germany) was used to detect SARS-CoV-2 RNA according to the
manufacturer's instructions. In brief, 17 ul of reaction mix were added to 8 uL of nucleic acid eluate. Samples were
measured in 96-well plates using the Bio-Rad CFX96 Dx System (C1000 Thermal Cycler). Data was analysed using
the Seegene 2019-nCoV Viewer (ver 3.18.005.003).

RT-gqPCR (S gene)
2 pL of cDNA product was amplified using iTag Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad) on a qTOWER®*/G
cycler (Jena Biosciences). qPCR primers (Spike-total) are reported in Table S7.

RT-qPCR (SARS-CoV-2 sgmRNAs)

RT-qPCR was performed using either SARS-CoV-2 forward primer leader universal (600 nM) in combination with
a gene-specific sgmRNA reverse primer (600 nM), or GAPDH forward and reverse primers (600 nM each), see
Table S7. Quantification of sgmRNAs and GAPDH was done in a standard PowerUp SYBR Green PCR on a
QuantStudio 3 Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific).



RNA FISH and quantification of apoptosis in SARS-CoV-2 infected EpiAirway™

1.5 pm slides of formalin-fixed and paraffin embedded (FFPE) organoids were stained with hematoxylin and eosin
(H&E). All slides were evaluated by an experienced pathologist (MR) and apoptosis was quantified in 10 high-power
fields (HPFs) per organoid.

For in situ hybridization SARS-CoV-2-spike probe (RNAscope CoV2019-S-antisense; ACD Bio-Techne) was
validated on FFPE SARS-CoV-2 infected and uninfected Caco-2 cells. 1.5 ym sections of FFPE organoids were
processed according to the manufacturer’s protocol. Detection was carried out with OPAL 570 (Akoya Bioscience).
Slides were scanned using a Vectra Polaris™ imaging system (Akoya Bioscience) and 10 region of interest (ROls)
were chosen for quantification using HALO software.

Statistical analysis and reproducibility
Statistical analysis for all experiments was performed using Graphpad Prism (8.0.0 or newer).

Figure 1b Data from two (S-7) to three (L-1, R-2 to R-5, $-6, S-8, §-9) biologically independent experiments are
displayed. Reduction of Renilla luciferase was calculated using equation (I). Targetingsirna is one of the siRNAs L-
2, R-2 to R-5 or $-6 to S-9.

Ratiogenina (Targetinggipna)
Firefly

Ratiogenina (Ctrl. —10)
Firefly

Renilla reduction (%) = 100 — 100 -

)

Figure 1c, d Data from three to five replicates from in total two independent experiments are displayed. Reduction
of PFU/mL was calculated for each replicate using equation (l1). Targetingsirna is one of the siRNAs L-2, R-2 to R-
5 or $-6 to S-9.

PFU Targetingsigpna
%) =100 —-100 ————— (I
mL (%) Ctrl.—10 an
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Figure 1f — h Representative data from one out of two independent experiments are displayed. Graphs show mean
of two technical replicates from one independent experiment.

Figure 1i Data from one independent experiment are displayed. Graphs show mean of two technical replicates from
this experiment.

Figure 1f — i CV50 was calculated using [Inhibitor] vs normalized response — Variable slope [2] with the equation
(). Details about the CV50 are listed in Table S3.
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Figure 2b Data from four to five independent experiments are displayed. Ordinary one-way ANOVA (p-value <
0.0001) combined with Dunnett's multiple comparisons test (Alpha 0.05) was performed with S-6 as the control
column. Adjusted p-values for Dunnett's multiple comparisons test: $-6 vs. $-6"™ <0.0001, $-6 vs S-6™ 0.9974.

Figure 2c, d Representative data from one out of two independent experiments are displayed.

Figure 2e — f Representative data from one out of three independent experiments are displayed. Graphs show mean
of two technical replicates. CV50 was calculated using [Inhibitor] vs normalized response — Variable slope [2] with
the equation (lll). Details about the CV50 are listed in Table S4. The values for IC50 (= mean), Std. Error IC50 (=
SEM) and Degrees of Freedom +1 (= n) were grouped (columns: treatment, rows: siRNA concentration) and
multiple unpaired t-tests (one per row, individual variance for each row, multiple comparisons adjustment using
FDR (Q 1%) two-stage set-up method by Benjamini, Krieger and Yetkutieli) g value for t-tests: 20 nM §-6™ vs. S-6
0.032105, 2 nM S-6™ vs. $-6 0.000707, 0.2 nM S-6™ vs. $-6 < 0.000001, 0.02 nM S-6™ vs. S-6 0.010881.



Figure 3b Representative images of one out of three independent experiments are displayed.

Figure 3c Graphs represent data of two independent tissue batches and each batch included one to three
independent wells. Data of all independent wells were considered for the analysis. Ci values for untreated, 10 ym
RDV and 300 nm S-6™-P were grouped (columns: treatment, rows: fraction) and ordinary two-way ANOVA (p-value
interaction 0.0214, p-value treatment 0.0008, p-value fraction <0.0001) combined with Dunnett's multiple
comparisons test (Alpha 0.05) was performed to compare within each fraction (row) the different treatments
(column) compared to the untreated control. Adjusted p-values for Dunnett's multiple comparisons test: untreated
vs. §-6M-P 0.4923 (post-wash), 0.0070 (apical wash harvest), 0.0040 (tissue harvest); untreated vs. RDV 0.8760
(post-wash), 0.0088 (apical wash harvest), 0.0006 (tissue harvest).

Figure 3d Graphs represent data of two independent tissue batches and each batch included one to three
independent wells. Data of all independent wells were considered for the analysis. C: values for untreated, 10 um
RDV and 300 nm S-6™-P were grouped (columns: treatment, rows: gene) and ordinary two-way ANOVA (p-value
interaction 0.2116, p-value treatment <0.0001, p-value gene <0.0001) combined with Dunnett's multiple
comparisons test (Alpha 0.05) was performed to compare within each gene (row) the different treatments (column)
compared to the untreated control. Adjusted p-values for Dunnett’'s multiple comparisons test: untreated vs. $-6™-
P 0.0062 (N), 0.0154 (S), 0.0167 (M), 0.0278 (E), 0.9780 (GAPDH); untreated vs. RDV 0.0024 (N), 0.0006 (S),
0.003 (M), 0.0015 (E), 0.9517 (GAPDH).

Figure 3e Representative images of one out of three independent experiments are displayed.

Figure 3f Quantification was performed for each condition in three independent tissue batches, one independent
well per condition per batch. Quantification was done for ten independent HPFs per well. Data were entered in a
nested table with three main columns (untreated, 300 nm S-6™-P, 10 um RDV) and each main column had three
sub-columns (one sub-column per independent tissue). Nested one-way ANOVA (p-value <0.0001) combined with
Dunnett's multiple comparisons test (Alpha 0.05) was performed to compare results of $-6™-P and RDV treated
tissues to untreated tissues. Adjusted p-value untreated vs. $-6™-P <0.0001, untreated vs. RDV < 0.0001.

Figure 3g Representative images of one out of three independent experiments are displayed. Graph shows data
from three independent tissue batches. Quantification of apoptosis in untreated, S-6™-P and RDV treated tissues
was analysed using ordinary one-way ANOVA (p-value 0.0002) combined with Dunnett's multiple comparisons test
(Alpha 0.05) to compare apoptosis between untreated and S-6™-P or RDV-treated tissues. Adjusted p-values for
Dunnett's multiple comparisons test: untreated vs. S-6™-P 0.0004, untreated vs. RDV 0.0002.

Figure 4a — ¢, e Representative data of one out of two independent experiments are shown.

Figure S4d Graphs represent data of one independent tissue batch, which included two to three independent wells.
Data of all independent wells were considered for the analysis. Ci values for uninfected, untreated, 10 um RDV,
300 nm S§-6™-P and 300 nm Ctrl.-10™-P were grouped (columns: treatment, rows: gene) and ordinary two-way
ANOVA excluding the uninfected samples (p-value interaction 0.0096, p-value treatment 0.0002, p-value fraction
<0.0001) combined with Tukey’s multiple comparisons test (Alpha 0.05) was performed to compare within fraction
(row) the different treatments (column) among each other. Adjusted p-values for Tukey’s multiple comparisons test
for untreated vs. S-6™-P 0.8425 (Post-Wash), 0.0010 (Apical Wash), 0.0032 (Tissue) and Ctrl.-10™-P vs. S-6™-P
0.7612 (Post-Wash), 0.0032 (Apical Wash), 0.0301 (Tissue)



Supplementary Figures

a Leader sequence b SARS-CoV-2 target fragments - fused to Renilla luciferase
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Figure S1: siRNA sequences, dual-luciferase reporter assay and antiviral activity in Vero-E6 cells. (a) Sequences of the designed
siRNA duplexes. (b) Reporter plasmids for the dual-luciferase reporter assay and analysis of the assay to screen siRNA efficiency
(c, d) PFU/mL in Vero-E6 cells 72 h post SARS-CoV-2 infection (MOI 0.01). Cells were treated with 17 nM of the respective siRNAs
(lipofection) either 1 h before (c) or 1 h after virus challenge (d). PFU = plaque forming units.
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Figure S2: SARS-CoV-2 cytotoxicity assay including time-of-addition experiments and siRNA target sequences in VoCs Alpha,
Beta and Delta. (a) Viability of MDA-MB-231-hACE2 cells depends on the SARS-CoV-2 virus inoculum (variant B.1.177 (EU1))
and specific treatment. Dots show the mean of two technical replicates from one representative biologically independent
experiment. Treatment with 1 um RDV 2 h pre-infection. (b — d) Time-of-addition experiments. Viability of MDA-MB-231-hACE2
cells depends on the SARS-CoV-2 virus inoculum (variant B.1.177 (EU1)) and specific treatment. Dots show the mean of technical
replicates from one representative biologically independent experiment. siRNA treatment (20 nm, lipofection) 21 h pre-infection
(b), 4 h pre-infection (c), or 2 h post-infection (d). (e) Target sequences of R-2 and S$-6 aligned with the corresponding sequences
in the VoCs B.1.1.7 (Alpha), B.1.351 (Beta) and B.1.617.2 (Delta) showing that these regions are not affected by mutations in
Alpha and Beta, whereas there is a mismatch in the S-6 target region at position 21,618 in the Delta variant.
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Figure S3: SARS-CoV-2 cytotoxicity assay with chemically modified siRNA. (a) Viability of MDA-MB-231-hACE2 with increasing
SARS-CoV-2 virus inoculum (variant B.1.177 (EU1)) when treated with 40 nMm S-6™ using lipofection. Dots represent mean of two
technical replicates. (b, ¢) Viability of SARS-CoV-2-infected A549-hACE2 cells in the context of titration of virus inoculum (0.0001
to 10 yL) and of S-6 (b) or S-6™ (c) concentrations (0.2 to 20 nm, lipofection). Dots represent mean of two technical replicates.
Representative data of one out of two independent experiments are displayed.
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Figure S4: siRNA activity against SARS-CoV-2 infection of human 3D lung microtissues. (a, b) C; values of SARS-CoV-2 RT-
gPCR in 3D lung microtissues 72 h after virus challenge (SARS-CoV-2 variant B.1.177 (EU1)) are shown. Tissues were treated
as indicated. (c, d) SARS-CoV-2 RT-qPCR results (C, values depicted) of two independent SARS-CoV-2-infected (variant B.1.177



