FACH-BOOKLET 0 LIFE SCIENCES

Festphasen-
Oligonukleotid-
Synthese

Von der Phosphoramidit-Chemie zur skalierbaren Produktion —
Grundlagen, Prozesskette und der KNAUER OligoScaler.

Ein technischer Leitfaden fir wissenschaftliche Anwender Ausgabe 2026



INHALT

Inhaltsverzeichnis

TEIL I . GRUNDLAGEN

01  Vorwort & Zielsetzung

02  Historische Entwicklung & Bedeutung

03 Chemische Grundlagen & Schutzgruppenkonzept
04  Der Phosphoramidit-Synthesezyklus

05 Feste Triager & Reagenzien

TEIL II . ANWENDUNG & PROZESS

06  Modifikationen & therapeutische Oligonukleotide
07  Downstream-Prozesskette

08  Skalierung & Prozessentwicklung

TEIL ITII . PLATTFORM & INTEGRATION

09  Der KNAUER OligoScaler

10 Integration in den KNAUER Life-Science-Workflow
11 Qualitatskontrolle und regulatorische Aspekte
TEIL TV . ABSCHLUSS

12 Zusammenfassung und Ausblick

13 Anhang: Glossar, Abkiirzungen, Literatur

HINWEIS Dieses Dokument ist als druckbares A4-Booklet (PDF-Export liber die Druckfunktion

des Browsers) und zugleich als wiederverwendbarer Webseiten-Inhalt konzipiert.
Samtliche Grafiken sind vektorbasiert eingebettet, sodass die Datei eigenstandig und

offline nutzbar ist.



TEIL I - GRUNDLAGEN

01 vorwort & Zielsetzung

Synthetische Oligonukleotide gehdren heute zu den am breitesten eingesetzten Werkzeugen
der Life Sciences. Kurze, chemisch definierte DNA- oder RNA-Strange dienen als Primer in der
Polymerase-Kettenreaktion (PCR), als Sonden in der quantitativen PCR (gPCR), als Adapter-
und Indexsequenzen im Next-Generation-Sequencing (NGS), als Guide-RNAs in CRISPR/Cas-
Systemen, als Bausteine fir DNA-Origami und molekulare Datenspeicherung sowie als
Wirkstoffe in einer wachsenden Klasse von Nukleinsaure-Therapeutika. Diese Vielfalt an
Anwendungen macht die Oligonukleotidsynthese zu einer Querschnittstechnologie, die
Grundlagenforschung, Diagnostik und pharmazeutische Produktion gleichermafden unterstiitzt.

Das vorliegende Booklet richtet sich an wissenschaftliche Anwender mit Hochschul- oder
Promotionsabschluss in Chemie, Biochemie, Molekularbiologie sowie Prozess- und
Bioingenieurwesen. Es setzt Grundkenntnisse der Nukleinsdaurechemie voraus und verfolgt das
Ziel, die Prinzipien der Festphasen-Oligonukleotidsynthese systematisch, prazise und
anwendungsnah darzustellen — von der historischen Entwicklung Uber die zugrundeliegende

Chemie bis hin zu Fragen der Prozessfihrung, Analytik und industriellen Skalierung.

Der Aufbau folgt einer fachlichen Logik: Die einleitenden Kapitel (1-5) behandeln die historische
Herleitung, die chemischen Grundlagen und den eigentlichen Syntheseablauf einschliefslich der
verwendeten festen Tragermaterialien. Die nachfolgenden Kapitel vertiefen Aspekte der
Reaktionsfiihrung, der Aufreinigung und Analytik, der Sondertypen von Oligonukleotiden (z. B.
modifizierte oder therapeutische Oligonukleotide) sowie der Prozessskalierung vom Labor- in
den Produktionsmafsstab. Ein wiederkehrender Schwerpunkt liegt dabei auf der Frage, wie sich
eine im Kleinmafsstab etablierte Synthesechemie robust und reproduzierbar auf grofsere
Ansatze Ubertragen lasst — ein Thema, das im Kontext modularer, skalierbarer
Syntheseplattformen wie dem KNAUER OligoScaler an mehreren Stellen des Booklets wieder
aufgegriffen wird.



TEIL I - GRUNDLAGEN

02 Historische Entwicklung & Bedeutung

2.1 Von der Losungssynthese zur Festphase

Die chemische Synthese von Oligonukleotiden reicht in ihren Anfangen bis in die 1950er-Jahre
zurlck. Alexander Todd und Har Gobind Khorana entwickelten in dieser Zeit die sogenannte
Phosphodiester-Methode, mit der sich Nukleotide in LOsung schrittweise miteinander
verknipfen liefsen. Diese Arbeiten waren fundamental fir das Verstandnis der
Nukleinsaurechemie, jedoch war die Losungssynthese aufserordentlich aufwendig: Nach jedem
Kupplungsschritt musste das Produkt aus dem Reaktionsgemisch isoliert und gereinigt werden,
bevor der nachste Baustein angefligt werden konnte. Die Ausbeuten sanken mit zunehmender
Kettenlange rapide, sodass die Synthese langerer, definierter Sequenzen praktisch nicht

realisierbar war.

Den entscheidenden konzeptionellen Anstofs zur Losung dieses Problems lieferte ein Verfahren,
das urspriinglich nicht fir Nukleinsauren, sondern fir Peptide entwickelt wurde: 1963 stellte
Robert Bruce Merrifield das Prinzip der Festphasensynthese vor. Die wachsende Kette wird
dabei kovalent an ein unldsliches, partikulares Tragermaterial gebunden; Uberschissige
Reagenzien und Nebenprodukte lassen sich nach jedem Reaktionsschritt einfach durch Filtration
und Waschen entfernen, ohne dass eine Isolierung des Zwischenprodukts erforderlich ist.
Fir diese Arbeit wurde Merrifield 1984 mit dem Nobelpreis fir Chemie ausgezeichnet.
Das Festphasenprinzip bildete damit den konzeptionellen Ursprung flr die spatere
Festphasen-Oligonukleotidsynthese.

2.2 Ubertragung auf Nukleotide und die Phosphoramidit-Chemie

Robert Letsinger Ubertrug das Festphasenkonzept in den spaten 1960er- und den 1970er-
Jahren auf die Synthese von Oligonukleotiden und entwickelte hierfiir den Phosphittriester-
Ansatz, bei dem dreiwertige Phosphorverbindungen als reaktive Zwischenstufen genutzt
wurden. Dieser Ansatz war chemisch vielversprechend, litt jedoch zunachst an der begrenzten
Stabilitat und Reaktivitat der eingesetzten Kupplungsreagenzien.

Der eigentliche Durchbruch gelang 1981 Serge Beaucage und Marvin Caruthers mit der
Einflhrung der Phosphoramidit-Chemie. Sie entwickelten Nukleosid-Bausteine mit einer
Phosphoramidit-Funktion am 3'-Ende, die sich durch hohe Stabilitat bei Lagerung und
gleichzeitig hohe Reaktivitat nach chemischer Aktivierung auszeichnen. Diese Kombination aus
Lagerstabilitat und Kupplungseffizienz erwies sich als entscheidender Vorteil gegeniiber den
zuvor verwendeten Phosphittriester- und Phosphodiester-Reagenzien und machte die
Phosphoramidit-Chemie zur Grundlage nahezu aller heute eingesetzten Syntheseverfahren.

Bereits ab 1983 folgte die Automatisierung der Festphasensynthese: Die ersten
kommerziellen DNA-Synthesizer, unter anderem von Applied Biosystems, ermdglichten die
programmgesteuerte, sequenzielle Abarbeitung der Syntheseschritte ohne manuelle Eingriffe.



Die Kombination aus robuster Phosphoramidit-Chemie und automatisierter Prozessfihrung
erlaubte erstmals die reproduzierbare Herstellung von Oligonukleotiden in Routinequalitat.

