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Zusammenfassung 

Moderne therapeutische Ansätze zur Behandlung seltener oder schwer zu kurierender 

Erkrankungen beinhalten immer mehr zielgerichtete Therapien. Dies kann durch Ver-

wendung von organ-, gewebe- oder zellspezifischen Kleinmolekülen (engl. small 

molecules, SM) realisiert werden, welche definierte Rezeptoren auf Zellen zum Ziel ha-

ben. Die entsprechenden, kovalent an therapeutische Biooligomere wie z.B. DNA ange-

bundenen Konjugate können über das Konzept des aktiven Targetings gezielt an den 

Ursprung von Krankheiten dirigiert werden. In der vorliegenden Arbeit wurden modifi-

zierte Derivate des endogenen Estrogenrezeptor-Alpha-(ERα)-Agonisten Estradiol (E2) 

und Estron (E1) sowie solche, die von dem selektiven Estrogenrezeptor-Modulator 

(SERM) 4-Hydroxytamoxifen (4-OHT) abgeleitet sind, verwendet. Mit diesen Liganden 

wurde versucht, hormon-responsive Brustkrebszellen anzugreifen. Durch Verwendung 

hetero-bifunktionaler Spacer wurden die Liganden mit dem gegen das B-Zellen-Lym-

phom 2-Protein (BCl2) gerichtete therapeutische Antisense-Oligonucleotid (ASO) Obli-

mersen kovalent verbunden. Mit der kupferfreien, ringspannungs-vermittelten Azid-

Alkin-Cycloaddition (SPAAC) an CPG-gebundenen, einzelsträngigen Oligonucleotiden 

(ssONs) konnte diese Konjugate postsynthetisch realisiert werden. Die Liganden wur-

den darüber hinaus mit einem fluoreszenzbasierten Verdrängungs-Assay auf ihre Re-

zeptoraffinität getestet.  Final wurden die erhaltenen Konjugate auf ihre anti-prolifera-

tiven Eigenschaften und ihre Fähigkeit , die Apoptose zu stimulieren, in Zellkultur un-

tersucht. Zu diesem Zweck wurden die Verbindungen in ERα-überexprimierenden 

T47D-Zellen und ERα-defizitären HepG2-Zellen getestet und die biologische Wirksam-

keit anhand der Caspase-Aktivität gemessen. Hierbei konnte Zellspezifität für ERα-

überexprimierende T47D-Zellen nachgewiesen werden. Erste Untersuchungen zur 

Zellaufnahme der Konjugate wurden mittels Fluoreszenzmikroskopie in beiden Zellli-

nien durchgeführt. Die Konjugate zeigten eine mehrfache Steigerung der biologischen 

Aktivität im Vergleich zu etablierten Standards und  zusätzlich eine erhöhte zelluläre 

Internalisierung im Vergleich zu nicht-konjugierten, einzelsträngigen Oligonucleotiden 

(ssONs), was mutmaßlich auf rezeptorvermittelte Endozytose zurückzuführen ist.  

 

 



  



Abstract 

Modern therapeutic approaches are developing towards targeted therapies of dis-

eases. This can be achieved using organ/tissue/cell -specific small molecules (SM) for 

targeting certain cellular receptors in order to deliver covalently attached therapeutics  

specifically to the origin of diseases via the  concept of active targeting. Herein, conju-

gates of the endogenous estrogen receptor alpha (ERα) agonists estradiol (E2) and es-

trone (E1) as well as such derived from the selective estrogen receptor modulator 

(SERM) 4-hydroxytamoxifen (4-OHT) were chosen to target the estrogen receptor in 

hormone-responsive breast cancer cells. These ligands were covalently coupled to the 

therapeutic antisense oligonucleotide (ASO) oblimersen directed against BCl2 using 

strain-promoted azide-alkyne cycloaddition (SPAAC) post-synthetically on CPG-bound 

single-stranded oligonucleotides (ssONs) . Ligands were subsequently tested for recep-

tor affinity using a fluorescence-based competition assay. Additionally, the obtained 

conjugates were evaluated for their anti-proliferative properties and their ability to 

stimulate programmed cell death, i.e. apoptosis. For this purpose, the compounds were 

tested in ERα-overexpressing T47D cells as well as ERα-deficient HepG2 cells and the 

biological efficacy was measured based on caspase activ ity. Initial studies on cellular 

uptake of the conjugates were performed using fluorescence microscopy in both cell 

lines. The conjugates showed a multiple increase in biological activity compared to es-

tablished standards and additionally increased cellular internalization relative to non-

conjugated ONs, which was presumably based on by receptor-mediated uptake. The 

synthesis of the key building blocks for ligand construction, solid-phase oligonucleotide 

synthesis (SPOS), ligand attachment to ONs and biological evaluation of resultant con-

jugates are presented in this dissertation. 
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Abkürzungsverzeichnis  i 

Abkürzungverzeichnis  

°C Grad Celsius 

2'-MOE 2'-O-Methoxyethyl 

2'-OMe 2'-O-Methyl 

4-OHT 4-Hydroxytamoxifen  

Abb. Abbildung 

abs. absolut 

ACE-Cl Chlorameisensäure-1-chlorethylester 

ADC Antikörper-Wirkstoff-Konjugat (engl. antibody-drug conjugate) 

AEBS Antiestrogen-Bindungsstelle  

AF2 Transaktivierungsregion am C-Terminus (engl. Activation Function 2) 

Ago2 Argonautprotein 2 

AML akute myeloische Leukämie 

Äq. Äquivalente 

AS Antisense 

ASGPR Asialoglycoproteinrezeptor 

ASO Antisense-Oligonucleotid 

BCl2 B-Zellen-Lymphom-2-Protein  

BMT 5-Benzylmercaptotetrazol 

br breites Signal 

BRCA1 Brustkrebsgen 1 (engl. breast cancer,  early-onset 1) 

BRCA2 Brustkrebsgen 2 (engl. breast cancer,  early-onset 2) 

BSA Bovines Serumalbumin  

Cap A Capping-Reagenz in Kanal A 

Cap B Capping-Reagenz in Kanal B 

CDI 1,1'-Carbonyldiimidazol  

CLL chronische lymphatische Leukämie  

CoB Coaktivatoren-Bindungsstelle  

CPG poröses Glas (engl. controlled pore glass) 