(EU1)) 3D lung microtissue experiments. C, values for the viral inoculum (Input), the post apical wash (Post-wash) and the apical
wash and tissue at harvest 72 h p.i. are shown. Each dot represents data from one independent well. Figure 3¢ shows the mean
of all data depicted in Figure S4c, d for $-6™-P, RDV and untreated control. No transfection reagent was used. (c) Activity of S-
6™-P (300 nMm, 21 h pre-infection treatment) was tested compared to the untreated and the RDV (10 pM, 2 h pre-infection
treatment) controls. (d) Activity of $-6™-P (300 nM, 21 h pre-infection treatment) was tested against the Ctrl.-10™-P (300 nm, 21 h
pre-infection treatment), untreated and RDV (10 pM, 2 h pre-infection treatment) controls. Ordinary two-way ANOVA combined
with Tukey's multiple comparisons test was performed. Details about the statistical analysis are given in the materials and methods
section. (e, f) SARS-CoV-2 RT-qPCR results (C; values depicted) of two independent SARS-CoV-2-infected (variant B.1.177
(EU1)) 3D lung microtissue experiments. C; values for the viral sgmRNAs in the tissue harvest 72 h p.i. are shown. Each dot
represents data from one independent well. Figure 3d shows the mean of all data depicted in Figure S3c, d for $-6™-P, RDV and
untreated control. No transfection reagent was used. (e) Activity of S-6™-P (300 nMm, 21 h pre-infection treatment) was tested
compared to the untreated and the RDV (10 pM, 2 h pre-infection treatment) controls. (f) Activity of S-6™-P (300 nm, 21 h pre-
infection treatment) was tested against the Ctrl.-10™-P (300 nm, 21 h pre-infection treatment), untreated and RDV (10 pm, 2 h pre-
infection treatment) controls. (g) Quantitative SARS-CoV-2 RNA FISH analysis of 3D lung microtissues following SARS-CoV-2
infection (variant B.1.177 (EU1)). Each group represents data from ten HPFs from one independent experiment. (h)
Histopathological analysis of uninfected and S-6™-P-, Ctrl.-10™-P-, RDV-pre-treated or untreated 3D lung microtissues 72 h post
SARS-CoV-2 infection (variant B.1.177 (EU1)) to quantify apoptosis of epithelial cells. Bar represents mean, error bars represent
SD.
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Figure S5: Analytical HPL-Chromatograms of the purified strands and the corresponding MALDI-TOF analysis. (a) S-6™-T* sense
(b) S-6™-T* antisense (c) S-6™ antisense (d) S-6™-T* sense (e) S-6™ antisense (f) Ctrl.-10™-T* sense (g) Ctrl.-10™ antisense
(h) Ctrl.-10™-T* sense (i) Ctrl.-10™ antisense.
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Figure S6: Purification of peptide P (N3-Deg3-CO-Tyr-Lys-Tyr-Arg-Tyr-Leu-OH). (a) HPL-Chromatograms of N3-Deg3-CO-Tyr-
Lys-Tyr-Arg-Tyr-Leu-OH with a gradient of 40-100% of buffer b in 10 min. (b) ESI-MS data of N3-Deg3-CO-Tyr-Lys-Tyr-Arg-Tyr-
Leu-OH.
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Figure S7: Analytical HPL-chromatograms of the purified click products as well as MALDI-TOF analysis. (a) S-6™-P sense. (b) S-
6™-Alexa647 antisense. (c) Ctrl.-10™-P sense.
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Figure S8: HPL-chromatograms of serum stability assay. (a) Serum stability assay of $-6. The magenta-coloured line indicates

the signal of the siRNA. This area is shown in more detail in Figure 2b. (b) Serum stability assay of S-6™. The blue-coloured line
indicates the signal of the siRNA. This area is shown in more detail in Figure 2c.



Supporting Tables

Table S1: siRNA sequences of unmodified SARS-CoV-2 targeting siRNAs and the scrambled (non-targeting) siRNA.

siRNA

Viral RNA sequence target

Sequence (5’ > 3)

L-1 sense

L-1 antisense
R-2 sense
R-2 antisense
R-3 sense
R-3 antisense
R-4 sense
R-4 antisense
R-5 sense
R-5 antisense
S-6 sense
S-6 antisense
S-7 sense
S-7 antisense
S-8 sense
S-8 antisense
S-9 sense
S-9 antisense
Ctrl.-10 sense
Ctrl.-10 antisense

Table S2: Overview of the reporter plasmids for the dual-luciferase assay to screen the siRNA efficiencies. The listed inserted

CCA ACC AACUUU CGAUCUCTT

lssacioe GAG AUC GAA AGU UGG UUG GTT
e — GGA CGA AGA UGA CAA UUU ATT
. UAA AUU GUC AUC UUC GUC CTT
S CAU GAA GAA ACA AUU UAU ATT
’ UAU AAA UUG UUU CUU CAU GTT
S ——— GGA AGG AAG UUC UGU UGA ATT
: UUC AAC AGA ACU UCC UUC CTT
—— ACA GAU GGU ACA CUU AUG ATT
’ UCA UAA GUG UAC CAU CUG UTT
. . UCU UAC AAC CAG AAC UCA ATT
Spike protein

Spike protein
Spike protein

Spike protein

UUG AGU UCU GGU UGU AAG ATT
UUA CCC CCU GCA UAC ACUATT

UAG UGU AUG CAG GGG GUAATT
CUC AAU UAC CCC CUG CAU ATT

UAU GCA GGG GGU AAU UGA GTT
CUC AGG ACU UGU UCU UAC CTT
GGU AAG AAC AAG UCC UGA GTT

ACU UAC UUG CAU CGU UCA UTT

Non-targeting (scrambled)

AUG AAC GAU GCA AGU AAG UTT

sequences are fused to the Renilla luciferase and the parts that are targeted by the siRNAs are marked in blue.

Inserted sequence (5’ > 3’)

Viral
sequence
context Y/N?

GTTCTTTAAGGTTTATACCTTCCCAGGTAACAAACCAACCAACTTTCG
ATCTCTTGTAGATCTGTTCTCTAA

N

GTCAGCTGATGCACAATCGTTTTTAAACGGGTTTGCGGTGTAAGTGCA Y

GCCCGTCTTACACCGTGCGGCACAGGCACTAGTACTGATGTCGTATA
CAGGGCTTTTGACATCTACAATGATAAAGTAGCTGGTTTTGCTAAATT
CCTAAAAACTAATTGTTGTCGCTTCCAAGAAAAGGACGAAGATGACAA
TTTAATTGATTCTTACTTTGTAGTTAAGAGACACACTTTCTCTAACTAC
CAACATGAAGAAACAATTTATAATTTACTTAAGGATTGTCCAGCTGTTG
CTAAACATGACTTCTTTAAGTTTAGAATAGACGGTGACATGGTACCAC
ATATATCACGT|CTTGTTAACAACTAAACGAACAATGTTTGTTTTTCTTG
TTTTATTGCCACTAGTCTCTAGTCAGTGTGTTAATCTTACAACCAGAAC
TCAATTACCCCCTGCATACACTAATTCTTTCACACGTGGTGTTTATTAC
CCTGACAAAGTTTTCAGATCCTCAGTTTTACATTCAACTCAGGACTTGT
TCTTACCTTTCTTTTCCAATGTTACTTGGTTCCATGCTATACATGTCTC
TGGGACCAATGGTACTAAGAGGTTTGATAACCCTGTCCTACCATTTAA
TGATGGTGTTTATTTTGCTTCCACTGAGAAGTCTAACATAATAAGAGG
CTGGATTTTTGGTACTACTTTAGATTCGAAGACCCAGTCCCTACTTATT
GTTAATAACGCTACTAATGTTGTTATTAAAGTCTGTGAATTTCAATTTT
GTAATGATCCATTTTTGGGTGTTTATTACCACAAAAACAACAAAAGTTG
GAT

Plasmid Targeted

name by siRNA

A1 L-1

A2 R-2, R-3, S-
7, S-8, S-9

A3 R-4, R-5, S-

6

AAGGAAGGAAGTTCTGTTGAATTAAACAGATGGTACACTTATGATTAA
TCTTACAACCAGAACTCAATTAACTCAGGACTTGTTCTTACCTT

N



Table S3: Details about the calculation of the CV50 values in Figure 1f - i. CV50 corresponds to the IC50 value. “n.a.” refers to
cases, where the CV50 and the 95% confidence interval (Cl) could not be determined unambiguously as the cytotoxicity was too
low with the applied volumes of virus inoculum. siRNAs were applied with 40 nM total concentration, 21 h prior to virus challenge.

S-6 R-2 S-6 + R-2 Ctrl.-10
EU1 (B.1.177)
Best-fit values
HillSlope 0.8896 1.042 n.a. 0.4227
CV50 8.063 3.329 n.a. 0.007258
Log(CV50) 0.9065 0.5223 n.a. -2.139
Std. Error
HillSlope 0.1324 0.1044 n.a. 0.04065
CV50 1.273 0.3202 n.a. 0.001677
95% CI (profile likelihood)
HillSlope 0.6576 to 1.216 0.8619 to 1.271 n.a. 0.3463 to 0.5200
CV50 6.044 to 11.88 2.725to 4.114 n.a. 0.00447 to 0.01168
Log(CV50) 0.7813 to 1.075 0.4353 to 0.6142 n.a. -2.350 to -1.933
Goodness of Fit
Degrees of Freedom 22 22 n.a. 22
R squared 0.8910 0.9596 n.a. 0.9396
Sum of Squares 795.6 596.4 n.a. 1423
Sy.x 6.014 5.207 n.a. 8.044
Constraints
CV50 CVv50 >0 CV50>0 Cv50>0 CV >50
Number of points
# of X values 24 24 24 24
# Y values analysed 24 24 24 24
Alpha VOC (B.1.1.7)
Best-fit values
HillSlope n.a. 1.728 n.a. 0.7856
CV50 n.a. 12.49 n.a. 0.1598
Log(CV50) n.a. 1.097 n.a. -0.7963
Std. Error
HillSlope n.a. 0.3829 n.a. 0.07238
CV50 n.a. 1.393 n.a. 0.02105
95% CI (profile likelihood)
HillSlope n.a. 1.100 to 3.683 n.a. 0.6451 to 0.9767
CV50 n.a. 10.41 to 17.49 n.a. 0.1216 to 0.2117
Log(CV50) n.a. 1.018 to 1.243 n.a. -0.9149 to -0.6744
Goodness of Fit
Degrees of Freedom n.a. 22 n.a. 22
R squared n.a. 0.8574 n.a. 0.9705
Sum of Squares n.a. 554.6 n.a. 908.0
Sy.x n.a. 5.021 n.a. 6.424
Constraints
CV50 CVv50>0 CVv50>0 CVv50>0 CV >50
Number of points
# of X values 24 24 24 24
#Y values analysed 24 24 24 24
Beta VOC (B.1.351)
Best-fit values
HillSlope 1.335 1.051 n.a. 0.5809
CV50 12.53 3.190 n.a. 0.01571
Log(CV50) 1.098 0.5038 n.a. -1.804
Std. Error
HillSlope 0.2804 0.08898 n.a. 0.04608
CV50 1.882 0.2591 n.a. 0.002358
95% CI (profile likelihood)
HillSlope 0.9158 to 1.991 0.8953 to 1.238 n.a. 0.4898 to 0.6979
CV50 9.809 to 18.71 2.689 to 3.815 n.a. 0.01152 to 0.02152
Log(CV50) 0.9916 to 1.272 0.4296 to 0.5815 n.a. -1.938 to -1.667
Goodness of Fit
Degrees of Freedom 22 22 n.a. 22
R squared 0.8290 0.9699 n.a. 0.9710
Sum of Squares 718.1 432.3 n.a. 867.1