2.3 Warum sich die Phosphoramidit-Chemie durchsetzte

Drei Faktoren waren mafsgeblich fir den Erfolg der Phosphoramidit-Methode gegeniiber
konkurrierenden Verfahren: Erstens die hohe erzielbare Kupplungseffizienz pro Zyklus, die auch
die Synthese langerer Sequenzen mit vertretbarer Gesamtausbeute erlaubt. Zweitens die
vergleichsweise kurze Reaktionszeit pro Zyklus, wodurch sich Synthesezeiten im Bereich von
Minuten pro Base realisieren lassen. Drittens die gute Automatisierbarkeit des Verfahrens: Alle
vier Kernschritte des Zyklus (siehe Kapitel 4) lassen sich mit fllissigen Reagenzien und einfachen
Fest-Flussig-Trennoperationen durchfihren, was die Konstruktion automatisierter Synthesizer
wesentlich vereinfachte.

2.4 Bedeutung fiir die heutige Life-Science-Industrie

Die Verfugbarkeit robuster, automatisierter Synthesechemie hat die Nachfrage nach
synthetischen Oligonukleotiden Uber Jahrzehnte kontinuierlich wachsen lassen. In der Genomik
und Diagnostik sind kurze DNA-Oligonukleotide unverzichtbar: Als Primer und Adaptermolekiile
sind sie fester Bestandteil von NGS-Bibliotheksvorbereitungen, als markierte Sonden
ermoglichen sie die sequenzspezifische Detektion in der gPCR, und als Guide-RNAs steuern sie
die Zielerkennung von CRISPR/Cas-Systemen in der Genom-Editierung. Auch in der strukturellen
DNA-Nanotechnologie (DNA-Origami) und im aufkommenden Feld der DNA-basierten

Datenspeicherung bilden synthetische Oligonukleotide die molekulare Grundlage.

Eine zweite, industriell zunehmend bedeutsame Anwendung liegt im Bereich der
therapeutischen Oligonukleotide. Mit Fomivirsen wurde 1998 das erste Antisense-
Oligonukleotid (ASO) fir die klinische Anwendung zugelassen; es folgten weitere ASO-
Wirkstoffe wie Nusinersen und Inotersen. Parallel dazu etablierte sich die Klasse der siRNA-
Therapeutika (small interfering RNA), beispielsweise Patisiran und Givosiran, haufig konjugiert
mit N-Acetylgalactosamin (GalNAc) zur gezielten Aufnahme in Leberzellen. Auch die
Herstellung und Qualitatskontrolle von mRNA-Impfstoffen stitzt sich auf synthetische
Oligonukleotide, etwa als Primer fir die Template-Herstellung oder als Referenzmaterialien in

der analytischen Kontrolle.

Dieser wachsende und diversifizierte Bedarf — von Forschungsmengen im Nanomol- bis
Mikromolbereich bis hin zu Produktionsmengen fur klinische und kommerzielle Wirkstoffe —
stellt neue Anforderungen an die industrielle Skalierung der Synthese. Fragen der
Reaktorauslegung, der Reagenziendkonomie und der Prozesstibertragung zwischen Mafsstaben
gewinnen entsprechend an Bedeutung und werden in spateren Kapiteln dieses Booklets
vertieft behandelt.
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03 cChemische Grundlagen &
Schutzgruppenkonzept

3.1 Aufbau von Nukleinsauren

Nukleinsauren bestehen aus einer Abfolge von Nukleotiden, die jeweils aus drei Komponenten
aufgebaut sind: einer heterozyklischen Nukleobase (Adenin, Guanin, Cytosin sowie Thymin in der
DNA bzw. Uracil in der RNA), einem Zuckerbaustein (2'-Desoxyribose in der DNA, Ribose in der
RNA) und einer Phosphatgruppe. Die Nukleotide sind Uber ein Phosphodiester-Riickgrat
miteinander verknlpft, das die 3'-Position eines Zuckers mit der 5'-Position des nachfolgenden
Zuckers verbindet. Biologische Nukleinsaurestrange werden in 5'=3'-Richtung gelesen und auch
enzymatisch in dieser Richtung synthetisiert.

Die chemische Festphasensynthese verlauft demgegeniber in umgekehrter Richtung, also
3'-5" Das erste Nukleosid ist tber seine 3'-Position an den festen Trager gebunden, und jeder
nachfolgende Baustein wird Uber sein 3'-Phosphoramidit an die freie 5'-Hydroxylgruppe der
wachsenden Kette gekuppelt. Diese Syntheserichtung ist eine direkte Konsequenz der Chemie
des Phosphoramidit-Zyklus und hat keine biologische Entsprechung.

3.2 Das Schutzgruppenkonzept

Damit die Kupplung an jedem Zyklus ausschliefslich an der gewiinschten Position — der freien 5'-
Hydroxylgruppe der wachsenden Kette — erfolgt, miissen alle Ubrigen reaktiven Zentren des
Molekiils temporar blockiert werden. Dieses Schutzgruppenkonzept ist der eigentliche Kern
der selektiven Oligonukleotidsynthese und betrifft vier funktionelle Gruppen:

e Die 5'-Hydroxylgruppe wird mit einer saurelabilen Dimethoxytritylgruppe (DMT) geschiitzt.
Sie wird zu Beginn jedes Zyklus gezielt und selektiv entfernt (Detritylierung), ohne die Gibrigen
Schutzgruppen anzugreifen.

* Dieexocyclischen Aminogruppen der Nukleobasen Adenin, Cytosin und Guanin sind
nukleophil und missen vor Nebenreaktionen wahrend der Kupplung und Oxidation geschutzt
werden. Ublich sind Benzoyl-Schutzgruppen (Bz) fiir Adenin und Cytosin sowie Isobutyryl-
Schutzgruppen (iBu) fiir Guanin; diese Gruppen sind basenlabil und werden erst in der
abschliefsenden Entschitzung entfernt.

* Die Phosphatgruppe des neu gebildeten Phosphittriesters tragt eine B-Cyanoethyl-
Schutzgruppe, die ebenfalls basenlabil ist und im Zuge der abschliefsenden Entschiitzung
eliminiert wird.

e Beider RNA-Synthese kommt zusatzlich eine Schutzgruppe an der 2'-Hydroxylgruppe zum
Einsatz, etwa tert-Butyldimethylsilyl (TBDMS) oder Bis(2-acetoxyethoxy)methyl (ACE). Sie
muss orthogonal zu den tbrigen Schutzgruppen entfernbar sein.



Entscheidend fir das Gelingen der Synthese ist die Orthogonalitat dieser Schutzgruppen: Jede
Gruppe muss unter Bedingungen entfernbar sein, die die Ubrigen Schutzgruppen nicht
beeintrachtigen. Die saurelabile DMT-Gruppe wird selektiv im sauren Milieu abgespalten,
wahrend die basenlabilen Schutzgruppen an Nukleobasen und Phosphat erst am Ende der
Synthese unter basischen bzw. nukleophilen Bedingungen entfernt werden. Diese chemische
Entkopplung ermdglicht die zyklische, iterative Kettenverlangerung ohne ungewollte
Nebenreaktionen an bereits eingebauten Bausteinen.