CPP zellpenetrierende Peptiden (engl. cell-penetrating peptides) 

CR vollständige Remission (engl. complete remission) 

CuAAC Cu(I)-katalysierte Azid–Alkin-Cycloaddition 

Cy5 Cyanin-5-Farbstoff 

DAPI 4′,6-Diamidin-2-phenylindol 

DBCO Dibenzocyclooctin 

DBU 1,8-Diazabicyclo[5.4.0]undec-7-en 

DCE Dichlorethan 

DCM Dichlormethan 

DDTT 3-[(Dimethylaminomethylen)amino]-3H-1,2,4-dithiazol-5-thion 

DEAD Diethylazadicarboxylat  

DIPEA Diisopropylethylamin 

DMAP 4-(Dimethylamino)pyridin 

DMD Duchenne-Muskeldystrophie 

DMSO Dimethylsulfoxid 
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DMTr Dimethoxytrityl  

DNA Desoxyribonucleinsäure (engl. deoxyribonucleic acid) 

DODAC Dioctadecyldimethylammoniumchlorid 

DOPE 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin 

DOTAP Dioleoyl-3-trimethylammoniumpropan 

DOX Doxorubicin 

DOXSF DOX-5-formylsalicylamid 

ds doppelsträngig 

E1 Estron 

E2 17β-Estradiol 

EDC 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid 

EE frühe Endosomen (engl. early endosomes) 

EE, EtOAC Essigsäureethylester 

EMA Europäische Arzneimittel-Agentur (engl. European Medicines Agency) 

ERα Estrogenrezeptor-Alpha  

ESCRT engl. endosomal sorting complexes required for transport 

ESI Elektrospray-Ionisation 

et al.  und Andere 

FDA US-Behörde für Lebens- und Arzneimittel (engl. Food and Drug Administration) 

G3139 
Kennung des von Genta Incorporated konzipierten Antisense Oligonucleotids gegen 

die Blc-2 Initiationssequenz 

G4126 
Kennung des von Genta Incorporated konzipierten Mismatch Oligonucleotids gegen 

G3139 

GalNAc N-Acetylgalactosamin 

GPER G-Protein-gekoppelter Rezeptor 

HPLC Hochleistungsflüssigkeitschromatographie 

HRMS Hochaufgelöste Massenspektrometrie (engl. high resolution mass spectrometry) 

IE1/2 engl. immediate-early proteins 1&2 

ILV intraluminale Vesikel 

J skalare Kopplungskonstante in [Hz] 

K Kelvin 

Ka Gleichgewichtskonstante 

LBD Ligandbindungsdomäne 

LBPA Bisoleoyl-lysobisphosphorsäure 

LDL Lipoprotein geringer Dichte (engl. low density lipoprotein) 

LE späte Endosomen (engl. late endosomes) 

lgH engl. immunoglobulin heavy-chain  

LNA verbrückte Nucleinsäure (engl. locked nucleic acid) 

LNP Lipid-Nanopartikel 

LY Lysosomen 

M molar 

m Masse, multiplett (NMR) 

M6PR Mannose-6-Phosphat-Rezeptor 

MeOH Methanol 

miRNA MicroRNA 
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mRNA Boten-Ribonukleinsäure (engl. messenger ribonucleic acid) 

MS Massenspektrometrie 

MVB multivesikuläre Körper (engl. multi vesicular bodies) 

NHL Non-Hodgkin-Lymphom  

nM nanomolar 

nm Nanometer 

ON Oligonucleotid 

OS Gesamtüberlebensrate (engl. overall survival) 

PBS Phosphatgepufferte Salzlösung 

PCI 2-Cyanoethyl-N,N-diisopropylchlorphosphoramidit 

PDC Protein-Wirkstoff-Konjugat (engl. Protein-drug conjugate) 

PE Petrolether 

PFS progressionsfreies Überleben (engl. progression-free survival) 

PGR Progesteronrezeptor 

PMO 
Morpholino-Oligonucleotide (engl. phosphorodiamidate morpholino oligonucleo-

tide 

PN 2-Cyanoethyl-N,N,N′,N′-tetraisopropylphosphorodiamidit 

PO Phosphat 

ppm Faktor 10-6 (engl. parts per million) 

pre-mRNA Primärtranskript (engl. precursor messenger ribonucleic acid) 

PT Phosphorthioat 

Rabs Rab-Proteine (engl. Ras-related in brain protein) 

RBA relative Bindungsaffinität, bezogen auf E2 

RE Rückführende Endosomen (engl. recycling endosomes) 

RES retikuloendotheliales System 

RGD 
Einbuchstaben-Code der Aminosäure-Sequenz  L-Arginin, L-Glycin und L-Asparagin-

säure 

RISC RNA-induzierter Silencing-Komplex  

RNA Ribonukleinsäure (engl. ribonucleic acid) 

RNAi RNA-Interferenz  

RNase H  Ribonuklease Hybrid (engl. Ribonuclease H) 

Rt Raumtemperatur 

Rt  Raumtemperatur 

S Entropie 

SERD selektiver Estrogenrezeptor-Degrader 

SERM selektiver Estrogenrezeptor-Modulator  

siRNA kleine eingreifende RNA (engl. small interfering RNA) 

SM Kleinmoleküle (engl. small molecules) 

SPAAC 
spannungsvermittelte Azid-Alkin Cycloaddition (engl. strain-promoted azide-alkine-

cycloaddition) 

SPOS Oligonucleotid-Festphasensynthese (engl. solid-phase oligonucleotide synthesis) 

SSO Spleiß-schaltende Oligonucleotide (engl. splice-switching oligonucleotides) 

ssON engl. single-strand oligonucleotide 

T Temperatur 

t Triplett 
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t tert. 