Sy.x 5.713 4.433 n.a. 6.278
Constraints

CV50 CVv50>0 CV50>0 CVv50>0 CV>50
Number of points

# of X values 24 24 24 24

# Y values analysed 24 24 24 24

Delta VOC (B.1.617.2) S-6 S-6 + R-2 S-68 Ctrl.-10
Best-fit values

HillSlope 0.6885 0.8244 1.285 0.6749
CV50 0.4374 3.435 9.555 0.03284
Log(CV50) -0.3591 0.5359 0.9802 -1.484

Std. Error

HillSlope 0.0369 0.09183 0.1535 0.05481
CV50 0.05336 0.4456 0.8109 0.004436
95% CI (profile likelihood)

HillSlope 0.5919 to 0.8056 0.6729 to 1.011 0.9937 to 1.657 0.5673 to 0.8173
CV50 0.3383 to 0.5693 2.6251t04.613 8.136 to 11.75 0.02482 to 0.04374
Log(CV50) -0.4707 to -0.2447 0.4192 to 0.6639 0.9104 to 1.070 -1.605 to -1.359
Goodness of Fit

Degrees of Freedom 22 22 22 22

R squared 0.9733 0.9386 0.9310 0.9750
Sum of Squares 672.8 776.4 363.7 820.6

Sy.x 5.530 5.941 4.066 6.107
Constraints

CV50 CVv50>0 CV50 >0 CVv50>0 CV > 50
Number of points

# of X values 24 24 24 24

# Y values analysed 24 24 24 24



Table S4: Details about the calculation of the CV50 values in Figure 2e, f. CV50 corresponds to the IC50 value. A = 20 nm S-6 or
$-6™ + 0 nm Ctrl.-10, B = 2 nM S-6 or S-6™ + 18 nm Ctrl.-10, C = 0.2 nM S-6 or §-6™ + 19.8 nm Ctrl.-10, D = 0.02 nm S-6 or S-6™

+19.98 nm Ctrl.-10, E = 0 nm §-6 or S-6™ + 20 nm Ctrl.-10.

A B C D E
S-6™ treatment
Best-fit values
HillSlope 0.9282 0.8438 0.4413 0.3480 0.3159
CV50 15.14 9.876 0.1939 0.001238 0.005409
Log(CV50) 1.180 0.9946 -0.7125 -1.907 -2.267
Std. Error
HillSlope 0.1201 0.07660 0.02208 0.01683 0.01982
CV50 2.280 1.037 0.02219 0.001647 0.0009914
95% CI (profile
likelihood)
HillSlope 0.7041 to0 1.213 0.6881 to 1.031 0.3995 to 0.3155 to 0.3839 0.2781 to
0.4877 0.3583
CV50 11.66 to 22.51 8.100 to 12.76 0.1529 to 0.009386 to 0.003696 to
0.2465 0.01630 0.007863
Log(CV50) 1.067 to 1.352 0.9085 to 1.106 -0.8156 to -2.028 to -1.788 -2.432to -
-0.6081 2.104
Goodness of Fit
Degrees of Freedom 22 22 22 22 22
R squared 0.9000 0.9492 0.9826 0.9800 0.9636
Sum of Squares 311.0 256.6 366.5 380.6 609.2
Sy.x 3.760 3.415 4.082 4.159 5.262
Constraints
CV50 Cv50>0 CVv50>0 CVv50>0 CV > 50 CV >50
Number of points
# of X values 24 24 24 24 24
# Y values analysed 24 24 24 24 24
S-6 treatment
Best-fit values
HillSlope 1.120. 0.9597 0.3640 0.3199 0.3159
CV50 9.896 5.532 0.02813 0.007129 0.005409
Log(CV50) 0.9955 0.7429 -1.551 -2.147 -2.267
Std. Error
HillSlope 0.1414 0.08769 0.01870 0.01681 0.01982
CV50 1.046 0.4945 0.003867 0.001084 0.0009914
95% CI (profile
likelihood)
HillSlope 0.8582 to 1.446 0.7985 to 1.153 0.3285 to 0.2877 to 0.3554 0.2781 to
0.4032 0.3583
CV50 8.131t0 12.89 4.626 to0 6.747 0.02112 to 0.00519%4 to 0.003696 to
0.03746 0.009744 0.007863
Log(CV50) 0.9101to 1.110  0.6652t0 0.8291 -1.675t0-1.426  -2.285t0 -2.011 -2.432to -
2.104
Goodness of Fit
Degrees of Freedom 22 22 22 22 22
R squared 0.9091 0.9571 0.9785 0.9745 0.9636
Sum of Squares 418.5 386.8 436.1 434.8 609.2
Sy.x 4.361 4,193 4452 4.446 5.262
Constraints
CV50 CV50 >0 CV50>0 CVv50>0 CV > 50 CV>50
Number of points
# of X values 24 24 24 24 24
# Y values analysed 24 24 24 24 24



Table S5: Summary of synthesized RNA strands. X = C8-Alkyne-dU, A, = 2-OMe-A, C,, = 2'-OMe-C, G, = 2’-OMe-G, U,

2'-OMe-U, A = 2-F-A, Cr = 2'-F-C, Gf = 2"-F-G, Us = 2"-F-U.

siRNA

Sequence 5’ 2> 3’

S-6™ sense

$-6™ sense (alkyne)
S-6™ antisense

S$-6™ antisense (alkyne)
S-6™ sense (alkyne)
§-6™ antisense

UCU UAC,,AAC CAG AACUC,AATT

UCU UAC,, AAC CAG AAC UC,A AXT

UUG AGU,UCU GGU UGU, AAG ATT

UUG AGU,,UCU GGU UGU,, AAG AXT

UnCmUnm UnAnCin ArARCE CrArGrn AFARCE UnCrnAm AnXT
UnUrGr ArGmUr UnCrUm GrGrnUr UnGeUm ApARGE AnTT

Ctrl.-10™ sense (alkyne)
Ctrl.-10™ antisense
Ctrl.-10™ sense (alkyne)
Ctrl.-10™ antisense

Table S6: Summary of clicked RNA strands and their HPLC gradients. X = C8-Alkyne-dU, C, = 2’-OMe-C, U, = 2'-OMe-U.

ACU UAC,,UUG CAU CGU UC,A UXT

AUG AAC,, GAU GCA AGU,,AAG UTT

AnCmUm UnAmCn UeUnGe Cr AU CeGrUe U C A UnXT
AnUrGr AFARCF GrArUm GFChmAF AnGrUm ArARGE U TT

RNA Sequence 5’ 2> 3 HPLC gradient
S-6™-P sense UCU UAC, AAC CAG AAC UC,A A(X-YKYRYL)T 0_35
S-6M-Alexab47 antisense UUG AGU, UCU GGU UGU, AAG A(X-Alexab47)T 0_30
Ctrl.-10™-P sense ACU UAC,, UUG CAU CGU UC,A U(X-YKYRYL)T 0_40

Table S7: List of primers for RT-qPCR. fw = forward, rev = reverse.

Primer name Sequence (5" > 3’) Application Reference
Spike-total_fw GCT GGT GCT GCA GCT TAT TA RT-gPCR (iTaq SYBR
Green); viral genome (6]
Spike-total_rev AGG GTC AAG TGC ACAGTC TA and sgmRNA
Leader_fw_sgmRNA CCT TCC CAG GTA ACA AAC CAACC
M_rev_sgmRNA GGT AAT AGT ACC GTT GGAATC TGC C
RT-gPCR (PowerUp
N_rev_sgmRNA GGG TGCATTTCGCTGATTTTIG G SYBR Green),
sgmRNAs
E_rev_sgmRNA CCT GTC TCT TCC GAA ACG AAT GAG
S_rev_sgmRNA ACA CAC TGA CTA GAG ACT AGT GGC
GAPDH_fw ACC ACA GTC CAT GCC ATC AC RT-gPCR  (PowerUp
SYBR Green); human
GAPDH_rev TCCACCACCCTGTTG CTGTA reference gene
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General Chemistry Methods

Chemicals were purchased from TCI, Sigma-Aldrich, ABCR, Carbosynth, Acros organics, Fluka and Roth without further purification.
Technical solvents were purified by distillation. Solvents were of reagent grade or purified by distillation. Reactions and chromatography
fractions were monitored by thin-layer chromatography (TLC) on silica gel Fiss TLC plates from Merck KGaA. Flash-column
chromatography was either performed on Silicagel 60 (40-63 pm) silica gel from Macherey-Nagel or on a Puriflash 5.125 from Interchim
using C18 silica column (PF-15RPAQ-F0012). NMR spectra were recorded on a Bruker Ascend (500 MHz), Varian Inova (400 MHz),
Bruker ARX (600 MHz) or Bruker Avance Ill HD (800 MHz) spectrometer. 'H NMR shifts were adjusted to the residual solvent: (CD3),CO
(2.05 ppm), (CD3)S0 (2.50 ppm), D20 (4.79 ppm), CD;0D (4.87 ppm), CDClz (7.26 ppm). *C NMR shifts were adjusted to the residual
solvent: (CD3),CO (206.26 ppm), (CD3)>SO (39.52 ppm), CD30D (49.0 ppm), CDCl; (17.2 ppm).['l All NMR spectra were analyzed
using the software MestReNova 10.0.1 from Mestrelab Research. NMR data are reported as follows: chemical shift (multiplicity,
coupling constants where applicable, number of hydrogens). Splitting is reported with the following symbols: s = singlet, d = doublet, t
= triplet, dd = doublet of doublets, dt = doublet of triplets, ddd = doublet of doublets of doublets, m = multiplet. High resolution mass
spectra were measured by the analytical section of the Department of Chemistry of the Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen on
the following spectrometers (ionization mode in brackets): MAT 95 (El) and MAT 90 (ESI) from Thermo Finnigan GmbH. IR spectra
were recorded on a Shimadzu IRSpirit FT-IR instrument. For click reactions and for dissolving oligonucleotides water was used in the
form of ultrapure water which was purified by the water treatment system OmniaPure xs"®° from Stakpure. Degassing of click reaction
mixtures was carried out by bubbling through with argon. For lyophilisation of aqueous solutions, the sample was frozen with liquid
nitrogen and dried using a 2-4 LD plus lyophilizer from Christ.
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Synthesis and characterization of the tandem click linker
2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethyl 4-methylbenzenesulfonate (5)

TSO/\/O\/\O/\/N3
5

4 (1.69 g, 10.0 mmol, 1.00 eq.) was dissolved in deionized H>O (14.6 mL). Sodium azide (1.95 g, 30.0 mmol, 3.00 eq.) was added and
the mixture was stirred at 75 °C for 21 h. The solvent was evaporated, the residue was suspended in dry acetone, filtered and the
filtrate was concentrated in vacuo. The colorless oil was dissolved in dry THF (55.0 mL) and triethylamine (4.60 mL, 32.7 mmol,
3.27 eq.) was added. The reaction mixture was cooled to 0 °C and a solution of p-toluenesulfonyl chloride (2.19 g, 11.5 mmol, 1.15 eq.)
in dry THF (10.0 mL) was added dropwise. The ice bath was removed, and the reaction mixture was stirred at rt for 17 h. The solvent
was evaporated, the residue was taken up in DCM and washed with H>O and brine. The organic phase was dried over MgSO, and
concentrated under reduced pressure. The crude product was purified by flash column chromatography (silica, iHex:EtOAc = 7:3) to
yield 5 (2.03 g, 6.16 mmol, 62%) as a colorless oil.