3.3 Der Phosphoramidit-Baustein

Der zentrale Reaktionspartner jedes Kupplungsschritts ist das Phosphoramidit: ein Nukleosid,
dessen 5'-Hydroxylgruppe mit DMT geschiitzt ist und dessen 3'-Position eine Phosphoramidit-
Funktion tragt. Diese besteht aus einem dreiwertigen Phosphoratom mit einer
Diisopropylamino-Gruppe als Abgangsgruppe und einer B-Cyanoethyl-Gruppe als Schutzgruppe
fir den Phosphorsauerstoff. Nach Aktivierung durch ein saures Azol-Reagenz (siehe Kapitel 4)
reagiert das Phosphoramidit selektiv mit der freien 5'-Hydroxylgruppe des tragergebundenen
Oligonukleotids und bildet eine Phosphittriester-Bindung. Die Kombination aus DMT-
Schutzgruppe, basengeschiitzter Nukleobase und Phosphoramidit-Funktion mit -Cyanoethyl-
Schutz macht den Baustein zu einem lagerstabilen, aber hochreaktiven Reagenz - die

chemische Grundvoraussetzung fir denim folgenden Kapitel beschriebenen Synthesezyklus.

Agg. 02 Der Phosphoramidit-Baustein und seine Schutzgruppen

5'-0-DMT
Saurelabile Schutzgruppe
(Detritylierung)

2'-Position Zucker Nukleobase

H (DNA) oder 2'-O-TBDMS / 2" -Desoxyribose A/G/C/T-Umit Acyl-
2'-ACE als RNA-Schutz / Ribose Schutzgruppen (Bz, iBu, Ac)

3'-Phosphoramidit

Reaktive Gruppe: P-N(iPr),, B-
Cyanoethyl

Basen-Schutzgruppen (Standard)

A = Benzoyl (Bz) - C = Benzoyl / Acetyl - G = Isobutyryl (iBu) - T/U =
ungeschiitzt
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04 per Phosphoramidit-Synthesezyklus

Die Festphasensynthese von Oligonukleotiden nach dem Phosphoramidit-Verfahren erfolgt als
iterativer Zyklus aus vier chemischen Grundschritten, der fir jede anzufigende Base einmal
durchlaufen wird. Jeder dieser Schritte adressiert eine spezifische chemische Anforderung und ist

auf die vorangegangenen und nachfolgenden Schritte abgestimmt.

4.1 Detritylierung

Zu Beginn jedes Zyklus wird die saurelabile DMT-Schutzgruppe von der 5'-Hydroxylgruppe der
tragergebundenen Kette entfernt. Hierzu wird eine Losung einer schwachen organischen Saure
— Ublicherweise Trichloressigsaure (TCA) oder Dichloressigsaure (DCA) in einem inerten
Losungsmittel — Uber den Trager geleitet. Das dabei freigesetzte DMT-Kation ist intensiv farbig
(orange) und lasst sich photometrisch quantifizieren; diese Eigenschaft wird genutzt, um
die Kupplungseffizienz jedes einzelnen Zyklus messtechnisch zu verfolgen (Tritylwert-
Analyse). Nach der Detritylierung liegt die freie 5'-Hydroxylgruppe fir den folgenden
Kupplungsschritt bereit.

4.2 Kupplung

Der Kupplungsschritt ist der chemisch anspruchsvollste und fir die Gesamtausbeute der
Synthese wichtigste Teilschritt. Das ankommende Phosphoramidit wird zusammen mit einem
sauren Aktivator — typischerweise Tetrazol oder alternative Azol-Aktivatoren wie
Ethylthiotetrazol (ETT) oder Benzylthiotetrazol (BTT) — auf den Trager gegeben. Der Aktivator
protoniert die Diisopropylamino-Abgangsgruppe des Phosphoramidits und erzeugt so eine
hochreaktive Zwischenstufe, die mit der freien 5'-Hydroxylgruppe unter Ausbildung einer neuen
Phosphittriester-Bindung reagiert. Unter optimierten Bedingungen werden pro
Kupplungsschritt Effizienzen im Bereich von etwa 99 bis 99,7 % erreicht.

4.3 Capping

Auch bei optimierter Kupplungschemie reagiert ein kleiner Anteil der 5'-Hydroxylgruppen nicht
mit dem Phosphoramidit. Wiirden diese unreagierten Ketten im nachsten Zyklus weiter
verlangert, entstlinden Fehlsequenzen, denen ein Baustein fehlt (sogenannte (n-1)-
Fehlsequenzen), die sich chromatographisch nur schwer von der Zielsequenz abtrennen lassen.
Um dies zu verhindern, werden im Capping-Schritt alle nicht umgesetzten 5'-Hydroxylgruppen
irreversibel acetyliert. Als Reagenzien dienen (Ublicherweise Essigsaureanhydrid (Ac,0) in
Kombination mit N-Methylimidazol (NMI) als katalytischer Base.

4.4 Oxidation



Die im Kupplungsschritt gebildete Phosphittriester-Bindung enthalt dreiwertigen Phosphor
(P(III)) und ist chemisch instabil. Im letzten Teilschritt des Zyklus wird dieser Phosphittriester
durch eine Iod-Losung (I, in Wasser/Pyridin) zum stabilen Phosphotriester mit finfwertigem
Phosphor (P(V)) oxidiert, welcher dem natirlichen Phosphodiester-Riickgrat entspricht. Soll
stattdessen ein Phosphorothioat-Ruckgrat erzeugt werden, wird anstelle der Oxidation eine
Sulfurierungsreaktion durchgefiihrt, bei der ein Schwefelatom anstelle eines Sauerstoffatoms in
die Phosphatgruppe eingebaut wird.

4.5 Kupplungseffizienz und Gesamtausbeute

Da der Zyklus fir jede Base im Oligonukleotid einmal durchlaufen wird, multipliziert sich die
Effizienz jedes einzelnen Kupplungsschritts Gber die gesamte Synthese. Fir eine Sequenz aus n
Basen ergibt sich die theoretische Gesamtausbeute naherungsweise als:

Gesamtausbeute = Kupplungseffizienz"

Bei einer fir eine gut optimierte Synthese typischen Kupplungseffizienz von 99,5 % pro Zyklus
ergibt sich fur ein Oligonukleotid von 20 Basen Lange eine theoretische Gesamtausbeute von
etwa 0,995 = 91 % (19 Kupplungsschritte fir 20 Basen, da der erste Baustein bereits
tragergebunden vorliegt). Bei langeren Sequenzen macht sich dieser exponentielle
Zusammenhang deutlich starker bemerkbar, was die Bedeutung einer moglichst hohen und
reproduzierbaren Kupplungseffizienz unterstreicht.

GROSSENORDNUNG Einvollstandiger Synthesezyklus (Detritylierung, Kupplung, Capping,
Oxidation) bendtigt typischerweise wenige Minuten pro Base. Die genaue
Zykluszeit hangt von Tragertyp, Reagenzienfiihrung und Geratekonfiguration
ab.




Age. 03 Der iterative Phosphoramidit-Synthesezyklus

@ Detritylierung

Entfernung der 5'-DMT-Schutzgruppe (TCA);
freie 5'-OH-Gruppe

© Kupplung

Aktiviertes Phosphoramidit +
Tetrazol; neue Bindung
(=99,5 %)

@ oxidation

P(II1)~P(V) mit I,/H,0 bzw.
Sulfurierung (PS)

© capping

Acetylierung nicht reagierter 5'-OH; verhindert
Fehlsequenzen

Ein Zyklus verldngert die Kette um ein Nukleotid - typischerweise 3—6 min pro Base
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05 Feste Trager & Reagenzien

5.1 Prinzip der Festphase

Das Grundprinzip der Festphasensynthese besteht darin, das wachsende Oligonukleotid kovalent
an ein unlosliches, partikulares Tragermaterial zu binden. Das erste Nukleosid der Sequenz ist
uber einen Linker fest an den Trager gekoppelt, wahrend alle nachfolgenden Reagenzien —
Phosphoramidite, Aktivator, Capping- und Oxidationsreagenzien — in flussiger Phase im
Uberschuss zugefiihrt werden. Dieser Reagenzieniiberschuss treibt die jeweilige Reaktion zu
hoher Umsetzung, ohne dass eine aufwendige Zwischenaufreinigung erforderlich ware: Nicht
umgesetzte Reagenzien und losliche Nebenprodukte werden nach jedem Reaktionsschritt
einfach durch Waschen des Tragers entfernt. Diese Trennung durch simples Waschen anstelle
einer chromatographischen Aufreinigung nach jedem Schritt ist der entscheidende praktische
Vorteil des Festphasenprinzips und die Voraussetzung fur die Automatisierbarkeit des
gesamten Verfahrens.