TBAF Tetrabutylammoniumfluorid 

TBDMS tert.-Butyldimethylsilyl 

TCA Trichloressigsäure (engl. trichloroacetic acid) 

TEG Triethylenglycol 

TEMED N,N,N′,N′-Tetramethylethylendiamin 

TGN trans-Golgi-Netzwerk  

THF Tetrahydrofuran 

TI AS Translation-Initiation 

TLR9 Toll-like Rezeptor 9  

TNF Tumor-Nekrose-Faktor 

TNM Tumor, Nodus, Metastasen 

TPP Triphenylphosphin 

TRPV1 engl. Transient Receptor Potential Vanilloid 1 

t-SNARE engl. target synaptosome-associated protein receptor 

TΔS entropischer Kompensationsfaktor 

UV Ultravioletter Bereich 

v-SNARE engl. vesicle synaptosome-associated protein receptor 

ΔG° freie Reaktionsenthalpie 

ΔG37°C freie Reaktionsenthalpie bei 37°C 

ΔH° Standardbildungsenthalpie 

ΔS Entropieänderung 

ΔS° Standardentropie 

θ Theta, mRNA-Belegung 
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1. Einleitung  1 

1 Einleitung 

Medizinalchemische Ansätze zur Diagnose und Therapie gehen im 21. Jahrhundert 

neue Wege in Richtung personalisierter Medizin und gezielter Therapie vormals unheil-

barer oder schwer zu behandelnden Krankheiten. Hieraus  ergibt sich ein wachsender 

Bedarf an spezifischen Effektormolekülen, welche in Kombination mit anderen Phar-

makophoren dazu genutzt werden, Oberflächenrezeptoren anzusprechen. Wirkorte, 

welche vorher außer Reichweite klassischer Pharmazeutika lagen, die sog. "undrug-

gable targets", können nun über das Konzept des "aktiven Targetings" gezielt angesteu-

ert werden, um Wirkstoffe an den ursächlichen Entstehungsort der Erkrankung zu be-

fördern.[1] Hierbei hat sich die Kombination zellspezifischer, endogener Liganden mit 

gleichermaßen spezifischen therapeutischen Oligonucleotiden (ONs) als leistungsfähi-

ges Instrument zur Realisierung dieses Vorhabens erwiesen. Die eingesetzten ONs sind 

komplementär zu genau definierten, und mutierten oder überexprimierten DNA- oder 

RNA-Zielsequenzen und meist in Kombination mit Transfektionsagenzien hoch aktiv; 

die Ausbildung einer Doppelhelix mit der Zielsequenz stört hierbei die Expression 

krankheitsbezogener Proteine oder Krebsmarker. Mechanismen wie Anti sense (AS) o-

der RNA-Interferenz (RNAi) können auf diese Weise eingesetzt werden, um die ehemals  

unbehandelbaren, intrazellulären Proteine und Onkogene ("Targets")  auf genetischer 

Ebene auszuschalten. Die Kombination mit endogenen Liganden wirkt an dieser Stelle 

unterstützend, um diese Nukleinsäure-Therapeutika an den gewünschten Zielort zu be-

fördern. Von der FDA und der EMA wurden in den letzten fünf Jahren mehrere solcher  

ON-Konjugate zugelassen, welche den "Orphan Drugs" bzw. den „Arzneimittel für sel-

tene Leiden“  zu zuordnen sind. Die Arzneimittel Givosiran[2]  und Lumasiran[3] basieren 

hierbei auf der Konjugation einer "small interfering RNA" (siRNA) mit einem antennä-

ren Spacer-System des für den Ashwell-Morell-Rezeptor spezifischen Liganden N-Ace-

tylgalactosamin (GalNAc).[4] 

Darüber hinaus kombinieren Konjugate von SMs mit Antikörpern (ADCs) oder Proteinen 

(PDC) die Spezifität monoklonaler Antikörper mit der Toxizität von Chemotherapeu-

tika.[5]  Die Kombinationsmöglichkeiten sind vielfältig, der Aufbau eines neuartigen Kon-

jugates erfordert daher eine gründliche Projektplanung zur Auslotung, welche spezifi-

schen Eigenschaften der einzelnen Konjugationspartner überhaupt kombiniert werden 
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können und zu welchem Zweck. Im Folgenden werden daher wichtige Aspekte und in-

terdisziplinäre Themenfelder mit Fokus auf den Aufbau eines Konjugats zur Anwendung 

an hormon-responsivem Brustkrens beschrieben, um das Handwerkzeug eines solchen 

Vorhabens festlegen zu können.  
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2 Kenntnisstand 

2.1 Biologische Prinzipien der Antisense-Technologie 

Erste Schritte zur kurativen Behandlung genetisch bedingter Erkrankungen wurden mit-

hilfe sogenannter Antisense-Oligonucleotide unternommen. Die Möglichkeit, exogene 

und kurzkettige Desoxyribonukleinsäuren für die medizinische Behandlung zu nutzen, 

wurde in Verbindung mit dem Rous Sarcoma Virus entdeckt. [6]  Die Gruppe um Zamecnik 

und Stephenson an der Harvard Medical School in Boston verwendete hierbei einzel-

strängige DNA, um durch Watson-Crick-Basenpaarung einen DNA/RNA-Heteroduplex 

mit einer komplementären viralen mRNA zu bilden.[7]  Im Allgemeinen ist das Auftreten 

einer unregelmäßigen biologischen Aktivität [8,9]  oftmals mit einem homöostatischen 

Ungleichgewicht von Genen[10]  oder Proteinen[11]  in Zellen oder Geweben verbunden. 

Die mRNA stellt als grundlegender Bauplan ein attraktives Ziel dar, um das homöosta-

tische Gleichgewicht wiederherzustellen und die Expression defekter Gene oder die 

Translation von Proteinprodukten abzuschalten. Synthetische Oligonucleotide entfal-

ten ihre Wirkung hierbei in zwei verschiedenen Kompartimenten: entweder im Cytosol 

oder im Zellkern.[12]  

Wechselwirkungen mit doppelsträngiger DNA im Zellkern mit dem Ziel eines Eingriffs  

in die transkribierende Aktivität werden unter dem Sammelbegriff Antigen-Mechanis-

mus zusammengefasst und im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter ausgeführt.[13,14] Die 

Antisense-Wirkung hingegen findet im Cytoplasma statt, wo ASOs durch zwei verschie-

dene Mechanismen Einfluss auf die die Translation der mRNA nehmen können (vgl. 