Rr = 0.27 (iHex:EtOAc = 7:3); 'H NMR (500 MHz, CDCls): & (ppm) = 7.80 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.34 (d, J = 7.6 Hz, 2H), 4.19 — 4.14 (m,
2H), 3.72 — 3.68 (m, 2H), 3.64 (dd, J = 5.6, 4.6 Hz, 2H), 3.60 (s, 4H), 3.36 (t, J = 5.0 Hz, 2H), 2.45 (s, 3H); *C NMR (126 MHz, CDCla):
5 (ppm) = 144.9, 133.2, 130.0, 128.1, 70.9, 70.8, 70.2, 69.4, 68.9, 50.8, 21.8; HRMS (ESI): calcd. for C13H1aN;OsNaS* [M+Na]*:
352.0938, found: 352.0949.

The data is consistent with the literature.?

Methyl 3,4,5-tris(2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)benzoate (6)

(@]
~o O\/\O/\/O\/\ Nj
0 O g Ns
O\/\O/\/O\/\N
3
6

5(3.22 g, 9.78 mmol, 4.00 eq.) was dissolved in dry DMF (73 mL) and methyl gallate (450 mg, 2.44 mmol, 1.00 eq.) and K,COs (3.38 g,
24.4 mmol, 10.0 eq.) were added consecutively. The reaction mixture was stirred at 80 °C for 40 h, filtrated and the solvent was
evaporated. The residue was taken up in DCM and was washed with H,O (2x) and brine. The organic phase was dried over MgSO,
and concentrated under reduced pressure. The crude product was purified by flash column chromatography (silica, iHex:EtOAc = 3:2
- 2:3) to yield 6 (902 mg, 1.38 mmol, 56%) as a colorless oil.

R = 0.24 (Hex:EtOAc = 2:3); 'TH NMR (500 MHz, CDCls): & (ppm) = 7.30 (s, 2H), 4.25 — 4.18 (m, 6H), 3.90 — 3.86 (m, 7H), 3.83 — 3.80
(m, 2H), 3.77 = 3.71 (m, 7H), 3.70 — 3.60 (m, 12H), 3.38 (td, J = 5.1, 3.5 Hz, 5H); '3C NMR (126 MHz, CDCl3): 5 (ppm) = 166.7, 152.5,
142.7,125.1, 109.2, 72.6, 71.6, 71.1, 70.9, 70.9, 70.7, 70.2, 70.2, 69.9, 69.0, 52.3, 50.8, 42.9; HRMS (ESI): calcd. for CagHasN16O11*
[M+NH,]*: 673.3264, found: 673.3260.

The data is consistent with the literature.!
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3,4,5-tris(2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)benzoic acid (A)

o
HO OOy,
I T VN
O™ Oy,
A

6 (450 mg, 686 pmol, 1.00 eq.) was dissolved in MeOH (13.7 mL) and sodium hydroxide (1 M in H,O, 3.40 mL) was added. The reaction
mixture was stirred at 40 °C for 4.5 h. The solvents were evaporated, the residue was taken up in EtOAc and filtered over Amberlite
IR-120 to yield A (382 mg, 595 pmol, 87%) as a colorless oil.

Ri = 0.22 (DCM:MeOH = 95:5); "H NMR (500 MHz, CDCls): 3 (ppm) = 7.37 (s, 2H), 4.28 — 4.19 (m, 6H), 3.91 — 3.81 (m, 6H), 3.77 —
3.61 (m, 19H), 3.42 — 3.36 (m, 5H); '*C NMR (126 MHz, CDCls): 5 (ppm) = 170.6, 152.5, 143.5, 124.1, 109.8, 72.6, 71.6, 71.1, 71.0,
70.9,70.9, 70.8, 70.2, 70.2, 69.9, 69.1, 61.9, 50.8, 42.9; HRMS (ESI): calcd. for CosHaNeO1:1Na* [M+Na]*: 664.2661, found: 664.2651.

The data is consistent with the literature [l

Methyl 6-(hydroxymethyl)nicotinate (8)

A\_OH
N

Dimethyl pyridine-2,5-dicarboxylate (7) (5.00 g, 25.6 mmol, 1.00 eq.) and CaCl; (13.4 g, 120 mmol, 4.70 eq.) were suspended in dry
THF/dry MeOH (1/2, 150 mL) and cooled down to 0 °C. NaBH, (2.42 g, 64.0 mmol, 2.50 eq.) was added portionwise, the reaction
mixture was stirred at 0 °C for 2 h. The solution was quenched with H,O and was extracted with DCM (4x). The combined organic

layers were dried over Na>SO, and concentrated under reduced pressure to yield 8 (3.35 g, 20.0 mmol, 78%) as a colorless solid.

Rr = 0.29 (iHex:EtOAC = 1:4); TH NMR (600 MHz, CDCls): & (ppm) = 9.17 (dd, J = 2.2, 0.8 Hz, 1H), 8.30 (dd, J = 8.1, 2.1 Hz, 1H), 7.36
(dd, J = 8.1, 0.9 Hz, 1H), 4.84 (d, J = 4.8 Hz, 2H), 3.96 (s, 3H), 3.58 (t, J = 5.1 Hz, 1H); 13C NMR (151 MHz, CDCl3): & (ppm) = 165.8,
163.5, 150.1, 137.9, 125.1, 120.1, 64.3, 52.6; HRMS (ESI): calcd. for CaH1oNOs" [M+H]*: 168.0655; found: 168.0657.

The data is consistent with the literature.®!
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Methyl 6-(azidomethyl)nicotinate (9)

8 (3.13 g, 18.7 mmol, 1.00 eq.) was dissolved in dry THF (62 mL) and triethylamine (7.80 mL, 56.1 mmol, 3.00 eq.) was added and
cooled down to 0 °C. Methylsulfonyl chloride (2.20 mL, 28.1 mmol, 1.50 eq.) was added dropwise at 0 °C and the reaction mixture was
stirred at room temperature for 3 h. The solvent was evaporated, the residue was taken up in H2O and extracted with DCM (3x). The
combined organic layers were washed with H,O and brine, dried over MgSO,, and concentrated under reduced pressure. The reddish
oil was dissolved in THF:H>0 (1:1, 135 mL), sodium azide (6.08 g, 93.5 mmol, 5.00 eq.) was added and the reaction mixture was stirred
at 50 °C for 16 h. The mixture was diluted with H,O and was extracted with DCM (3x). The combined organic layers were washed with
H2O and brine, dried over MgSQ4, and concentrated under reduced pressure. The crude product was purified by flash column
chromatography (silica, iHex:EtOAc = 4:1 - 7:3) to yield 9 (2.98 g, 15.5 mmol, 83%) as a yellowish solid.

Rr = 0.34 (iHex:EtOAc = 4:1); 'TH NMR (800 MHz, CDCl3): & (ppm) = 9.19 (dd, J = 2.2, 0.9 Hz, 1H), 8.33 (dd, J = 8.1, 2.2 Hz, 1H), 7.45
(dd, J = 8.1, 0.8 Hz, 1H), 4.58 (s, 2H), 3.96 (s, 3H); 1*C NMR (201 MHz, CDCls): 5 (ppm) = 165.6, 160.2, 150.9, 138.3, 125.4, 121.5,
55.6, 52.6; HRMS (EI): calcd. for CgHsN4O, [M]: 192.0653; found: 192.0656.

The data is consistent with the literature.®

6-(azidomethyl)nicotinic acid (10)

9 (500 mg, 2.60 mmol, 1.00 eq.) was dissolved in MeOH (11 mL) and LiOH (1 M in H20, 7.8 mL) was added. The reaction mixture was
stirred at room temperature for 1 h. Acetic acid (265 uL) was added and the mixture was purified by flash column chromatography
(silica, EtOAc:MeCN = 100:0 + 1% AcOH - 96:4 + 1% AcOH). The combined product fractions were concentrated under reduced
pressure. The residue was diluted with H»>O, extracted with DCM (3x) and with EtOAc (3x). The combined organic layers were dried

over MgSO, and concentrated under reduced pressure to yield 9 (399 mg, 2.24 mmol, 86%) as a yellowish solid.

Re = 0.42 (EtOAC + 1% AcOH); 'H NMR (400 MHz, CD;0D): & (ppm) = 9.11 (dd, J = 2.2, 0.9 Hz, 1H), 8.40 (dd, J = 8.1, 2.1 Hz, 1H),
7.57 (dd, J = 8.1, 0.8 Hz, 1H), 4.59 (s, 2H); 13C NMR (101 MHz, CD:0D): & (ppm) = 167.6, 161.4, 151.5, 139.9, 127.6, 123.3, 56.0;
HRMS (ESI): calcd. for C7HsN4Oz [M-H]: 177.0418; found: 177.0416.

The data is consistent with the literature.®
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tert-butyl (2-(2-(2-aminoethoxy)ethoxy)ethyl)carbamate
BocHN ™ > O ANH2

Under argon atmosphere, 2,2-(ethylenedioxy)bis(ethylamine) (3.70 mL, 25.0 mmol, 5.00 eq.) was dissolved in dry DCM (25 mL), cooled
down to 0 °C and stirred for 30 min before di-tert-butyl dicarbonate (1.10 mL, 5.00 mmol, 1.00 eq.) dissolved in dry DCM (10 mL) was
added dropwise (0.04 mL/min) at 0 °C. The reaction mixture was stirred at rt for additional 15 h. The solvent was reduced in vacuo, sat.
NaHCOj; solution was added and extracted with DCM (3x). The combined organic layers were dried over Na,SO, and concentrated
under reduced pressure. The crude product was purified by flash column chromatography (silica, DCM:MeOH = 95:5 + 1% NH;OH >
90:10 + 1% NH4OH) to yield tert-butyl (2-(2-(2-aminoethoxy)ethoxy)ethyl)carbamate (1.00 g, 4.04 mmol, 81%) as a colorless oil.

Re = 0.27 (DCM:MeOH = 90:10 + 1% NH,OH); '"H NMR (600 MHz, CDCls): & (ppm) = 5.15 (s, 1H), 3.62 (s, 4H), 3.53 (dt, J = 14.9, 5.2
Hz, 4H), 3.32 (q, J = 5.4 Hz, 2H), 2.89 (t, J = 5.2 Hz, 2H), 1.62 (s, 2H), 1.44 (s, 9H); 13C NMR (151 MHz, CDCl3): 3 (ppm) = 156.2, 79.3,
73.5,70.4, 70.3, 41.8, 40.4, 28.6. HRMS (ESI): calcd. for Cq1HzsN204* [M+H]": 249.1809; found: 249.1808.

The data is consistent with the literature 6l
tert-butyl (2-(2-(2-(6-(azidomethyl)nicotinamido)ethoxy)ethoxy)ethyl)carbamate (11)

o]

BOCHN\/\O/\/O\/\N | .
H

11

10 (356 mg, 2.00 mmol, 1.00 eq.) and HATU (913 mg, 2.40 mmol, 1.20 eq.) were dissolved in dry DMF (15 mL) and DIPEA (517 mg,
4.00 mmol, 2.00 eq.) was added. The mixture was stirred at rt for 30 min before tert-butyl (2-(2-(2-aminoethoxy)ethoxy)ethyl)carbamate
(497 mg, 2.00 mmol, 1.00 eq.) dissolved in dry DMF (5 mL) was added. The reaction mixture was stirred at rt for additional 15 h. The
solvent was evaporated, the residue was taken up in DCM and washed with brine. The aqueous phase was re-extracted with DCM
(3x%), the combined organic layers were dried over MgSO, and concentrated under reduced pressure. The crude product was purified
by flash column chromatography (silica, DCM:MeOH = 100:0 - 98:2) to yield 11 (522 mg, 1.28 mmol, 64%) as a yellowish oil.