5.2 Tragermaterialien

Als feste Tragermaterialien haben sich im Wesentlichen zwei Klassen etabliert:

age. 04 Feste Trager im Vergleich

CPG Polystyrol

Controlled Pore Glass PS / hochvernetzt

O O

Basis Porgses Glas (anorganisch) Basis Vernetztes Polystyrol (polymer)

Poren 500-3000 A, definiert wihlbar Poren gel- / makropords

Quellung keine — starr, formstabil Quellung quillt in organ. Lésungsmitteln

Beladung niedrige pmol/g Beladung hoher, teils >100 pmol/g

Eignung lange Sequenzen, variable Mafsstabe Eignhung robuste Standardsynthesen,
Skalierung

Gemeinsam: ein Linker (meist Succinyl) verbindet das erste Nukleosid mit dem Tréiger; die Abspaltung des fertigen
Oligos erfolgt basisch (z. B. wéssriges Ammoniak).

CPG zeichnet sich durch seine hohe Formstabilitat aus: Da es in organischen Lésungsmitteln
nicht quillt, bleibt die Porenstruktur Uber den gesamten Syntheseverlauf konstant, was



besonders bei der Synthese langer Sequenzen von Vorteil ist. Polystyrol-basierte Trager
hingegen quellen in den wahrend der Synthese verwendeten organischen Lésungsmitteln, was
den Zugang der Reagenzien zu den reaktiven Zentren im Inneren der Partikel beglinstigen kann,
gleichzeitig aber andere Anforderungen an die mechanische Auslegung von Synthesesaulen
stellt. Die Wahl des Tragermaterials sowie der Porengrofde richtet sich in der Praxis nach der
gewtlinschten Sequenzlange, dem angestrebten Mafsstab und den verfahrenstechnischen
Randbedingungen der eingesetzten Syntheseplattform.

Das erste Nukleosid ist Uber einen Succinyl-Linker an den Trager gebunden, der nach
abgeschlossener Synthese durch die abschliefsende Ammoniak- oder Aminbehandlung gespalten
wird und das Oligonukleotid vom Trager freisetzt. Alternativ kommen Universal-Supports zum
Einsatz, bei denen kein sequenzspezifisches erstes Nukleosid vorab an den Trager gekoppelt
werden muss; die erste Base wird stattdessen im ersten regularen Kupplungsschritt eingefihrt,
was die Tragerlogistik vereinfacht.

5.3 Reagenzien- und Losungsmitteliibersicht

Neben dem festen Trager bendtigt jede Synthese eine definierte Reihe an Reagenzienlésungen,
die in separaten Vorratsbehaltern des Synthesizers bereitgestellt und Uber Ventile zyklisch
dosiert werden:

¢ Amidite — die vier (bzw. bei modifizierten Sequenzen mehr) Phosphoramidit-Bausteine,
typischerweise geldst in wasserfreiem Acetonitril.

e Aktivator — Tetrazol- oderalternative Azol-Lésung zur Aktivierung des Phosphoramidits im
Kupplungsschritt.

e Oxidizer — Iod-L6sung (I,/Wasser/Pyridin) zur Oxidation, bzw. Sulfurierungsreagenz fir
Phosphorothioat-Synthesen.

e Capping A/B - zwei Komponenten (Ac,0-L&sung und NMI-Lsung), die im Capping-Schritt
zusammengefihrt werden.

* Deblock - die saure Detritylierungslosung (T CA oder DCA in einem inerten Losungsmittel).

Fir alle Reagenzien und Losungsmittel gilt eine zentrale Randbedingung: Die Synthesechemie
ist gegenliber Wasserspuren empfindlich, da Feuchtigkeit sowohl die Aktivierung des
Phosphoramidits als auch die Kupplungsreaktion selbst beeintrachtigen kann. Wasserfreie
Bedingungen — von der Reagenzienqualitat ber die Lagerung bis zur Gasatmosphare im
Synthesizer — sind daher Giber den gesamten Prozess hinweg einzuhalten.
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06 Modifikationen & therapeutische
Oligonukleotide

Unmodifizierte DNA- oder RNA-Oligonukleotide sind fir den Einsatz als Wirkstoff nur
eingeschrankt geeignet. Sie werden durch Serum- und Zellnukleasen rasch abgebaut, zeigen eine
unglinstige Pharmakokinetik mit schneller renaler Elimination, kénnen unspezifische
Immunreaktionen auslésen und weisen haufig eine unzureichende Duplex-Affinitat auf.
Chemische Modifikationen des Rickgrats, der Zuckereinheit, der Nukleobasen sowie die
Anbindung funktioneller Konjugate adressieren diese Limitierungen gezielt und haben die
Entwicklung therapeutischer Oligonukleotide als eigenstandige Wirkstoffklasse erst ermdéglicht.

6.1 Modifikationen des Phosphat-Riickgrats

Die mit Abstand am weitesten verbreitete Riickgrat-Modifikation ist das Phosphorothioat (PS),
bei dem ein nichtverbriickendes Sauerstoffatom der Phosphodiester-Bindung durch Schwefel
ersetzt wird. Diese Substitution erfolgt wahrend der Festphasensynthese im Oxidationsschritt:
Anstelle der wassrigen Iod-Losung wird ein Schwefel-Transfer-Reagenz eingesetzt.
Phosphorothioate erhohen die Nuklease-Resistenz erheblich,  verbessern die
Plasmaproteinbindung und damit die Pharmakokinetik, senken jedoch tendenziell die

Bindungsaffinitat zum komplementaren Strang geringfigig.

Da das Phosphoratom durch die Schwefel-Substitution zum Stereozentrum wird, entstehen bei
Standardsynthese diastereomere Gemische (Rp/Sp) an jeder PS-verknlpften Position. Diese
Chiralitat beeinflusst Stabilitat, Proteinbindung und biologische Aktivitat einzelner
Diastereomere unterschiedlich stark; stereodefinierte Synthesestrategien sind Gegenstand
aktueller Prozessentwicklung.

6.2 2'-Zucker-Modifikationen

Modifikationen an der 2'-Position der Ribose beeinflussen sowohl die Nuklease-Stabilitat als
auch die Duplex-Affinitat:

e 2'-0-Methyl (2'-OMe): natiirlich vorkommende Modifikation, erhdht Affinitat und Nuklease-
Resistenz moderat.

e 2'-0-Methoxyethyl (2'-MOE): sterisch anspruchsvollere Variante mit weiter verbesserter
Affinitat und Stabilitat, breit eingesetzt in ASO-Wirkstoffen.

e 2'-Fluor (2'-F):kleine, stark elektronegative Gruppe, beglinstigt eine C3'-endo-
Zuckerkonformation und erhoht dadurch die Duplex-Stabilitat, haufig kombiniert mit 2'-OMe
in SiRNA.

e Locked Nucleic Acid (LNA): eine Methylenbrticke fixiert den Zucker in der C3'-endo-
Konformation, was zu einer sehr stark erhohten Bindungsaffinitat pro Einheit fihrt.