Abb. 2.1).[15]  Zum einen kann die maßgeschneiderte ASO-Sequenz das mRNA-Target als 

Heteroduplex binden und damit die Translation durch sterische Hinderung der riboso-

malen Bewegung hindern (occupancy-only).[16] Andererseits ist es möglich, durch eine 

definierte, strukturelle Konzeption des ASOs die Endonuklease RNase H zu rekrutieren, 

welche die zytoplasmische RNA in DNA/RNA-Heteroduplexen selektiv erkennt und ab-

baut (occupancy-mediated degradation).[17] Das ASO geht aus diesem Komplex unver-

ändert hervor, weshalb im weitesten Sinn von einer katalytischen Aktivität solcher 

ASOs gesprochen werden kann.[18]  

Aus empirischer Sicht begünstigen strukturelle Besonderheiten im Aufbau des ASOs ei-

nen der beiden Mechanismen.[19,20]  So lassen sich einige der von der FDA und EMA 



2. Kenntnisstand  4 

zugelassenen ASO-Therapeutika der Gruppe der sog. Chimären bzw. Gapmer-ASOs zu-

ordnen (Abb. 2.4), bei welchen eine zentrale Region innerhalb der Sequenz bestehend 

aus 8-10 (Desoxy-) Ribonukleotiden (Gap) von 3-5 2 ꞌ-modifizierter Ribonukleotide 

(Flanks) flankiert wird.[21–23] Dieser strukturelle Aufbau unter Verwendung einer hinrei-

chend großen Gap ist aus empirischer Sicht obligatorisch, damit die RNA/DNA Hetero-

duplex ein potentes Substrat der RNase H sein kann. Die 2 ꞌ-Modifikationen werden 

i.d.R. so gewählt, dass die Affinität des ASO zum mRNA-Target erhöht und die proin-

flammatorischen Eigenschaften des ASO verr ingert werden. Zusätzlich schützen die Ri-

bonukleotid-Flanken vor enzymatischem Abbau durch Exonukleasen, wodurch die  

Halbwertszeit und damit die Wirkdauer der ASOs verlängert werden.[24]  Hierbei haben 

sich bestimmte Modifikationen bewährt worauf an anderer Stelle näher eingegangen 

wird (siehe Kapitel 2.3). ASOs, welche gemäß dem occupancy-only Mechanismus auf-

gebaut sind, können auch in die Maturation des mRNA-Targets eingreifen. Hierbei sind 

die Spaltung der 5′-Cap-Struktur durch Hydrolyse der 5 ꞌ-5 ꞌ-Phosphordiesterbindung [25]  

und der Eingriff in die Poly-Adenylierung der prä-mRNA[26]  weitere Möglichkeiten von 

ASOs, im Zellkern Einfluss auf die Expression nehmen zu können. Unabhängig von Auf-

bau der verwendeten Nukleotide verfügen ASOs meist über eine modifizierte Back-

bone-Struktur mit dem Ziel, neben einer erhöhten Nukleasestabilität auch eine erhöhte 

Bioverfügbarkeit durch Modulation der Proteinbindung zu gewährleisten. [27] Eine Mo-

difikation, die beide Ziele ermöglicht, ist die Phosphorthioat-Modifikation (PT)[28,29], bei 

welcher der doppeltgebundene Sauerstoff des natürlichen Phosphatdiesters durch 

Schwefel ersetzt wird. Solche ASOs werden aufgrund der proteinbindenden Eigenschaft 

der PT-Modifikation vorwiegend in der Leber akkumuliert.[30,31]  In vier der von der FDA 

zugelassenen ASOs wird diese Modifikation bereits angewendet, namentlich sind dies 

Fomivirsen[32]  (Cytomegalovirus-Retinitis), Mipomersen[32]  (familiäre Hypercholesteri-

nämie), Inotersen[33]  (Behandlung von Polyneuropathien im Fall der vererbbaren 

Transthyretin-Amyloidose) und Nusinersen[34] (5q-assoziierter spinale Muskelatro-

phie). Desweiteren zählt zudem Volanesorsen (vererbbares, familiärse Chylomikronä-

mie Syndrom, FCS) zu den klassischen, wirksamen (occupancy-only- oder occupancy-

mediated-degradation-Mechanismus) ASOs.[35]  

Darüber hinaus werden sog. Splice-switching ONs (SSOs) als Variante der ASOs dazu 

verwendet, während des Spleißvorgangs im Zellkern mit nukleärer pr ä-mRNA zu 



2. Kenntnisstand  5 

interagieren. SSOs nehmen hierbei Einfluss auf die Auswahl der Introns und Exons und 

damit auf die Art und die Menge der vom Körper produzierten Proteine.[36] Sie werden 

daher v.A. zur Behandlung von Erbkrankheiten verabreicht, die in Folg e einzelner 

Abb. 2.1:  Grundsätzliche Wirkungsweisen eines therapeutischen ON im Zellkern und im Cyto-

sol im Vergleich zu nativer Proteinexpression (A). Das Strukturdesign der ASOs lässt sich in zwei 

Kategorien, die chimerischen Gapmere und die unif ormmodifizierten ASOs unterteilen (B). 
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Genmutationen auftreten können. Im Gegensatz zu ASOs führen SSOs also eine (schad-

hafte) mRNA nicht dem durch die RNase H katalysierten Abbaumechanismus zu, viel-

mehr greifen sie bereits in deren Aufbau direkt ein. Die Ansatzpunkte für SSOs, defekte 

Gene auszuspleißen sind daher vielfältig und werden im Folgenden kurz erläutert. 