R: = 0.27 (DCM:MeOH = 95:5); 'H NMR (400 MHz, 50 °C, CDCl): 5 (ppm) = 9.03 (s, 1H), 8.23 (s, 1H), 7.45 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 4.57
(s, 2H), 3.71 — 3.63 (m, 8H), 3.57 (t, J = 5.3 Hz, 2H), 3.30 (t, J = 5.3 Hz, 2H), 1.44 (s, 9H); 1*C NMR (101 MHz, 50 °C, CDCls): & (ppm)
= 165.3, 158.6, 156.4, 148.1, 136.7, 123.0, 121.8, 79.7, 70.8, 70.5, 69.9, 55.4, 40.2, 28.6; HRMS (ESI): calcd. for C1gH2sNsOsNa*
[M+Na]*: 431.2013; found: 431.2008. IR (ATR): & (cm™) = 403.8 (m), 411.0 (m), 419.6 (m), 431.1 (m), 435.4 (m), 441.2 (m), 448.4 (m),
458.4 (m), 477.1 (m), 485.7 (m), 507.3 (m), 557.6 (m), 628.0 (m), 734.3 (m), 757.3 (m), 778.9 (m), 846.4 (m), 971.5 (m), 1024.6 (m),
1099.4 (m), 1166.9 (m), 1248.8 (m), 1273.2 (m), 1350.8 (m), 1365.2 (m), 1391.1 (m), 1454.3 (m), 1483.1 (m), 1533.4 (s), 1598.0 (m),
1646.9 (s), 1691.4 (s), 2100.9 (s), 2869.8 (W), 2931.6 (W), 2976.2 (W), 3325.4 (W).
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N-(2-(2-(2-aminoethoxy)ethoxy)ethyl)-6-(azidomethyl)nicotinamide (B)

0]
H

11 (313 mg, 766 pmol, 1.00 eq.) was dissolved in dry DCM/dry MeOH (10/1, 6 mL) and HCI (4 N in dioxane, 1.90 mL, 7.66 mmol,
10.0 eq.) was added. The reaction mixture was stirred at rt for 1.5 h. The solvent was evaporated to afford B (301 mg, 976 pmol,

quantitative) as a yellowish foam.

H NMR (400 MHz, CDCls): 5 (ppm) = 10.16 (d, J = 1.9 Hz, 1H), 9.31 (t, J = 5.2 Hz, 1H), 9.03 (dd, J = 8.4, 1.8 Hz, 1H), 8.46 (s, 2H),
7.99 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 5.19 (s, 2H), 3.80 (dd, J = 5.5, 3.9 Hz, 4H), 3.74 — 3.70 (m, 6H), 3.22 (q, J = 5.2 Hz, 2H); 13C NMR (101 MHz,
CDCls): & (ppm) = 161.5, 152.9, 146.6, 141.4, 133.0, 125.1, 70.6, 70.2, 67.2, 66.7, 50.4, 40.7, 39.8; HRMS (ESI): calcd. for C1sH21NsOs*
[M+H]*: 309.1670; found: 309.1669. IR (ATR): # (cm™') = 409.5 (m), 441.2 (m), 471.4 (m), 482.9 (m), 548.9 (m), 615.1 (s), 638.1 (m),
668.2 (m), 702.7 (m), 751.6 (m), 827.7 (m), 870.8 (s), 888.1 (m), 928.3 (m), 1020.3 (m), 1049.1 (m), 1083.6 (s), 1116.6 (s), 1254.6 (m),
1301.9 (s), 1347.9 (m), 1448.6 (m), 1536.2 (s), 1602.3 (m), 1639.7 (s), 1665.6 (s), 1955.8 (w), 2111.1 (s), 2491.9 (m), 2580.9 (m),
2871.3 (m), 3211.8 (w).

6-(azidomethyl)-N-(2-(2-(2-(3,4,5-tris(2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)benzamido)ethoxy)ethoxy)
ethyl)nicotinamide (3)

Ny~ N7 | 0
H
RN N\/\o/\/o\/\N O\/\O/\/O\/\Ng
H
o] O/\/O\/\O/\/Ng
O\/\O/\/O\/\N
3
3

A (377 mg, 588 pmol, 1.00 eq.) and HATU (268 mg, 705 pmol, 1.20 eq.) were dissolved in dry DMF (9.9 mL) and DIPEA (205 pL,
1.18 mmol, 2.00 eq.) was added. The mixture was stirred at rt for 30 min before B (199 mg, 646 pmol, 1.10 eq.) dissolved in dry DMF
(3.3 mL) was added. The reaction mixture was stirred at rt for additional 18 h. The solvent was evaporated, the residue was taken up
in DCM and was washed with brine. The aqueous phase was re-extracted with DCM, the combined organic layers were dried over
MgSO4 and concentrated under reduced pressure. The crude product was purified by flash column chromatography (silica, DCM:MeOH

=100:0 > 97:3) to yield 3 (378 mg, 406 pmol, 69%) as a yellowish oil.

Ri = 0.27 (DCM:MeOH = 95:5); "H NMR (500 MHz, CDCl3): 3 (ppm) = 9.02 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 8.19 (dt, J = 8.1, 2.1 Hz, 1H), 7.42 (d,
J=8.0Hz, 1H), 7.14 — 7.04 (m, 3H), 6.90 (q, J = 5.8 Hz, 1H), 4.53 (d, J = 1.7 Hz, 2H), 4.18 (q, J = 5.4 Hz, 6H), 3.84 (t, J = 4.8 Hz, 4H),
3.81 —3.78 (m, 2H), 3.75 — 3.64 (m, 28H), 3.60 (id, J = 5.6, 3.2 Hz, 3H), 3.39 — 3.35 (m, 5H); 13C NMR (126 MHz, CDCl5):  (ppm) =
167.3, 165.3, 158.6, 152.6, 147.9, 141.6, 136.8, 129.8, 129.6, 121.9, 107.4, 72.5, 71.5, 71.5, 70.9, 70.90, 70.8, 70.8, 70.7, 70.6, 70.5,
70.3,70.2,70.0, 69.9, 69.6, 69.2, 55.2, 50.8, 50.8, 42.9, 40.0, 39.9; HRMS (ESI): calcd. for CasHs;N1501;Na* [M+Na]*: 954.4152; found:
954.4141. IR (ATR): #"(cm™') = 406.7 (m), 416.8 (m), 425.4 (m), 431.1 (m), 441.2 (m), 449.8 (m), 456.9 (M), 471.4 (m), 482.9 (m), 500.1
(m), 513.0 (m), 556.1 (m), 576.3 (m), 642.4 (m), 668.2 (m), 760.2 (M), 842.1 (m), 852.2 (m), 938.4 (m), 998.8 (m), 1100.8 (s), 1243.1
(m), 1289.1 (m), 1330.7 (m), 1376.7 (m), 1425.6 (), 1437.1 (m), 1457.2 (m), 1497.4 (m), 1541.9, (m), 1559.2 (m), 1577.9 (m), 1638.3
(m), 1646.9 (m), 1654.1 (m), 2098.1 (s), 2322.3 (w), 2359.7 (w), 2839.6 (m), 2868.4 (m), 2917.2 (m), 2950.3 (m), 3322.5 (w).
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Synthesis and characterization of the delivery molecules

The synthesis of the precursor’s tetra-Ac-Glc, tetra-Ac-Man and tetra-Ac-GalNAc were prepared according to literature

procedures.[-8]

OAc
OAc OAc OAc

tetra-Ac-Glc tetra-Ac-Man tetra-Ac-GalNAc

1-0-{2-[2-(2-propargyloxyethoxy)ethoxy]ethanol} D-glucopyranose (Gic)

0}

HO O\/\O/\/O\/\O/\\

S

HOY "'OH

OH

Glc

The acetyl protected sugar tetra-Ac-Glc (436 mg, 840 pmol, 1.00 eq.) was dissolved in dry methanol (8.0 mL) and sodium methoxide
(9.10 mg, 168 pmol, 0.20 eq.) was added. The reaction mixture was stirred at rt for 30 min. The pH value of the reaction was adjusted
to 7 with acetic acid and NaHCO3. The reaction mixture was concentrated under reduced pressure and the residue was purified by
reverse-phase column chromatography (C18 silica, H,O:MeCN, 100:0 - 20:80) to afford Gle (228 mg, 651 umol, 77%) as a colorless
oil.

H NMR (800 MHz, CD30D): & (ppm) = 4.30 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 4.19 (d, J = 2.4 Hz, 2H), 4.02 (ddd, J = 10.4, 5.1, 3.2 Hz, 1H), 3.86
(dd, J = 11.9, 1.8 Hz, 1H), 3.76 — 3.72 (m, 1H), 3.72 — 3.64 (m, 11H), 3.37 — 3.34 (m, 1H), 3.30 — 3.25 (m, 2H), 3.19 (dd, J = 9.3, 7.8
Hz, 1H), 2.85 (t, J = 2.4 Hz, 1H); 1*C NMR (201 MHz, CDsOD): 5 (ppm) = 104.5, 80.6, 78.0, 77.9, 75.9, 75.1, 71.6, 71.5, 71.5, 71.3,
70.1, 69.7, 62.8, 59.0; HRMS (ESI): calcd. for CisHzsNaOg* [M+Na]*: 373.1469, found: 373.1478.
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1-0-{2-[2-(2-propargyloxyethoxy)ethoxy]ethanol} b-mannopyranose (Man)

HO 0] _\\0\/\0/\/0\/\0/\\\

Man

The acetyl protected sugar tetra-Ac-Man (446 mg, 860 umol, 1.00 eq.) was dissolved in dry methanol (8.5 mL) and sodium methoxide
(9.30 mg, 172 pmol, 0.20 eq.) was added. The reaction mixture was stirred at rt for 30 min. The pH value of the reaction was adjusted
to 6 with acetic acid and NaHCOj;. The reaction mixture was concentrated under reduced pressure and the residue was purified by
reverse-phase column chromatography (C18 silica, H:O:MeCN, 100:0 - 20:80) to afford Man (234 mg, 66.8 pmol, 78%) as a colorless

oil.

H NMR (500 MHz, D,0): & (ppm) = 4.90 (d, J = 1.6 Hz, 1H), 4.26 (d, J = 2.3 Hz, 2H), 3.98 (dt, J = 3.0, 1.4 Hz, 1H), 3.92 — 3.87 (m,
2H), 3.85 — 3.82 (m, 1H), 3.79 — 3.63 (m, 14H), 2.91 (tt, J = 2.3, 1.0 Hz, 1H); '*C NMR (126 MHz, D,0): & (ppm) = 100.6, 79.9, 76.6,
73.4,71.1, 70.6, 70.3, 70.2, 70.2, 70.1, 69.3, 67.4, 67.0, 61.6, 58.6; HRMS (ESI): calcd. for CisHzsNaOs* [M+Na]*: 373.1469, found:
373.1479.

The data is consistent with the literature.®

1-0-{2-[2-(2-propargyloxyethoxy)ethoxy]ethanol}-2-acetamido-2-deoxy-D-galactopyranose (GalNAc)

HO “NHAc
OH
GalNAc

The acetyl protected sugar tetra-Ac-GalNAc (769 mg, 1.49 mmol, 1.00 eq.) was dissolved in dry methanol (15 mL) and sodium
methoxide (337 mg, 6.24 mmol, 4.20 eq.) was added. The reaction mixture was stirred at rt for 2 h. The pH value of the reaction was
adjusted to 6 with HCI (2 M in H,0). The reaction mixture was concentrated under reduced pressure and the residue was purified by
reverse-phase column chromatography (C18 silica, H:O:MeCN, 100:0 - 20:80) to afford GalNAc (370 mg, 945 pmol, 64%) as a

colorless solid.