Wegen ihrer hohen Affinitat werden 2'-MOE- und LNA-Bausteine haufig in einem Gapmer-
Design eingesetzt: Modifizierte Fligelregionen an beiden Strangenden flankieren einen
zentralen, unmodifizierten DNA-Bereich (,,Gap®). Nur dieser DNA-Gap wird nach Hybridisierung an
die Ziel-mRNA von RNase H erkannt und gespalten, wahrend die Flligel die Nuklease-Stabilitat
und Bindungsaffinitat sicherstellen.

6.3 Konjugate und funktionelle Liganden

Uber Amino-, Thiol- oder alkinhaltige Linker sowie Spacer-Phosphoramidite lassen sich am 5'-
oder 3'-Ende (seltener auch intern) funktionelle Gruppen anbinden:

e GalNAc (N-Acetylgalactosamin), meist als trivalentes Konjugat: bindet mit hoher Aviditat an
den Asialoglykoprotein-Rezeptor (ASGPR) auf Hepatozyten und erméglicht
leberspezifisches Targeting.

* Cholesterin:erhoht durch Bindung an Lipoproteine die zellulare Aufnahme und verlangert
die Zirkulationszeit.

* Peptide:ermdglichen zell- oder gewebespezifisches Targeting bzw. verbesserte
Membranpermeation.

¢ Fluorophore und Quencher:zentral fur diagnostische Anwendungen, etwa in
Hybridisierungssonden (FRET- oder Molecular-Beacon-Formate).

Ae. 05 Chemische Modifikationen therapeutischer Oligonukleotide

Riickgrat-Modifikation 2'-Zucker-Modifikation Konjugate & Liganden

8 Phosphorothioat (PS) - 8 2'-OMe / 2'-MOE - Affinitat 8 GalNAc - Leber-Targeting
erhoht Nuklease-Stabilitat & Stabilitat (Hepatozyten)

® Verbessert ® 2'-F - LNA - hohe Duplex- ® Cholesterin, Peptide,
Pharmakokinetik & Affinitat Fluorophore
Proteinbindung ® Basis des Gapmer-Designs ® Spacer (C3/C6), Biotin,

B Erzeugt Stereozentren Amino-Linker

(R,/S,-Chiralitat)

ANWENDUNGSKLASSEN

Antisense-Oligonukleotide (ASO) - siRNA - Aptamere - CpG-Oligonukleotide - mRNA-Bausteine

GAPMER-PRINZIP Modifizierte, hochaffine Fliigelregionen (z. B. 2'-MOE oder LNA) an beiden
Enden schiitzen einen zentralen DNA-Gap vor Nukleasen und sorgen fur
ausreichende Bindungsaffinitat, wahrend nur der unmodifizierte Gap-Bereich
nach Hybridisierung an die Ziel-mRNA von RNase H erkannt und gespalten
wird.

6.4 Wirkstoffklassen im Uberblick

Auf Basis dieser Modifikationschemie haben sich mehrere therapeutische Oligonukleotid-
Klassen etabliert: Antisense-Oligonukleotide (ASO) binden komplementar an eine Ziel-mRNA
und vermitteln im Gapmer-Format deren RNase-H-Abbau oder modulieren als vollmodifizierte



ASOs das Spleifsen; siRNA wird nach zellularer Aufnahme in den RISC-Komplex eingebaut;
Aptamere binden Zielproteine Uber ihre 3D-Faltung; CpG-Oligonukleotide wirken als
Immunmodulatoren, und modifizierte mRNA-Bausteine erhohen die Translationseffizienz.
Zugelassene Beispiele sind Fomivirsen, Nusinersen, Patisiran und Inclisiran.
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0"/ Downstream-Prozesskette

Die Festphasensynthese liefert das tragergebundene, vollstandig geschiitzte Oligonukleotid.
Erst die nachgelagerten Prozessschritte — Abspaltung, Entschitzung, Analytik, Aufreinigung,
Entsalzung und Formulierung — tberfihren dieses Zwischenprodukt in einen anwendungs- bzw.

wirkstofftauglichen Reinstoff.

7.1 Abspaltung vom Trager und globale Entschiitzung

Im ersten Schritt wird das Oligonukleotid vom festen Trager abgespalten und es werden die
permanenten Schutzgruppen an den exocyclischen Aminofunktionen der Basen sowie am
Phosphat entfernt. Fiir DNA- und die meisten modifizierten Oligonukleotide ist die Behandlung
mit konzentriertem wassrigem Ammoniak Standard, teils kombiniert mit Methylamin (als AMA-
Gemisch), was die Entschltzungszeit bei erhohter Temperatur deutlich verkiirzt. Bei RNA-
Synthesen st zusatzlich die Entfernung der 2'-Schutzgruppe (liblicherweise TBDMS)
erforderlich; dieser Schritt erfolgt aus Stabilitatsgriinden getrennt, haufig mit
Tetrabutylammoniumfluorid (TBAF) in wasserfreiem Milieu.

7.2 Analytik und In-Process-Control

Ein durchgangiges analytisches Monitoring begleitet den gesamten Downstream-Prozess:

e IP-RP-HPLC - Standardmethode zur Trennung nach Kettenlange und Hydrophobizitat,
haufig unter Ausnutzung des lipophilen DMT-Rests.

e Anionenaustausch (AEX) — Trennung primar nach Ladung, unabhangig vom DMT-Status.

e HILIC - erganzende Trennmethode, besonders bei stark hydrophilen oder hochmodifizierten
Oligonukleotiden.

e Kapillargelelektrophorese (CGE) — hochauflésende Trennung nach Molekiilgrofse, wichtig
zur Detektion von n-1/n+1-Verunreinigungen.

* LC-MS - Identitats- und Massenbestimmung, essenziell zur Bestatigung der korrekten
Sequenz.

e UV-Quantifizierung (260 nm) — Bestimmung von Gehalt und Konzentration auf Basis des
Extinktionskoeffizienten.

Eine prozessrelevante Weichenstellung betrifft die Frage, ob die 5'-terminale DMT-
Schutzgruppe vor der Analytik/Aufreinigung entfernt wird oder nicht — die sogenannte
DMT-on/DMT-off-Strategie. DMT-on-Material lasst sich chromatographisch starker von
Fehlsequenzen abgrenzen, erfordert jedoch einen zusatzlichen Detritylierungsschritt nach

der Aufreinigung.

7.3 Praparative Aufreinigung



Fir die praparative Reinigung sind IP-RP- und AEX-Chromatographie die etablierten Verfahren,
haufig auch kombiniert (Orthogonalstrategie), um komplementare Selektivitaten auszunutzen.
Die DMT-on-Reinigung nutzt die hydrophobe DMT-Gruppe gezielt zur Abtrennung verkirzter
Fehlsequenzen. Zentrale Auslegungsgrofsen sind die Beladung und die dynamische Kapazitat
des Saulenmaterials, welche die erzielbare Reinheit gegen Durchsatz und Ausbeute abwagen.

7.4 Entsalzung, Pufferaustausch und Konzentrierung

Nach der chromatographischen Reinigung liegt das Produkt in salzhaltigen, verdinnten Puffern
vor. Zur Entsalzung, zum Pufferaustausch und zur Aufkonzentrierung kommen vor allem
Tangentialflussfiltration (TFF / UF/DF) als kontinuierliches, scale-up-fahiges
Membranverfahren, die Fallung (z. B. ethanolisch) als kostenglinstige Isolierung sowie die
Festphasenextraktion (SPE) fir kleinere Mengen zum Einsatz.

7.5 Formulierung, Lyophilisierung und finale Freigabe

Das entsalzte Produkt wird Ublicherweise lyophilisiert, um eine lagerstabile, transportfahige
Form zu erhalten, und je nach Anwendung in die finale Formulierung (z. B. wassriger Puffer,
Lipidnanopartikel-Formulierung bei siRNA) tiberfiihrt. Die abschliefsende Qualitatskontrolle vor
Freigabe umfasst Reinheit und Gehalt, Identitatsbestatigung (LC-MS) sowie bei parenteralen

Anwendungen die Prifung auf Endotoxine.