Exons sind die kodierenden Abschnitte von Genen, die von Introns, den nicht kodieren-

den Sequenzen innerhalb der prä-mRNA, durchsetzt sind.[37]  Während des Spleißvor-

gangs werden die Exons, welche die genetische Information in Form kurzer Nukleotid -

Sequenzen und somit das Transkript der Proteine darstellen, durch einen RNA-Protein-

Komplex, das Spleißosom, fusioniert. Im Verlauf werden also die Introns aus der prä-

mRNA herausgeschnitten.[38]  Das Spleißosom muss demnach an spezifische Spleißstel-

len binden, wodurch auch die Reihenfolge der Exons und ihre Kombinationsmöglichkei-

ten beeinflusst werden (alternatives Spleißen). Konkret ergeben sich für SSOs somit 

zwei zentrale Möglichkeiten, das korrekte Spleißverhalten einer defekten Zelle wieder-

herzustellen.[39] Zum einen kann ein exogenes SSO so konzipiert sein, dass es eine 

Duplex mit einer durch Mutation entstandenen „Enhancer-Sequenz“ bildet.[40] Enhan-

cer-Sequenzen akquirieren Transkriptionsfaktoren und führen zu einer übermäßigen 

Expression des betreffenden mRNA-Abschnitts. Die Blockierung dieser Stelle führt 

dazu, dass das Spleißsosom dieses (defekte) Exon überspringt und die genetische Fehl-

information im Transkript, der gereiften mRNA, nicht vorliegt. [41]  

Umgekehrt können SSOs konzipiert sein, um an durch Mutation entstandene „Silencer-

Sequenzen“ zu binden, welche negativ-regulierende Transkriptionsfaktoren rekrutie-

ren. Dieser Korrekturvorgang führt zum Einschluss ursprünglich ausgelassener Exons 

und somit zum Einbau fehlender Bestandteile des Proteoms oder zur Bildung der kor-

rekten Struktur eines vorher schadhaften Proteins.[42] Von der FDA zugelassene Thera-

peutika sind in diesem Zusammenhang das bereits genannte Nusinersen[43], sowie vier  

weitere zur Behandlung der Duchenne-Muskeldystrophie, namentlich das SSO Eteplir-

sen[44] (Dystrophin Exon 51) sowie die Morpholino-ONs (phosphorodiamidate morpho-

lino oligonucleotide, PMO) Golodirsen[45]  (Dystrophin Exon 53), Viltolarsen[46]  (Dystro-

phin Exon 53) und Casimersen (Dystrophin Exon 45).[47]  Eine Sonderstellung unter den 

SSOs nimmt Milasen ein, da es als Pionierbeispiel für personalisierte Medizin a ngese-

hen wird. Das SSO wurde speziell zur Behandlung einer seltenen Form der Spielmeyer -

Vogt-Krankheit entwickelt und ist weltweit nur in einem einzigen Menschen aktiv. [48]  
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Die Entdeckung der RNA-Interferenz (RNAi) als grundlegender körpereigener Mecha-

nismus zur Kontrolle der Genexpression durch Fire und Mello erweiterte die Bandbreite 

therapeutischer ON und gab der Entwicklung neuartiger ON-Strukturen und Modifika-

tionen neue Impulse.[49] Analog zum klassischen Antisense-Konzept ist das Target bei  

RNAi-Anwendungen die reife mRNA im Cytosol. Hierbei werden nicht-codierende, dop-

pelsträngige (ds) RNA-Sequenzen mit einer Länge von 20-25 Nukleotiden dazu einge-

setzt, die Expression bestimmter Proteine durch Rekrutierung eines  abbauenden En-

zymkomplexes zu regulieren.[50] Die ursprüngliche physiologische Funktion der RNAi ist  

die Abwehr bzw. Degradation exogener und viraler RNA.[51] Aus körpereigener dsRNA 

werden zunächst kleinere microRNAs (miRNAs) durch Dicer-Proteine herausgeschnit-

ten, welche komplementär zu definierten Abschnitt en der exogenen mRNA sind.[52]  

Dieser Schritt ist notwendig, um eine Interferon-vermittelte Immunantwort durch zu 

lange Ribonukleotid-Sequenzen zu verhindern.[53] Die resultierenden Stränge werden 

im Folgenden als Sense-(passenger) bzw. Antisense-(guide)-Strang bezeichnet; letzte-

rer dieser beiden Stränge ist komplementär zur Target-mRNA, die abgebaut werden 

soll. Der Guide-Strang wird zusammen mit der Target-mRNA von einem Ribonukleopro-

teinkomplex, dem RNA-induzierten Silencing-Komplex (RISC), erkannt.[54]  Im Verlauf 

der Bildung dieses Komplexes trennen verschiedene Argonaut-Proteine (Ago2) den 

Guide-Strang (Antisense) von dem Passenger-Strang (Sense), so dass neben der Target-

mRNA nur der Guide-Strang in den RISC geladen wird.[55] Werden nun artifizielle, exo-

gene Versionen einer miRNA gezielt zu therapeutischen Zwecken angewendet, wird die 

Duplex aus Guide-Strang und Passenger-Strang als "small interfering RNA" (siRNA) be-

zeichnet. Entscheidend für die Effektivität ist die Eignung des RISC zur Auswahl des 

korrekten Strangs der siRNA. Um die Auswahl in Richtung des zu favorisierenden Guide-

Strangs du dirigieren, werden oftmals nicht-kanonische Modifikationen im Backbone 

des Passenger-Strangs implementiert, da die RISC-Maschinerie empfindlich auf solche 

mit Ausschluss des betreffenden Strangs aus dem Argonaut -Komplex reagiert.[56] An-

dererseits führen Modifikation, welche die Duplexstabilität der siRNA  selbst herabset-

zen zu einer besseren Trennung der beiden Stränge durch Ago2 , sodass der Einbau des 

Guide-Strangs in den RISC gegenüber dem Einbau des Passsenger -Strangs favorisiert 

wird.[56,57] Eine helikale Topologie der siRNA in A-Form ist hierbei eine Grundvoraus-

setzung.[57] Letztlich wird die Target-mRNA zwischen den Nukleotiden 10-11 (vom 5 ꞌ-
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Ende aus gezählt)  durch RISC gespalten[58], wobei sich an diesen Positionen die Mög-

lichkeit eröffnet, durch gezielte Modifikationen die Strangtrennung weiter zu verbes-

sern (siehe hierzu Kapitel 2.3.1). Hierdurch kann die avisierte Abschaltung eines Pro-

teins (silencing) weiter gesteigert werden[59,60], worauf in Kapitel 2.2 anhand einiger 