H NMR (800 MHz, D;0): & (ppm) = 4.51 (dd, J = 8.5, 1.1 Hz, 1H), 4.25 (dd, J = 2.7, 0.9 Hz, 2H), 4.03 — 3.99 (m, 1H), 3.93 (d, J = 3.3
Hz, 1H), 3.90 (dd, J = 10.8, 8.5 Hz, 1H), 3.83 — 3.75 (m, 5H), 3.73 — 3.66 (m, 12H), 2.90 — 2.89 (m, 1H), 2.05 — 2.03 (m, 3H); 3C NMR
(201 MHz, D,0): 5 (ppm) = 174.7, 101.5, 79.3, 75.9, 75.1, 71.1, 69.7, 69.7, 69.6, 69.4, 68.8, 68.6, 67.8, 61.0, 57.9, 52.4, 22.2; HRMS
(ESI): caled. for C17HzsNNaOg* [M+Na]*: 414.1740, found: 414.1729.

The data is consistent with the literature. €]
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Synthesis and characterization of the octadiynyl-2’-methoxyuridine-phosphoramidite

o
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Scheme S1. Synthesis of the octadiynyl-2'-methoxyuridine-phosphoramidite 12. Reagents and conditions: (a) Iz, CAN, MeCN, 80 °C, 4 h; (b) Cul, Pd(PPha), octa-
1,7-diyne, DMF, rt, 48 h; (c) DMTrCl, DMAP, Pyridine, rt, 18 h; (d) CED-CI, DIPEA, DCM, rt, 3 h.

5-lodo-2’-O-methyluridine (14)

0
! [ NH
o
HO
o
OH O
14

2’-0O-Methyluridine (500 mg, 1.94 mmol, 1.00 eq.) was dissolved in dry MeCN (32 mL). lodine (295 mg, 1.16 mmol, 0.60 eq.) and
ammonium cerium(lV) nitrate (531 mg, 968 pmol, 0.50 eq.) were added, the reaction mixture was stirred at 80 °C for 4 h and was
cooled to -10 °C. The resulting precipitate was filtered and washed with MeCN (2x) and H20 (2x) to yield 14 (583 mg, 1.52 mmol, 78%)

as a colorless solid.

H NMR (400 MHz, (CD3),S0): & (ppm) = 11.69 (s, 1H), 8.52 (s, 1H), 5.78 (d, J = 3.9 Hz, 1H), 5.30 (t, J = 4.6 Hz, 1H), 5.13 (d, J =
6.3 Hz, 1H), 4.11 (q, J = 5.5 Hz, 1H), 3.85 (dt, J = 5.5, 2.6 Hz, 1H), 3.79 (t, J = 4.4 Hz, 1H), 3.70 (ddd, J = 12.2, 4.5, 2.8 Hz, 1H), 3.57
(ddd, J = 12.1, 4.4, 2.5 Hz, 1H), 3.38 (s, 3H); "*C NMR (126 MHz, (CD5),S0): & (ppm) = 160.5, 150.1, 144.9, 86.6, 84.8, 83.0, 69.3,
67.8, 59.7, 57.6; HRMS (ESI): calcd. for C1oH1aIN2Og* [M+H]*: 384.9891; found: 384.9890. IR (ATR): # (cm™') = 403.8 (m), 425.4 (m),
528.8 (s), 582.0 (s), 626.6 (s), 758.8 (m), 765.9 (m), 781.8 (m), 872.3 (m), 942.8 (m), 964.3 (m), 1023.2 (m), 1041.9 (m), 1072.1 (s),
1082.1 (s), 1107.9 (s), 1138.2 (m), 1187.0 (m), 1266.1 (m), 1345.1 (m), 1404.0 (m), 1437.1 (m), 1599.5 (m), 1655.5 (s), 1685.7 (m),
2805.2 (w), 2831.0 (w), 2928.7 (w), 2943.1 (w), 3052.3 (w), 3075.3 (w), 3168.7 (w), 3381.4 (w), 3460.5 (w).
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5-(Octa-1,7-diynyl)-2’-O-methyluridine (15)

[ o

S

| NH
N’go
HO
0
OH O
15

14 (490 mg, 1.28 mmol, 1.00 eq.) was dissolved in dry DMF (6.4 mL). Cul (48.6 mg, 255 pmol, 0.20 eq.), Pd(PPhs)s (147 mg, 128 pmol,
0.10 eq.) and octa-1,7-diyne (271 mg, 2.55 mmol, 2.00 eq.) were added and the reaction mixture was stirred at rt for 48 h. The solvent
was evaporated, the residue was taken up in EtOAc and washed with H,O (2x) and brine (2x). The organic layer was dried over MgSO,
and concentrated under reduced pressure. The crude product was purified by flash column chromatography (silica, DCM:MeQH = 97:3
= 91:9) to yield 15 (76.0 mg, 210 pmol, 27%) as a yellowish oil.

Ri = 0.47 (DCM:MeOH = 90:10); 'H NMR (500 MHz, (CD3),S0): & (ppm) = 11.60 (s, 1H), 8.23 (s, 1H), 5.82 (d, J = 4.4 Hz, 1H), 5.22 (t,
J=4.8Hz, 1H), 5.13 (d, J = 6.2 Hz, 1H), 4.1 (dt, J = 6.3, 5.1 Hz, 1H), 3.85 (dt, J = 5.4, 2.8 Hz, 1H), 3.81 (t, J = 4.7 Hz, 1H), 3.68 (ddd,
J=12.1,5.0, 2.9 Hz, 1H), 3.57 (ddd, J = 12.1, 4.8, 2.8 Hz, 1H), 3.37 (s, 3H), 2.76 (t, J = 2.7 Hz, 1H), 2.40 — 2.36 (m, 2H), 2.19 (td, J =
6.7, 2.6 Hz, 2H), 1.57 (dtd, J = 6.3, 4.1, 3.5, 2.2 Hz, 4H); '3C NMR (126 MHz, (CD),S0): & (ppm) = 161.7, 149.5, 142.5, 99.0, 93.0,
86.3,84.9,84.2, 82.8, 72.9, 71.3, 67.9, 60.0, 57.5, 27.2, 27.0, 18.2, 17.2; HRMS (ESI): calcd. for C1sHz1N20s" [M-HJ: 361.1405; found:
361.1399. IR (ATR): ¥ (cm'") = 497.2 (m), 528.8 (m), 559.0 (m), 589.2 (s), 622.2 (m), 658.1 (s), 767.3 (s), 776.0 (s), 957.0 (m), 1005.9
(m), 1060.5 (s), 1079.2 (m), 1106.5 (s), 1141.0 (m), 1191.3 (m), 1247.3 (m), 1260.3 (m), 1270.3 (m), 1392.5 (m), 1408.3 (m), 1434.1
(m), 1455.7 (m), 1674.1 (s), 2240.3 (w), 2868.3 (w), 2940.2 (), 3069.5 (w), 3244.9 (m), 3262.1 (m), 3365.6 (W), 3467.6 (w).

5-(Octa-1,7-diynyl)-5’-0-(4,4’-dimethoxytrityl)-2’-O-methyluridine (16)

S o
S
| NH

=
(@)

DMTrO

15 (78.0 mg, 215 pmol, 1.00 eq.) was dissolved in dry pyridine (2.2 mL) and DMAP (2.60 mg, 21.5 umol, 0.10 eq.) was added. The
mixture was cooled down to 0 °C, 4,4’-dimethoxytrityl chloride (109 mg, 323 pmol, 1.50 eq.) was added and the reaction mixture was
stirred at rt for 18 h. The reaction was quenched by addition of MeCH and the solvents were evaporated. After purification by flash
column chromatography (silica, DCM:MeOH = 100:0 + 0.1% pyridine = 98:2 + 0.1% pyridine) and co-lyophilization from benzene, 16
(104 mg, 156 umol, 73%) was obtained as a yellowish foam.

Rr = 0.26 (DCM:MeOH = 95:5); "H NMR (500 MHz, (CD3),CO): 5 (ppm) = 7.99 (s, 1H), 7.57 — 7.51 (m, 2H), 7.46 — 7.39 (m, 4H), 7.37
~7.30 (m, 3H), 7.28 — 7.22 (m, 1H), 6.93 — 6.88 (m, 4H), 5.94 (d, J = 3.5 Hz, 1H), 4.53 (td, J = 6.6, 5.2 Hz, 1H), 4.09 (ddt, J= 9.4, 7.2,
3.8 Hz, 3H), 3.80 (s, 6H), 3.55 (s, 3H), 3.47 (dd, J = 10.9, 3.9 Hz, 1H), 3.38 (dd, J = 10.9, 2.1 Hz, 1H), 2.80 — 2.76 (m, 1H), 2.31 (t, J =
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2.7 Hz, 1H), 2.09 (tt, J = 7.1, 2.9 Hz, 4H), 1.51 — 1.29 (m, 4H); 13C NMR (126 MHz, (CD5),CO): & (ppm) = 161.8, 159.3, 150.0, 145.8,
142.0, 136.5, 136.3, 130.6, 130.6, 128.6, 128.4, 127.2, 113.7, 113.7, 100.7, 93.7, 88.1, 87.1, 84.3, 84.1, 84.1, 72.7, 69.7, 69.6, 63.2,
58.4, 55.2, 28.1, 27.9, 19.0, 17.9; HRMS (ESI): calcd. for CasHaoN.OsNa* [M+Na]*: 687.2677; found: 687.2666. IR (ATR): ¥ (crm
") = 584.8 (m), 704.1 (m), 827.7 (m), 1001.6 (w), 1033.2 (m), 1066.3 (m), 1087.8 (m), 1116.6 (m), 1176.9 (m), 1250.2 (s), 1276.1 (m),
1299.1 (m), 1445.6 (m), 1457.1 (m), 1508.9 (m), 1608.0 (m), 1695.7 (s), 2836.7 (w), 2933.0 (m), 3071.0 (w), 3185.9 (w), 3292.3 (w).

5-(Octa-1,7-diynyl)-5’-0-(4,4’-dimethoxytrityl)-3’-O-((2-cyanoethoxy)(diisopropylamino)phosphino)-2’-
O-methyluridine (12)

A o

DMTrO

16 (95.0 mg, 143 pmol, 1.00 eq.) was dissolved in dry DCM (1.4 mL), DIPEA (100 pL, 572 pmol, 4.00 eq.) was added and the solution
was cooled down to 0 °C. 2-Cyanoethyl N,N-diisopropylchlorophosphor-amidite (800 pL, 357 umol, 2.50 eq.) was added dropwise and
the reaction mixture was stirred at rt for 3 h. The reaction was diluted with sat. NaHCOj solution and extracted with DCM (3x). The
combined organic layers were dried over MgSQO, and concentrated under reduced pressure. After purification by flash column
chromatography (silica, EtOAc:nHex = 1:1 + 0.1% pyridine) and co-lyophilization from benzene, 12 (94.0 mg, 109 pmol, 76%) was
obtained as a colorless solid.