ABB. 06 Downstream-Prozesskette: vom Rohprodukt zum reinen
Oligonukleotid

o 2] o o -

Abspaltung & Analytik (IPC) Praparative Entsalzung & Formulierung
Entschiitzung — LC-MS, IP-RP, —> Aufreinigung — Konzentration — &

NH, / AMA, AEX, HILIC IP-RP / AEX, DMT- TFF, UF/DF, Lyophilisierung
Tragerabtrennung on/off Pufferaustausch QC-Freigabe, ggf.

LNP

In-Process-Control (IPC) begleitet jeden Schritt - finale Freigabe nach Identitdt, Reinheit (HPLC), Gehalt und
Endotoxin.
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03 Skalierung & Prozessentwicklung

Oligonukleotide durchlaufen im Verlauf ihrer Entwicklung mehrere Gréfsenordnungen im
Herstellungsmafdstab: von der Forschung im nmol- bis umol-Bereich (iber die Herstellung fir
praklinische und klinische Studien im pmol- bis mmol-Bereich bis hin zur kommerziellen
Produktion im mmol- bis Mol-Mafsstab, entsprechend Chargengrofsen im Multi-Kilogramm-
Bereich. Diese Skalierung stellt eigene Anforderungen an Prozess- und Anlagentechnik, die Giber
eine reine Volumenvergrofierung hinausgehen.

8.1 Herausforderungen der Mafdstabsvergrofderung

Mit wachsendem Saulendurchmesser und -volumen verandern sich die physikalischen
Randbedingungen der Synthese:

e Warme- und Stofftransport — grofsere Reaktionsvolumina erschweren einen
gleichmafdigen Warmeaustrag exothermer Schritte sowie eine homogene Durchmischung.

* Gleichmafdige Durchstromung — Kanalbildung oder ungleichmafsige Flussverteilung kann
lokal zu unvollstandiger Kupplung fiihren.

e Reagenzienverbrauch und -kosten — da Amidite kostenintensiv sind, wird die Amidit -
Aquivalenz zum zentralen Kostenhebel im Gro3mafistab.

e Losungsmittelmengen und Nachhaltigkeit — Wasch- und Spilschritte dominieren den
Verbrauch; Reduktion und Recycling gewinnen an Bedeutung.

e Zykluszeit — die Dauer eines vollstandigen Zyklus bestimmt mafsgeblich den Durchsatz und
damit die Wirtschaftlichkeit.

* Reproduzierbarkeit und Dokumentation — chargenibergreifende Konsistenz und GMP -
konforme Dokumentation sind unabdingbar.

8.2 Konsistenter Methoden- und Skalentransfer

Ein zentrales Prinzip der Prozessentwicklung lautet, Uber alle Entwicklungsstufen hinweg
dieselbe Synthesechemie beizubehalten - dieselben Amidit-Bausteine, dieselbe
Kupplungschemie, vergleichbare Zyklusparameter. Ein solcher konsistenter Ansatz reduziert das
Risiko, dass beim Ubergang zwischen MafRstiben neue Verunreinigungsprofile auftreten, und
vereinfacht die analytische Briickenbildung zwischen Chargen. Ein durchgangiger Transfer — von
der Sequenzoptimierung im Labor bis zur Produktion — verklirzt Entwicklungszeiten und starkt
die regulatorische Nachvollziehbarkeit.

8.3 Kosten- und Nachhaltigkeitsaspekte

Mit zunehmendem Produktionsmafdstab riicken 6konomische und 6kologische Aspekte starker
in den Vordergrund. Dazu zéhlen die Amidit-Okonomie, also die gezielte Reduktion des Amidit-



Uberschusses bei gleichbleibender Kupplungseffizienz, sowie Konzepte zum Lésungsmittel-
Recycling, etwa die Rickgewinnung von Acetonitril. Diese Aspekte sind eng mit der Wahl und
Auslegung der Syntheseplattform verknipft.

age. 07 Skalierung:von der Forschung zur GMP-Produktion

Forschung / Screening

10 nmol—21 pymol - Assays, Primer/Sonden

Praklinik / Prozessentwicklung

1-200pumol - Kandidaten-Optimierung, Transfer gleiche
Phosphoramidit-
Chemie (iber
Klinik (Phase I-III) alle MaRstdbe

0,2-10mmol - GMP-konforme Chargen

Kommerzielle Produktion

10 mmol = >1 mol - Multi-Kilogramm, kontinuierlich

MASSSTAB & MENGE
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09 Der KNAUER OligoScaler

Die Festphasensynthese von Oligonukleotiden folgt im Labor- und im Produktionsmafdstab
demselben chemischen Zyklus aus Detritylierung, Kupplung, Capping und Oxidation bzw.
Sulfurierung. Der Ubergang von der Forschungssynthese im Mikromol-MafRstab zu Mengen fiir
praklinische Studien, klinische Prifmuster oder die kommerzielle Herstellung stellt jedoch
andere  Anforderungen an  Geratetechnik, Prozesskontrolle und Dokumentation.
Reaktionszeiten, Durchmischung, Reagenzienzufuhr und die Entfernung von Nebenprodukten
missen bei grofieren Tragerbett-Volumina reproduzierbar ablaufen, ohne dass
Kupplungseffizienz oder Sequenzreinheit abfallen. Fiir diesen Ubergang positioniert KNAUER
den OligoScaler als dedizierte, skalierbare Syntheseplattform innerhalb seines Life-Science-
Portfolios, das neben (U)HPLC- und praparativen Chromatographiesystemen (AZURA-Reihe)
auch Technologien zur Lipid-Nanopartikel(LNP)-Formulierung umfasst.

Konzept und funktionaler Aufbau

Auf konzeptioneller Ebene lasst sich eine solche Syntheseplattform als Zusammenspiel
mehrerer funktionaler Einheiten beschreiben (Abb. 08):

e Reagenzien-und Losungsmittelvorlage — Bevorratung der Amidit-Losungen, Aktivator-,
Capping-, Oxidations- bzw. Sulfurierungsreagenzien sowie Wasch- und
Detritylierungslésungen, ausgelegt fiir den kontinuierlichen Betrieb Gber viele Zyklen.

e Prazise Fluidik — ein Ventilblock mit Dosierpumpen, der die exakte, zeitlich definierte

Zufuhrung der Reagenzien zur Synthesekolonne steuert und Kreuzkontamination vermeidet.

e Synthesekolonne mit Tragerbett — das Reaktionsgefafs, in dem der feste Trager (CPG
oder polymer) vorgelegt und durchstrémt wird; Geometrie und Durchflussfiihrung
ermoglichen gleichmafdige Benetzung auch gréfserer Volumina.

e Detektions-und Monitoring-Einheit — eine photometrische Messstelle im Ablauf des

Detritylierungsschritts fiir eine zyklusaufgeldste Verfolgung des Reaktionsfortschritts.

e Steuerungssoftware — die Instanz, (iber die Synthesemethoden definiert, Zyklen
parametriert und Prozessdaten erfasst und dokumentiert werden.

Diese Beschreibung ist funktions- und konzeptbasiert zu verstehen; sie bildet das allgemeine
Prinzip einer automatisierten, skalierbaren Festphasensynthese ab, ohne einzelne Baugruppen

oder Spezifikationswerte im Detail festzulegen.