Beispiele näher eingegangen wird.[61–65]  Von der FDA wurden bisher drei auf siRNA ba-

sierende Therapeutika zugelassen. Patisiran stellt das erste Therapeutikum dieser Art 

dar und ist gegen die familiäre Amyloid-Polyneuropathie Typ-I wirksam. Patisiran wird 

hierbei als Liposom-Komplex verabreicht.[66] Darüber hinaus wurden mit Givosiran[2]  

(akute intermittierende Porphyrie), Lumasiran[3]  (Hyperoxalurie) und Inclisiran[67] (Hy-

percholesterinämie) drei Vertreter der von Alnylam Pharmaceuticals entwickelten „En-

hanced Stabilization Chemistry“ (ESC)-Plattform zugelassen, welche das Pendant zur 

„LICA-Plattform“ (Ligand Conjugated Antisense) von Ionis darstellt. Hierbei handelt es 

sich um Konjugate von siRNAs oder ASOs mit Effektor-Liganden zum Zweck einer er-

höhten Bioverfügbarkeit durch rezeptorvermittelte Bereitstellung der ONs in definier-

ten Zielgeweben. Hierauf wird in Kapitel 2.3.2  näher eingegangen. 

2.2 Endocytotische Transportwege und Freisetzung von ON 

Zellen verfügen über mehrere Wege („Pathways“) für die Internalisierung von Thera-

peutika biologischer Natur  (Abb. 2.2[68]). Etwa die Hälfte dieser Mechanismen wird ent-

weder über Clathrin-beschichtete Taschen (clathrin-coated pits), oder Dynamin-abhän-

gige Pits gesteuert, wobei manche Mechanismen von beiden Membranproteinen ab-

hängig sind. Zu letztgenannten zählen caveolare Wege wie Lipid Rafts mit hohem Ge-

halt an Sphingomyelinen, Glycosphingolipiden und Cholesterin.[69] Die (Makro-) Pino-

[70] und Phagozytose[71] hingegen sind von beiden Proteinen unabhängig und es werden 

hauptsächlich Fluide oder nanopartikuläre Substanzen  internalisiert. Letztlich sind Re-

zeptoren an der Zelloberfläche für die Internalisierung von ASOs oder siRNAs verant-

wortlich[72], von welchen die Integrine[73]  (Caveloin-abhängig), die Rezeptor-Tyrosin-

kinasen (RTKs, clathrin-abhängig)[74]  oder G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (clathrin-

abhängig)[1] produktive Kanäle zur Aufnahme von ONs darstellen. Nach erfolgter Inter-

nalisierung, ganz gleich welchen Ursprungs, befinden sich ONs in speziellen Endoso-

men, den sog. „early endosomes“ (EE). EE sind Lipidvesikel, in denen u.A. ONs zwischen 

den Zellkompartimenten transportiert werden [75], wobei ein Zwischenstopp am trans-

Golgi-Netzwerk (TGN) eingelegt wird.[76] Zunächst erfolgt der Transport allerdings zu 
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den sog. „late endosomes“ (LE)[77], in welche das ON durch intraluminale Vesikel (ILV) 

umgeladen wird. In diesem Stadium werden LE, die mehrere ILV enthalten, gemeinhin 

als multivesikuläre Körper (multivesicular bodies, MVB) bezeichnet.[78] Darüber hinaus 

ist es den EE auch möglich, zu LEs zu reifen und den Übertragungsschrit t zu umge-

hen.[75] ONs, welche durch Clathrin-abhängige Mechanismen internalisiert wurden, un-

terliegen zudem der Gefahr, über „recycling endosomes“ (RE) wieder zur Zelloberfläche 

transportiert zu werden.[79] Dies betrifft z.B. die G-Protein-gekoppelten LDL-Rezepto-

ren[80], Transferrin[81] und den Asialoglykoprotein-Rezeptor (ASGP-R).[82] Gelingt den 

Abb. 2.2:  Möglichkeiten der Endozytose von ONs. Clathrin- oder Caveolin-abhängige Wege 

gelten als produktive Internalisierungsoptionen für ASOs (a). Der endosomale Transport der ONs 

erfolgt durch verschiedene endosomale Spezies und wird durch eine Vielzahl von Proteinen ge-

steuert (b). Ein GalNAc-Konjugat wird bspw. durch Wechselwirkung des Liganden mit dem kor-

respondierenden ASGPR-Rezeptor internalisiert und nach Dissoziation vom Rezeptor durch Frei-

setzung aus den LEs in das Cytosol entlassen. Der Rezeptor wird durch REs wieder der Zellober-

fläche zugeführt (c). Grafik entnommen aus: R. L. Juliano, X. Ming, O. Nakagawa, Bioconjug. 

Chem. 2012, 23, 147–157. 
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ONs keine endosomale Freisetzung (endosomal escape) aus den LEs, verschmelzen 

diese mit Lysosomen (LY)[83], in welchen die ONs letztlich enzymatisch abgebaut wer-

den. Jeder Übertragungspunkt entlang dieser Route stellt daher eine Gelegenheit für 

ONs dar, ihre biologische Aktivität durch Erreichen des Zytoplasmas zu entfalten. Die 

endosomale Freisetzung korreliert maßgeblich mit der biologischen Wirkung von ON -

Therapeutika, weshalb die Form der Endozytose auch entscheidend ist.[84]  Die Freiset-

zung von ON aus MVB und/oder LE scheint jedoch der entscheiden de endogene Prozess 

zur Erzielung pharmakologischer Wirkungen zu sein. [71]  

Nicht-konjugierte ONs mit charakteristischen Strukturmotiven wie z.B. LNAs werden 

durch Gymnose aufgenommen (vgl. Kapitel 2.3.1). Darüber hinaus sind ON-Therapeu-

tika häufig auf zusätzliche Transfektionsmittel angewiesen. ASOs profitieren hierbei 

von einem PS-Backbone aufgrund zahlreicher produktiver Proteinbindungen. [71] siRNAs 

werden i.d.R. als Lipid-Nanopartikel (LNPs) transfiziert, wobei kationische Polymere als 