3P NMR (202 MHz, (CD3),CO): & (ppm) = 149.95, 149.90; HRMS (ESI): calcd. for C4gHssN4OoP* [M+H]*: 865.3936; found: 865.3939.
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Synthesis and purification of oligonucleotides

All canonical and modified phosphoramidites were obtained from Sigma-Aldrich (Bz-A-CE, Dmf-G-CE, Ac-C-CE, U-CE, 2’-OMe-Bz-A-
CE and 2'-OMe-Ac-C-CE) and Baseclick (C8-Alkyne-dU-CEP). RNA oligonucleotides (Table S1, Figure S1) were synthesized on a
2 umol scale using High Load Glen UnySupport™ as solid support using an RNA automated synthesizer (Applied Biosystems 394
DNA/RNA Synthesizer) with standard phosphoramidite chemistry. Oligonucleotides were synthesized in DMT-OFF mode using DCA
as deblocking agent in CH,Cl,, Activator 42® as activator in MeCN, Ac;O as capping reagent in pyridine/THF and |, in pyridine/H,O or
DDTT (0.05 M) in pyridine/acetonitrile (3/2) as oxidizer/sulfurizer. The cleavage and deprotection of the CPG bound RNA
oligonucleotides were performed with NHsOHaqyNHzMe(aq,) (1/1, 1 mL) at 65 °C for 60 min. The supernatant was transferred, and the
beads were washed with water (3 x 0.2 mL). The combined aqueous solutions were evaporated at 35 °C under reduced pressure using
a SpeedVac concentrator. For partially modified strands the residue was subsequently heated in a solution of triethylamine
trihydrofluoride (98% in triethylamine, 125 pL) in DMSO (100 pL) at 65 °C for 1.5 h. Upon cooling in an ice bath, the oligonucleotides
were precipitated by adding NaOAc (3.0 M in H>O, 25 uL) and n-BuOH (1 mL). The resulting suspension was vortexed and kept at -
80 °C for 30 min. After the centrifugation at 4 °C for 1 h, the supernatant was removed, and the remaining oligonucleotide pellet was
lyophilized. The oligonucleotides were further purified by semi-preparative reverse-phase HPLC using an Agilent Technologies 1260
Infinity Il System with a G7114A detector equipped with the column VP 250/10 Nucleodur 100-5 C18ec from Macherey Nagel. A flow
rate of 5 mL/min was applied with a gradient of 0-30% of buffer B in 45 min for the purifications (0-40% for highly modified strands).
The following buffer system was used: buffer A: 100 mM NEt;/HOAc, pH 7.0 in H2O and buffer B: 100 mm NEts/HOAc pH 7.0 in
H.O/MeCN 20/80. The purified oligonucleotides were analyzed by analytical RP-HPLC on an Agilent Technologies 1260 Infinity Il
System with a G7165A detector equipped with the column EC 250/4 Nucleodur 100-3 C18ec from Macherey Nagel using a flow rate
of 1 mL/min, a gradient of 0-30% of buffer B in 45 min (0-40% for highly modified strands). The extinction coefficients of the

oligonucleotides were calculated using the software OligoAnalyzer (http://eu.idtdna.com/calc/analyzer) from Integrated DNA-
Technologies. For oligonucleotides containing non-canonical bases, the extinction coefficients were assumed to be identical to those
containing only canonical counterparts. The structural integrity of the synthesized oligonucleotides was analysed by MALDI-TOF mass
measurement for which the synthesized oligonucleotide was desalted on a 0.025 ym VSWP filter from Millipore, co-crystallized in a 3-

hydroxypicolinic acid matrix and measured on an Autoflex Il from Bruker.
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Synthesized Oligonucleotides
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Table $1. Summary of synthesized oligonucleotides. Am = 2'-OMe-A, Cm = 2'-OMe-C, Gm = 2'-OMe-G, Um = 2’-OMe-U, Af = 2'-F-A,

WILEY-VCH

Cf = 2'-F-C, Gf = 2'-F-G, dT = thymidin, s = phosphorothioate, X = C8-Alkyne-dU, Xm = C8-Alkyne-2'-OMe-U.

Oligonucleotide

Sequence (5'—3')

ORN 1-sense

CCA UGAm GAA GUA UGA CAmA CXdT

ORN 1-antisense

GUU GUCm AUA CUU CUCm AUG GdTdT

ORN 2-sense

GCC AUCm AAC GAU AAG UGmA AXdT

ORN 2-antisense

UUC ACUm UAU CGU UGAmM UGG CdTdT

ORN 3-sense

Cms Ums Am Gm Am Cm Cf Um Gf Um dT Um Um Gm Cm Um Um Um Um Gm Xm

ORN 3-antisense

Ams Cfs Am Af Af Af Gm Cf Am Af Am Af Cm Af Gm Gf Um Cf Um Am Gms Ams Am
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Figure $1. HPL-chromatograms and MALDI-TOF mass spectra of the purified Oligonucleotides. (a) ORN 1-antisense (b) ORN 1-sense (c) ORN 2-antisense (d)
ORN 2-sense (e) ORN 3-antisense (f) ORN 3-sense.
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Tandem click procedure

To a solution of the oligonucleotide (4.0 mM in HzO, 5.0 yL) the azide-linker solution (20 mm in DMSO, 2.5 L, 2.5 eq.), CuSQO4 (50 mm
in 100 mmM THPTA solution in H20, 5.0 pL) and ascorbate (50 mm in H,O, 10 pL) were added. The reaction mixture was degassed with
argon and thoroughly shaken at 25 °C for 30 min. Then the sugar-alkyne solution (50 mm in DMSO, 8.0 pL, 20 eq.), CuSQO4 (50 mm in
100 mm THPTA solution in H2O, 5.0 pyL) and ascorbate (50 mm in H;O, 10 pL) were added. The reaction mixture was degassed with
argon and thoroughly mixed at 25 °C for 1 h. The reaction was monitored by MALDI-TOF. After the addition of EDTA (50 mm, 20 pL),
the crude mixtures were purified by reversed-phase HPLC. The click products were analysed by analytical reversed-phase HPLC and
MALDI-TOF (Table S2, Figure S2a-e).

Analytical reversed-phase HPLC for purification and analytics was performed at 60 °C with a gradient of 0-40% of buffer B in 45 min.

Tandem click procedure for the highly modified oligonucleotide

To a solution of oligonucleotide ORN 3-sense (4.0 mM in H2O, 5.0 L) the azide-linker solution (20 mm in DMSO, 1.2 L, 1.2 eq.),
CuBr-Me5S (50 mM in 100 mm THPTA solution in DMSO/H»0 (v/v = 1/1), 5.0 pL) and ascorbate (50 mm in H>O, 5.0 puL) were added.
The reaction mixture was degassed with argon and thoroughly shaken at 25 °C for 30 min. Then the sugar-alkyne solution (50 mm in
DMSO, 3.9 pL, 9.8 eq.), CuBr-MezS (50 mm in 100 mm THPTA solution in DMSO/H.0O (v/v = 1/1), 5.0 yL) and ascorbate (50 mm in
H>0, 5.0 uL) were added. The reaction mixture was degassed with argon and thoroughly mixed at 25 °C for 1 h. The reaction was
monitored by MALDI-TOF. After the addition of EDTA (50 mm, 20 pL), the crude mixture was purified by reversed-phase HPLC. The
click product was analysed by analytical reversed-phase HPLC and MALDI-TOF (Table S2, Figure S2g).

Analytical reversed-phase HPLC for purification and analytics was performed at 60 °C with a gradient of 0-35% of buffer B in 45 min.

Clicked Oligonucleotides

Table $2. Summary of clicked oligonucleotides. Am = 2'-OMe-A, Cm = 2'-OMe-C, Gm = 2-0OMe-G, Um = 2'-OMe-U, Cf = 2'-F-C, Gf = 2'-F-G, dT = thymidin,
s = phosphorothioate, X(3xSugar) = C8-Alkyne-dU + Linker + 3x Sugar, Xm(3xSugar) = C8-Alkyne-2'-OMe-U + Linker + 3x Sugar.

Oligonucleotide Sequence (5—3")
ORN 1-sense-3xGlc CCA UGAmM GAA GUA UGA CAmA CX(3xGlc)dT
ORN 2-sense-3xGlc GCC AUCm AAC GAU AAG UGmA AX(3xCGle)dT
ORN 1-sense-3xMan CCA UGAm GAA GUA UGA CAmA CX(3xMan)dT
ORN 2-sense-3xMan GCC AUCm AAC GAU AAG UGmA AX(3xMan)dT
ORN 1-sense-3xGalNAc CCA UGAmM GAA GUA UGA CAMA CX(3xGalNAc)dT
ORN 2-sense-3xGalNAc GCC AUCm AAC GAU AAG UGmA AX(3xGalNAc)dT
ORN 3-sense-3xGalNAc Cms Ums Am Gm Am Cm Cf Um Gf Um dT Um Um Gm Cm Um Um Um Um Gm Xm(3xGalNAc)
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Figure S2. HPL-chromatograms and MALDI-TOF mass spectra of the clicked and purified Oligonucleotides. (a) ORN 1-sense-3xGlc (b) ORN 2-sense-3xGlc
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(c) ORN 1-sense-3xMan (d) ORN 2-sense-3xMan (e) ORN 1-sense-3xGalNAc (f) ORN 2-sense-3xGalNAc (g) ORN 3-sense-3xGalNAc.
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Calibration curve

Oligonucleotides ORN 1-sense, ORN 2-sense and ORN 3-sense were used for the development of HPLC calibration curves
(Figure S3, Table S3). Separate stock solutions of the oligonucleotides were prepared in ddH,O (1 mMm). Separate standard solutions
containing 10; 8; 6; 4; 2 and 1 nmol of ORN 1-sense and ORN 2-sense (6, 4, 2, 1 and 0.5 nmol for ORN 3-sense) were prepared in a
final volume of 100 pL. The standard solutions were injected in an analytical HPLC equipped with a C18 column and using buffers A
and B (gradient for ORN 1-sense and ORN 2-sense: 0-40% of B in 45 min at 60 °C; gradient for ORN 3-sense: 0-35% of B in 45 min
at 60 °C; flow rate = 1 mL/min). The absorbance was monitored at 260 nm and 290 nm and the areas of the chromatographic peaks
were determined by integration of the HPL-chromatograms. The plot of the chromatographic area (a.u.) versus the amount (nmol) of

each oligonucleotide followed a linear relationship.

a) b)
35000 1 35000
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25000 4 Y __ 25000 .-
E 3
20000 A 3 20000 .-
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Figure $3. Chromatographic area (a.u.) vs. amount (nmol) of (a) ORN 1-sense, (b) ORN 2-sense and (c) ORN 3-sense. The line shows the fit of the data to a

linear regression equation. Error bars are standard deviations from three independent experiments.

Table S3. Calibration curves (y = mx + n) obtained by HPLC analyses of ORN 1-sense, ORN 2-sense and ORN 3-sense and calculated extinction coefficients of

ORN 1-sense, ORN 2-sense and ORN 3-sense using the OligoAnalyzer Version 3.0 from Integrated DNA Technologies.

Oligonucleotide Slope, m [nmol] Intercept, n r? e [M-cm]
ORN 1-sense 3009.4 400.2 0.9997 215700
ORN 2-sense 2983.1 259.84 0.9996 216300
ORN 3-sense 2213.9 67.874 0.9998 195400
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Quantification of tandem click reaction
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The yield of tandem click reactions was determined using the corresponding calibration curves at 290 nm (Table S4). The areas of the

chromatographic peaks were determined by integration. The product is defined as one oligonuclectide and three sugar molecules

attached to one linker. The byproduct consists of two oligonucleotides and two sugar molecules attached to one linker.

Table S4. Determined yields of various tandem click reactions via the corresponding calibration curve.