Age. 08 Systemaufbaudes KNAUER OligoScaler (schematisch)

Modulare Plattform fiir die skalierbare Festphasen-Oligonukleotidsynthese

REAGENZIEN- & LOSUNGSMITTEL-VORLAGE

Amidite Aktivator Oxidation
AGCT/U Azol / Tetrazol / Sulfurierung
Capping A/B Detrityl. Wasch-LM
Ac20 / NMI TCA Acetonitril

Prazise Fluidik - Ventilblock & Dosierpumpen

( Detritylierungs-Monitoring

Synthesekolonne UV/VIS - DMT*-Kation (495 nm)

Tragerbett (CPG / PS) \

leichmafdig durchstromt, skalierbares Bett- .. . .
¢ ¢ Losungsmittel-Recycling / Abfall

Volumen
Reagenzien-0Okonomie

Steuerungssoftware & Prozessdokumentation

Methodeneditor - Echtzeit-Trendkurven - Kupplungseffizienz pro Zyklus - Audit-Trail (GMP-
fahig) - elektronische Batch-Records

Detritylierungs-Monitoring als Qualitatsmerkmal

Ein zentrales Element der Prozessliberwachung ist das Detritylierungs-Monitoring, auch als
Trityl-Assay bezeichnet. Bei der Abspaltung der DMT-Schutzgruppe zu Beginn jedes Zyklus wird
das freigesetzte DMT-Kation (DMT*) in Losung gebracht, das im sichtbaren Spektralbereich
eine charakteristische, intensive Absorption zeigt. Wird der Detritylierungsablauf photometrisch
verfolgt, lasst sich die pro Zyklus freigesetzte DMT-Menge relativ vergleichen und damit ein
indirektes Mafs fir die Kupplungseffizienz des jeweils vorangegangenen Zyklus ableiten
(Abb. 09). Ein deutlicher, unerwarteter Abfall des Trityl-Signals deutet auf eine unvollstandige
Kupplung oder eine Beeintrachtigung des Tragerbetts hin und kann so frihzeitig erkannt werden.

Fir die Prozessentwicklung und die Auslegung neuer Sequenzen oder Tragerchargen liefert die
zyklusaufgeldste Trityl-Kurve ein direktes, laufend aktualisiertes Bild des Synthesefortschritts.
In Kombination mit einer durchgehenden Dokumentation der Trendkurven ergibt sich eine
Grundlage, auf der Abweichungen nachvollzogen und Chargen im Nachhinein bewertet
werden kdnnen.



PRAXISRELEVANZ Das Trityl-Signalist einrelatives, kein absolutes Mafs fir die
Kupplungseffizienz; es ersetzt keine analytische Freigabeprifung des
Endprodukts (Kapitel 11), liefert aber ein wertvolles Echtzeit-Werkzeug zur
Prozessverfolgung und frihzeitigen Fehlererkennung.

ABe. 09 Detritylierungs-Monitoring: Echtzeit-Qualititskontrolle pro Zyklus
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Auffalliger Zyklus
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DMT+*-Signal (rel. Peakflache, 495 nm)
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Synthesezyklus (Basen position)

Die Fldiche jedes DMT*-Peaks ist proportional zur Kupplungsausbeute des vorangegangenen Schritts — Trends
werden sofort sichtbar.

Skalierbarkeit, Software und Anwendungen

Mit zunehmendem Tragerbett-Volumen steigt der Bedarf an Amiditen, Aktivator und
Losungsmitteln naherungsweise proportional an; auf einer fir grofsere Mafdstabe ausgelegten
Plattform gewinnt daher der effiziente Umgang mit Reagenzien — etwa durch angepasste
Dosierstrategien und teilweise Rickflihrung von Losungsmitteln — an Bedeutung. Eine modular
aufgebaute Plattform erlaubt es, dieselbe Methodik von der Entwicklung bis zur grofseren
Herstellungscharge fortzufihren, ohne bei jedem Mafsstabswechsel eine neue
Systemarchitektur etablieren zu missen.

Die Steuerungssoftware umfasst typischerweise einen Methodeneditor fir Zyklusparameter,
Reagenzienvolumina und Reaktionszeiten sowie eine fortlaufende Aufzeichnung von
Trendkurven (u. a. des Trityl-Signals). Fiir Anwendungen in Richtung GMP-naher Herstellung
sind Funktionen wie ein lickenloser Audit-Trail, eine Benutzer- und Rechteverwaltung sowie
eine exportierbare Chargendokumentation von Bedeutung. Solche Plattformen richten
sich an ein Spektrum von der akademischen und industriellen Forschung Uber die
Prozessentwicklung bis hin zur Vorbereitung klinischer bzw. GMP-naher Herstellung

therapeutischer Oligonukleotide.



TEIL IIT - PLATTFORM & INTEGRATION

10 Integration in den KNAUER Life-
Science-Workflow

Ein therapeutisches Oligonukleotid — etwa ein Antisense-Oligonukleotid (ASO), ein siRNA-
Duplex oder eine mRNA — durchlauft nach der eigentlichen Synthese oder Transkription eine
Reihe weiterer Prozessschritte, bevor ein applikationsfahiges Produkt vorliegt. Aus Sicht eines
Herstellers, der neben der Syntheseplattform auch Chromatographie- und LNP-
Formulierungstechnologien anbietet, ergibt sich die Moglichkeit, diese Schritte als
durchgehende Prozesskette zu betrachten (Abb. 10):

e Synthese des Rohprodukts auf der Festphase (OligoScaler),

e Analytikund Freigabepriifung (QC) mittels (U)HPLC-Systemen der AZURA-Reihe,

e praparative Aufreinigung lber praparative Chromatographie (AZURA-Prep, IP-RP oder
AEX),

e Entsalzung und Pufferaustausch, haufig tiber Tangentialflussfiltration (TFF / UF/DF),

* Formulierung, beimRNA- oder siRNA-Wirkstoffen haufig als Verkapselung in Lipid-
Nanopartikel (LNP).

age. 10 Integrierter KNAUER Life-Science-Workflow

ANALYTIK / AUFREINIGUNG ENTSALZUNG FORMULIERUNG

OligoScaler N AZURA Prep TFF-System NanoScaler
Skalierbare AZURA HPLC LC UF/DF, LNP-Verkapselung
Festphasensynthese Identitat, Reinheit, IP-RP / AEX Pufferaustausch (mRNA/siRNA)
LC-MS praparativ

Durchgangige Prozesskette aus einer Hand

gemeinsame Softwarebasis - konsistente Dokumentation - Skalierbarkeit von Forschung bis
GMP

Der Nutzen eines solchen, aus einer Hand stammenden Workflows liegt weniger in einem
einzelnen Gerat als in der Konsistenz Uber die Prozesskette hinweg: eine gemeinsame
Softwarebasis und einheitliche Dokumentationslogik erleichtern die Rickverfolgbarkeit vom
Ausgangsmaterial bis zum formulierten Produkt, und die Abstimmung der Anlagengrofsen
zwischen  Synthese-,  Aufreinigungs- und  Formulierungsschritt  vereinfacht  die
Mafdstabsiibertragung einer einmal etablierten Route.

Diese Prozesskette gewinnt vor dem Hintergrund des wachsenden Feldes der mRNA- und LNP-

basierten Arzneistoffe sowie der zunehmenden Zahl zugelassener Oligonukleotid-T herapeutika



an Bedeutung: Mit steigendem klinischem und kommerziellem Bedarf wachst der Anspruch an
robuste, gut dokumentierte und skalierbare Herstellprozesse Uber die gesamte Kette von der
Synthese bis zur Formulierung.
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11 Qualitatskontrolle und regulatorische
Aspekte

Analytische Freigabeparameter

Unabhangig vom Mafsstab der Herstellung muss ein Oligonukleotid-Produkt vor seiner Freigabe
anhand mehrerer analytischer Parameter charakterisiert werden:

e Identitat — inderRegel Giber LC-MS, die das Molekulargewicht des Volllangenprodukts
bestatigt und Massenabweichungen durch fehlende oder zusatzliche Basen aufdeckt.

e Reinheit — mittels HPLC (IP-RP oder AEX) oder Kapillarelektrophorese, zur quantitativen
Erfassung von Verunreinigungen relativzum Hauptpeak.