Transfektionsmittel zum Einsatz kommen; eine definierte molekulare Zusammenset-

zung ist allerdings nicht immer gewährleistet. So konnte gezeigt werden, dass sowohl 

in neutrale LNPs eingebettete[85]  als auch solche über kationische LNPs transfizierte [86]  

siRNAs hauptsächlich über Pinozytose in das Endosom gelang en und die endosomale 

Freisetzung während der Maturierung der EEs zu LEs erfolgt. Polyplex e aus siRNA und 

zellpenetrierenden Peptiden (CPPs) sowie Konjugate aus ihnen werden vorzugsweise 

über Scavenger-Rezeptoren internalisiert.[87] Analoge Beobachtungen wurden darüber 

hinaus mit einem SSO/CPP-Polyplex gemacht, bei welchem eine Clathrin-vermittelte 

Internalisierung erfolgte.[88]  Allerdings sind nicht immer Fusionsprozesse der Endoso-

men untereinander oder mit der Formulierung ausschlaggebend für die endosomale 

Freisetzung. ASOs gelangen je nach Formulierung (Lipoplex oder Polyplex) über unter-

schiedliche Wege in das Cytosol.[89]  Die Formulierung als Lipoplex zeigte z.B. eine kon-

tinuierliche Freisetzung aus Endosomen durch einen porenbildenden Mechanismus 

statt eines Fusionsprozesses mit der endosomalen Membran.[90] Die Polyplex-Formu-

lierung verursacht eine sofortige Freisetzung ( burst-release) nach der Internalisierung 

aufgrund des „proton-sponge-Effekts“.[89] Den o.g. Beispielen liegt der gleiche Ansatz 

zugrunde: es werden große Mengen an Transfektionsmittel zur Internalisierung be-

nutzt, was ein niedriges „Drug/Payload-ratio“ verursacht, also eine im Verhältnis zur 

Gesamtheit der transfizierten Materialien geringe Menge an therapeutisch aktiver 
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Substanz liefert. Dies bedingt u.A. unerwünschte Nebenwirkungen.[91]  Aufgrund dessen 

erscheint die Modulation der zahlreichen endozytischen Pfade in Richtung eines ein-

heitlichen Aufnahmemechanismus (v.a. die rezeptorvermittelte Aufnahme) sinnvoll 

und vielversprechend. Durch Einschränkung der Vielzahl unterschiedlicher Internalisie-

rungsarten könnte der endosomale Arrest von ONs, verursacht durch ungerichtete bzw. 

unproduktive Verteilung über die Zellkompartimente, vermindert werden.[92]  Eine Lö-

sung bietet demnach die Konjugation von ONs mit (endogenen) Effektor-Molekülen, 

um zellspezifisch die Bindung an Oberflächenrezeptoren auszunutzen. Solche Konju-

gate werden hauptsächlich über Clathrin-vermittelte Prozesse internalisiert (self-de-

livery).[93,94]  

Nach Rezeptorbindung beginnt sich der Ligand-Rezeptor-Komplex in einem Vesikel un-

ter Beteiligung der GTPase Dynamin aus der Plasmamembran heraus zuschnüren.[95,96]  

Der Transport dieser beladenen Vesikel durch die Endosomen erfolgt unter Kontrolle 

durch verschiedene Rab-Proteine (GTPasen)[97], welche für die Steuerung der Vesikel-

wanderung und der Fusionsprozesse derselben untereinander verantwortlich sind. [98]  

Rab5 ist hierbei für die Steuerung der Clathrin-beschichteten Vesikel zu den EE und  

Rab9 für den Verkehr zwischen den LE und dem Golgi-Apparat verantwortlich. Ferner 

interagieren Rab-Proteine mit Tethering-Proteinen, welche die Formen der Endosomen 

erkennen und sie an den vorgesehenen Bestimmungsort, z.B. verschiedene Golgi-Sub-

kompartimente weiterleiten.[99] Dort leiten Vesikelmembran-gebundene v-SNARE-Pro-

teine (vesicle synaptosome-associated protein receptor) im Zusammenspiel mit den 

Golgimembran-gebundenen t-SNARE-Proteinen (target synaptosome-associated pro-

tein receptor) schließlich die Membranfusion der Zellkompartimente ein.[100]  An diesem 

Punkt kann durch Hemmung der Proteinkinase A der Übergang zu LYs verhindern, und 

die Fusion mit dem TGN bevorzugt werden. [101] Durch Interaktion der beladenen Vesi-

kel mit dem Mannose-6-Phosphat-Rezeptor (M6PR) bietet sich für das Cargo zudem 

eine weitere Möglichkeit der endosomalen Freisetzung.[102] Zusammenfassend bieten 

sich also im Laufe des endosomalen Transports drei vielversprechende Routen, durch 

welche ONs potentiell das Zytoplasma erreichen können:  

1. Der Transport von den recycling endosomes zur Plasmamembran  

2. Der Transport zwischen early endosomes und trans-Golgi-Netzwerk (retrograde 

trafficking)[103]   
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3. Innerhalb der multivesicular bodies, bei der Reifung von intraluminalen Vesikel 

bzw. den Fusionsprozessen. Die Lipiddoppelschicht ist hier durchlässig.[104]  

Im letzteren Fall spielten LBPA (Bisoleoyl-lysobisphosphorsäure) und die spezifischen 

ESCRT-Multiproteinkomplexe (endosomal sorting complexes required for transport)  

eine wichtige Rolle bei der Freisetzung von intraluminale n ONs in das Cytosol.[105]  

ESCRT III fördert hierbei die Einstülpung der Membranknospen und führt zusammen 

mit LBPA die Vesikelbiogenese für den endosomalen Eintritt der ONs sowie die Ver-

mittlung der Rückfusion durch.[106,107] An diesem Punkt werden intermediär  einfache-

Lipidschichten ausgebildet. Zudem sind die Membranen der ILVs aufgrund der starken 

Krümmung dieser relativ kleinen Kompartimente stark gespannt[108], was letztendlich 

die endosomale Freisetzung ermöglicht.  