Integrated Area [a.u.] Yield [%]
Oligonucleotide

Product Byproduct Product Byproduct

56087.9 4208.6 92.5 2.8
ORN 1-sense-3xGlc

48039.6 3035.92 79.2 1.9

51490.1 6330.50 85.9 4.9
ORN 2-sense-3xGlc

48770.4 5914.28 81.3 4.5

54230.2 3773.86 89.4 25
ORN 1-sense-3xMan

49160.0 3091.01 81.0 1.9

48843.1 7221.80 81.4 5.6
ORN 2-sense-3xMan

47658.8 5708.96 79.4 4.3

59090.4 4060.37 97.5 2.7
ORN 1-sense-3xGalNAc

53269.6 3457.29 87.8 2.2

51163.0 6166.93 85.3 4.7
ORN 2-sense-3xGalNAc

48992.3 477249 81.7 36

331419 4391.90 74.7 4.8
ORN 3-sense-3xGalNAc

35160.4 3287.98 79.3 3.6

Optimization of tandem click reaction

To investigate the influence of the Cu* concentration on the tandem click reaction yield three CuSO. stock solutions were prepared:
25 mM CuS0Qy4, 50 mM CuSO4, 100 mM CuSQy4. The ratio between CuSQO4 and THPTA as well as to ascorbate was kept constant. The
tandem click procedure was followed and after completion the reaction mixture was directly injected into the analytical HPLC. The areas

of the chromatographic peaks were determined by integration and the ratio was calculated (Table S5, Figure S4).

Table S5. Influence of CuSQO4 concentration on the product/byproduct ratio of the tandem click reaction.

Integrated Area [a.u.] Ratio [%]
Oligonucleotide CuS0s stock solution
Product Byproduct Product Byproduct
25 mMm 23356.3 4111.43 91.9 8.1
ORN 2-sense-
3xGalNAc 50 mm 51163.0 6166.93 94.3 57
100 mm 23685.3 982.314 98.0 20
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Figure S4. Crude HPL-chromatograms of the tandem click reaction towards ORN 2-sense-3xGalNAc with (a) 25 mm, (b) 50 mm and (c) 100 mM CuSOs stock
solutions at 290 nm. The signal that could be assigned to the product ORN 2-sense-3xGalNAc is highlighted in blue there as the signal corresponding to the

byproduct was marked in green. The reagents elute within the first five minutes.
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In addition, the influence of the Cu* concentration on the yield of the tandem click reaction for oligonucleotide ORN 3-sense was
determined for two different concentrations: 50 mm CuBr-MezS, 100 mm CuBr-Me:S. The ratio between CuBr-Me;S and THPTA as
well as to ascorbate was kept constant. The tandem click procedure for highly modified oligonucleotides was followed and after
completion the reaction mixture was directly injected into the analytical HPLC. The areas of the chromatographic peaks were

determined by integration and the ratio was calculated (Table S6, Figure S5).

Table S6. Influence of CuBr-Me2S concentration on the product/byproduct ratio of the tandem click reaction for highly modified oligonucleotides.

Integrated Area [a.u.] Ratio [%]
Oligonucleotide CuBr-Me:S stock solution
Product Byproduct Product Byproduct
ORN 3-sense- 50 mm 33141.9 4391.90 93.8 6.2
3xGalNAc 100 m 37111.8 3667.52 95.3 47
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Figure S5. Crude HPL-chromatograms of the tandem click reaction towards ORN 3-sense-3xGalNAc with (a) 50 mm and (b) 100 mm CuBr-MezS stock solutions
at 290 nm. The signal that could be assigned to the product ORN 3-sense-3xGalNAc is highlighted in blue there as the signal corresponding to the byproduct was
marked in green. The reagents elute within the first five minutes.
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Nucleoside Click procedure

The experiment was performed in accordance with the conditions of the tandem click (S16). To a solution of the 5-(octa-1,7-diynyl)-2"-
O-methyluridine nucleoside (4.0 mm in DMSQO, 6.90 mL) the azide-linker solution (20 mMm in DMSO, 3.45 mL, 2.5 eq.), CuSQ4 (50 mm
in 100 mm THPTA solution in Hz0, 6.90 mL) and ascorbate (50 mm in H.O, 13.8 mL) were added. The reaction mixture was degassed
with argon and thoroughly shaken at 25 °C for 30 min. The reaction was quenched by the addition of EDTA (50 mMm in H20, 27.6 mL)
and the salts were removed through extraction with DCM (4 x 40 mL). The combined organic layers were dried over MgSO4 and the
solvent was evaporated. The crude was taken up in H2O and lyophilized to remove residues of DMSO. Only the unreacted linker 3 was
removed by reverse-phase column chromatography (C18 silica, H,O:MeCN, 100:0 - 45:55). The linker 3, the crude mixture and the
final crude were analyzed by '"H NMR (Figure S6). The shift of the signal at 4.52 ppm to 5.65 ppm (final crude in red) indicates the full
conversion to one product. The downfield shift of the picolyl-CH; signal (4.52 ppm) of linker 3 indicates that only the picolyl azide reacts

with the nucleoside.
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Figure $6. 'H NMR spectra of linker 3 (blue), the crude mixture (green) and the final fraction (red). The picolyl-CH2 group of the linker 3 before (orange) and after

(blue) the click reaction are highlighted.
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Trapped ion mobility spectrometry (TIMS)-TOF-Experiment

A TIMS-TOF-Experiment was carried out to investigate the regioselectivity of the click reaction between the oligonucleotide ORN 2-
sense and the picolyl azide of linker 3. The lyophyllized RNA strands were dissolved in 100 uL of MS-grade water and diluted 1:100 in
ammonium acetate buffer (150 mm, pH 7.5). RNA-strands were then directly infused into a timsTOF Pro mass spectrometer (Bruker)
using a syringe pump (flow rate 20-30 pL/min). Parameters for the ES| source were as followed: The capillary voltage was set to 4500 V,
the nebulizer was set to 5.0 bar, dry gas was enabled to 5 L/min and the dry temperature was set to 220 °C. Tims was enabled and
the inverse ion mobility 1/K, was set to 0.6 — 1.8 Vs cm™. Data was recorded in positive mode. MS averaging was set to higher then
1x, the ramp time was set to 100 ms or higher and the mass range was focused on the region of interest (between 1000 to 1500 m/z

depending on the RNA strand).
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Figure S7. Analysis of the initial click reaction of ORN 2-sense and linker 3 by trapped ion mobility MS. Heat maps of (a) ORN 2-sense and (d) ORN 2-sense + 3.
(b), (e) Extracted ion mobilogram, plotting the signal intensity at 1364 Da (ORN 2-sense (b)), 1550 Da and 1554 Da (ORN 2-sense + 3 (e)) against ion mobility
(1/Ko). (c), (f) Mass spectra at the ion mobility values of 0.95 (ORN 2-sense (c)), 1.15 and 1.019 (ORN 2-sense + 3 (f)).
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First, the starting material ORN 2-sense was measured as a reference by trapped ion mobility spectrometry. The data shows one
mobility with a mass of 1364 Da (Figure S7a-c). In contrast, ORN 2-sense conjugated to linker 3 shows two different mobilities in the
heat map (Figure S7d). The dominating species with a mobility of 1/K, = 1.019 can be identified as the desired conjugate by its mass
of 1550 Da (Figure S7e-f (purple line)). The second species with a mobility of 1/Ko = 1.15 and a mass of 1554 Da correlates to the
ammonium adduct of the desired conjugate ORN 2-sense + 3 (Figure S7e (brown line)). It was assumed that ORN 2-sense + 3 is
formed under the click condition and can adopt two different conformations in the presence of ammonium ions (Figure $8) and therefore

shows two different mobilities.

H-N-H N+
H N -
o} =

= N
NN H i
>?) N N~ ™Oy O™ Oy, N N o™ Oy O™ Oy,
ORN H H
l¢] O/\/O\/\O/\/Ng o o/\/O\/\O/\/N3

O\/\O/\/O\/\N3 o\/\o/\/o\/\N3

Figure S8. Possible conformational isomers of linker 3 in solution containing ammonium ions.
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Investigation of conformational changes of Glc during click reaction

The stability and the influence of the CuAAC reagents on the carbohydrates was investigated using Glc as an example. To test the
stability, Glc was dissolved in DMSO (20 mM) and stored for one month at -20 °C. After Iyophilization a '"H NMR measurement was

performed showing no degradation or anomerisation (Figure S§9).

an H —_ e e e nl el by
8 g g z g o 85 g 8 i
g8 s g g § ! Sg 3 g8 5
49 48 47 46 45 44 43 42 41 40 39 38 37 36 35 34 33 32 31 30 29 28

f1 (ppm)
Figure $9. 'H NMR spectra of Glc stored at -20 °C for one month.

To investigate whether O-glycosidic anomeric interconversion occurs during the click reactions, Gle was incubated under the tandem
click reaction conditions. The glucose-alkyne solution (50 mm in DMSO, 286 uL), CuSQ4 (50 mm in 100 mm THPTA solution in HzO,
179 uL) and ascorbate (50 mm in H,O, 358 pL) were added into a reaction vessel and the reaction mixture was degassed with argon
and thoroughly mixed at 25 °C for 1 h. Afterwards the reaction was immediately desalted using a Sep-Pak® from Waters. For
equilibration, the cartridge was washed with MeCN (10 mL), MeCN/100 mM NaCl (1/1, 10 mL) and 100 mmM NaCl (10 mL). The reaction
was diluted with 100 mm NaCl (5 mL), loaded onto the cartridge, and washed with H.O (10 mL). Elution was achieved by adding elution
buffer (35% MeCN, 35% MeOH, 30% H,0). After removing the solvents using vacuum centrifugation and lyophilization a 'H NMR
measurement was performed (Figure $10). The 'H NMR spectra shows that the duplet signal corresponding to the anomeric center is
converted into two duplets due to the click reaction. The coupling constant of both duplets is identical (7.9 Hz), this indicates that the
Glc undergoes a conformational change by sugar puckering and not by anomeric interconversion.
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Figure $10. '"H NMR spectra of Glc under the entire tandem click reaction conditions.
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NMR spectra of synthesized compounds

H and "*C{'H} NMR spectra of compound 5
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H and "*C{'H} NMR spectra of compound 6
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H and "*C{'H} NMR spectra of compound A
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'H and "*C{'H} NMR spectra of compound 8
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H and "*C{'H} NMR spectra of compound 9
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'H and *C{'H} NMR spectra of compound 10
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'H and "*C{'H} NMR spectra of tert-butyl (2-(2-(2-aminoethoxy)ethoxy)ethyl)carbamate
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'H and "*C{'H} NMR spectra of compound 11
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H and "*C{'H} NMR spectra of compound B
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'H and "*C{'H} NMR spectra of compound 3
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'H and "*C{'H} NMR spectra of compound Glc

62E
QOE TEE:
QOED TEE
QOED TE'E
QOED TE'EY ﬁ
QOED TEE

Glc

Wsm.:
o't

¥ 860
90

= 007

= 850

4.0

4.5

-— 260

o 00T
= 802
A 107

LeTT
iy
™ 860
= 960
= 002
™ 860

T

10.5

70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 00
f1 (ppm)

7.5

95 9.0 85 8.0

10.0

115 11.0

12.0

Sb'v0T—

T
100

f1 (ppm)

S36



WILEY-VCH

H and *C{'H} NMR spectra of compound Man
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H and 3C{'H} NMR spectra of compound GalNAc
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'H and 3C{'H} NMR spectra of compound 14
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H and "*C{'H} NMR spectra of compound 15
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H and '*C{'H} NMR spectra of compound 16
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31p{'H} NMR spectra of compound 12
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