* Gehalt — quantitative Bestimmung der Wirkstoffmenge, Gblicherweise tiber UV-Absorption
bei 260 nm.

* Sequenzintegritat — Bestatigung, dass die Nukleotidabfolge der Zielsequenz entspricht,
etwa durch MS-Fragmentierungsanalyse.

* Endotoxin- und Bioburden-Priifung — insbesondere fiir parenterale oder klinische
Anwendungen.

Prozesskontrolle und GMP-Prinzipien

Fir die Herstellung klinischer oder kommerzieller Chargen orientieren sich Prozesskontrolle und
Dokumentation an den Prinzipien der Guten Herstellungspraxis (GMP), wie sie unter anderem
in der ICH-Q7-Leitlinie fir Wirkstoffe beschrieben sind. Dazu gehdren eine lickenlose
Chargendokumentation (Batch Record), definierte Reinigungsvalidierung zwischen Chargen
zur Vermeidung von Kreuzkontamination sowie eine durchgehende Riickverfolgbarkeit von
Ausgangsmaterialien, Prozessparametern und Prifergebnissen. Die in Kapitel 9 beschriebene
prozessbegleitende Dokumentation liefert hierfiir einen Teil der erforderlichen Prozessdaten,
ersetzt jedoch nicht die vollstandige, qualitatsgesicherte Chargendokumentation im

regulatorischen Sinn.

Verunreinigungsprofile therapeutischer Oligonukleotide

Therapeutische Oligonukleotide weisen typische, gut charakterisierte Verunreinigungsklassen
auf, die im Rahmen der Freigabeprifung gezielt adressiert werden:

* (n-1)-Sequenzen (Fehlsequenzen mit einer fehlenden Base, meist Folge unvollstandiger
Kupplung) und (n+1)-Sequenzen (Sequenzen mit einer zusatzlichen Base).

* Depurinierung — der saurekatalysierte Verlust einer Purinbase, beglinstigt durch
wiederholte saure Detritylierungsschritte.



Diastereomerengemische bei Phosphorothioat-modifizierten Positionen, da die

Sulfurierung ein neues Stereozentrum erzeugt.

Die analytische Auflésung und Quantifizierung dieser Verunreinigungsklassen ist ein wesentlicher
Bestandteil der Prozess- und Produktcharakterisierung therapeutischer Oligonukleotide und

wird zunehmend auch regulatorisch erwartet.
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12 Zusammenfassung und Ausblick

Die Festphasensynthese von Oligonukleotiden ist eine ausgereifte, gut verstandene Chemie,
deren zuverldssige Ubertragung vom Labor- in den Produktionsmafistab jedoch eigene
technische und prozessuale Anforderungen stellt. Skalierbare Syntheseplattformen wie der
KNAUER OligoScaler adressieren diesen Ubergang durch eine auf grofdere Tragerbett-Volumina
ausgelegte  Fluidik, ein  Echtzeit-Detritylierungs-Monitoring  zur  zyklusaufgelosten
Prozessverfolgung sowie eine prozesshegleitende Dokumentation. Eingebettet in eine
durchgehende Prozesskette aus Synthese, chromatographischer Aufreinigung, Entsalzung
und gegebenenfalls LNP-Formulierung ergibt sich eine Grundlage fir die Herstellung
von Oligonukleotid-Wirkstoffen von der Forschung bis in Richtung klinischer und
kommerzieller Anwendung.

Mehrere Entwicklungslinien pragen das Feld der Oligonukleotidsynthese und -herstellung

absehbar auch weiterhin:
e einwachsender Markt fiir Oligonukleotid-Therapeutika (ASOs, siRNA, weitere
Modalitaten), der die Nachfrage nach robusten, skalierbaren Herstellprozessen erhoht,

* einzunehmendes Interesse an Nachhaltigkeit und griiner Chemie, etwa durch reduzierten

Losungsmittelverbrauch und Reagenzien-Recycling,

¢ die Weiterentwicklung enzymatischer Syntheseverfahren als Erganzung oder Alternative
zur klassischen Phosphoramidit-Chemie,

* Prozessintensivierung und Ansatze zu kontinuierlichen Syntheseverfahren anstelle

klassischer Batch-Zyklen,

e eine fortschreitende Digitalisierung der Prozessfiihrung und der Einsatz von
Prozessanalysentechnologie (PAT) zur laufenden Bewertung der Produktqualitat.

KERNAUSSAGE

Konsistente Synthesechemie uber alle Mafsstabe, echtzeitfahige

Prozessuberwachung und eine durchgéingige, dokumentierte
Prozesskette sind die drei Sdulen einer reproduzierbaren Oligonukleotid-
Herstellung — von der Forschung bis zur GMP-Produktion.
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13 Anhang: Glossar, Abkiirzungen,

Literatur

Glossar

Phosphoramidit
Aktivierte, geschitzte Nukleosid-Bausteinform,
monomerer Baustein der Festphasensynthese.

CPG (Controlled Pore Glass)

Poroses Glasmaterial, haufig als fester Trager fir die
Synthese eingesetzt.

Capping
Blockierung nicht umgesetzter 5'-OH-Gruppen nach
der Kupplung zur Minimierung von Fehlsequenzen.

Phosphorothioat (PS)

Internukleotidbindung mit Schwefel statt eines
Sauerstoffatoms; erhdht die Nuklease-Resistenz.

GalNAc

N-Acetylgalactosamin-Konjugat; vermittelt Aufnahme
in Hepatozyten Gber den ASGP-Rezeptor.

TFF (Tangentialflussfiltration)

Membranverfahren zur Entsalzung, Konzentrierung
und zum Pufferaustausch.

DMT-on / DMT-off
Ob die terminale DMT-Gruppe am Endprodukt
belassen (on) oder entfernt wird (off).

Abkiirzungsverzeichnis

DNA Desoxyribonukleinsdure MOE
RNA Ribonukleinsaure

DMT Dimethoxytrityl

TCA Trichloressigsaure
CPG Controlled Pore Glass

Umkehrphase

2'-0-Methoxyethyl
IP-RP Ionenpaar-

AEX Anionenaustausch
HILIC Hydrophile

DMT (Dimethoxytrityl)
Saurelabile Schutzgruppe an der 5'-OH-Funktion, vor
jedem Kupplungsschritt abgespalten.

Detritylierung

Saure Abspaltung der DMT-Schutzgruppe zu Beginn
jedes Synthesezyklus.

Gapmer
ASO-Design mit zentralem DNA-Abschnitt und
modifizierten Fligeln; ermdglicht RNase-H-Abbau.

LNA (Locked Nucleic Acid)
Nukleotidanalogon mit Methylenbriicke; erh6ht die
Bindungsaffinitat zur Ziel-RNA.

IP-RP / AEX
Chromatographische Trennverfahren nach
Hydrophobie bzw. Ladung des Oligonukleotids.

Kupplungseffizienz

Anteil der pro Zyklus erfolgreich verknlipften
Bausteine; bestimmt Ausbeute und Reinheit.

ASO / siRNA
Antisense-Oligonukleotid bzw. small interfering RNA
— zwei therapeutische Wirkstoffklassen.

GMP Gute
Herstellungspraxis
GalNAc N-
Acetylgalactosamin

NGS Next-Generation

PS Phosphorothioat Interaktion Sequencing

ASO Antisense- LC-MS LC- PAT Process Analytical
Oligonukleotid Massenspektrometrie Tech.

siRNA small interfering TFF ICH Int. Council f.
RNA Tangentialflussfiltration Harmonisation

LNA Locked Nucleic Acid

UF/DF Ultra-/Diafiltration
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