Unter Ausnutzung dieses Clathrin-abhängigen Wegs konnte mit einem RGD-Peptid-SSO 

Konjugat die rezeptorvermittelte Aufnahme durch Interaktion mit Integrinen  gezeigt 

werden; die Freisetzung des Konjugats erfolgte hierbei aus den LE unter Gymnose-ana-

logen Bedingungen.[109]  Ein siRNA-Cholesterin-Konjugat wurde durch Bindung des 

membranständigen epidermalen Wachstumsfaktor (EGF) internalisiert und aus EE frei-

gesetzt.[110] Letztlich wird in den zugelassenen siRNA-Therapeutika Givosiran[2], Lu-

masiran[3]  und Inclisiran[67]  auf einen triantenären GalNAc-Liganden gesetzt, welcher 

die siRNA durch Bindung des an Hepatozyten befindlichen  Asialoglycoproteinrezeptors 

(ASGPR) zielgerichtet in der Leber akkumulieren lässt. Die Konjugation von ONs mit 

solchen Effektor-Liganden ist ein äußerst innovativer Ansatz, um die Bioverfügbarkeit  

therapeutischer ONs zu verbessern. In Kapitel 2.3.2  werden Möglichkeiten der Anbin-

dung solcher Liganden anhand prominenter Beispiele aufgezeigt.  

2.3 Medizinalchemische Optimierung von ON-Therapeutika 

Trotz des oftmals in vitro  feststellbaren enormen Potenzials von ASOs, SSOs, siRNAs 

und anderer ON-basierten Therapeutika ist die Ernüchterung spätestens bei der Tes-

tung in vivo groß.[12,111]  Die größte Herausforderung, welche bei  der Konzeption von 

ON-Therapeutika überwunden werden muss und die Entwicklung hochwirksamer ON-

Therapeutika erschwert, ist die Gewährleistung einer hinreichend hohen, pharmakolo-

gischen Bioverfügbarkeit. Sie definiert, nach welcher Zeit seit Verabreichung des Arz-

neistoffs und in welchem Umfang der Wirkstoff resorbiert wird und unverändert am 
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Wirkort zur Verfügung steht. Da ON-Therapeutika nicht oral verabreicht werden[112],  

unterliegen sie auch nicht der von Lipinski aufgestellten „Rule of Five“[113]  und zeigen 

somit ganz charakteristische Eigenheiten bzgl. der Pharmakokinetik. Diese Eigenheiten 

betreffen hauptsächlich die Verteilung, den Metabolismus und die Toxizität der 

ONs.[114] So sind exogene ONs häufig Substrate für Exo- und Endonukleasen, was ge-

ringe Halbwertszeiten in vivo  zur Folge hat.[115]  Ihre native, polyanionische Struktur 

führt aufgrund von Abstoßungseffekten mit anionischen Zellmembran -Phospholipiden 

zu einer schlechten Aufnahme in die Zielzellen.[116] Der extrazellulärer Abbau in Blut 

und Gewebe, der intrazellulärer Abbau im retikuloendothelialen System (RES) sowie 

die rapide renale Elimination von ONs schränken ihre therapeutische Wirksamkeit in 

vivo weiter ein und können letztlich bis hin zur Unwirksamkeit führen.[117] Empirisch 

wurde über die letzten Jahrzehnte daher eine Toolbox entwickelt, um sich dieser 

Abb. 2.3:  Ausgewählte strukturelle Modifikationen in zugelassenen, therapeutischen ASOs 

und siRNAs am Beispiel eines Dinukleotid-Ausschnitts. Der Einfluss der Modifikationen auf rele-

vante, pharmakologische Parameter ist in Piktogramm-Form angegeben. 
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Probleme anzunehmen. Eine Übersicht der verschiedenen Möglichkeiten der chemi-

schen ON-Modifizierung sind in Abb. 2.3 gezeigt und stellen eine Zusammenfassung 

der prominentesten Beispiele da. Diese Toolbox kann grundlegend in vier Kategorien 

unterteilt werden:  

1. Modifikationen der Purin-/Pyrimidin-Struktur der Nukleobasen 

2. Modifikationen des nicht-verbrückenden Sauerstoffs der internukleotidi-

schen Phosphatbrücke (First Generation ASO) 

3. Modifikationen oder  Austausch der Ribose- bzw. Desoxyribose-Einheit (Se-

cond Generation ASO) und 

4. alternative Gerüststrukturen zum vollständigen Ersatz der internukleotidi-

schen Phosphatbrücke (Third Generation ASO) 

Jede Modifikation bewirkt eine Verbesserung in mindestens einem der  o.g. Punkte, ist 

aber meist an bestimmte Implikationen gebunden. Je nach Art der Veränderung im Ver-

gleich zur nativen Struktur und dem Zeitpunkt der Veröffentlichung  werden mehrere 

Modifikationen in "Generationen" eingeteilt, die von der ersten bis zur dritten reichen  

und in der obigen Aufzählung den entsprechenden Kategorien zugeordnet sind.[118–121]  

 

2.3.1 Modifikationen von Oligonucleotid-Bausteinen am Beispiel zugelassener 

ON-Therapeutika 

Eine mittlerweile als nahezu unverzichtbar geltende Modifikation, die in Fomivirsen[32]  

Mipomersen[32], Inotersen[33]  und Nusinersen[34] bereits verwendet wird, ist das Phos-

phorthioat-Backbone (PT-Backbone). Die Einführung eines nicht-verbrückenden 

Schwefel-Atoms in der Phosphat-Gruppe hat weitreichende Folgen in Bezug auf die 

Nukleasestabilität. Durch die Einführung des Schwefel -Atoms wird aus dem zentralen 

Phosphoratom ein stereogenes Zentrum, sodass Diastereomere, entweder in SP- oder 

RP-Konfiguration entstehen.[122]  Diese zeigen unterschiedlich ausgeprägte Nukleasesta-

bilitäten und Bindungsaffinitäten zu basenkomplementären mRNAs.[28,29] Konkret sind 

SP-konfigurierte PS-ASOs nukleolytisch stabiler als R P-konfigurierte Thioate.[123] Letz-

tere bilden allerdings aufgrund ihrer strukturell größeren Übereinstimmung mit nativer 

DNA stabilere Duplices mit mRNA als  es rein SP-konfigurierte ASOs oder Gemische von 

RP/SP-ASOs vermögen.[123]  Diese Effekte treten in vivo  allerdings nicht signifikant in 
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Erscheinung.[29]  Im Zusammenhang mit PT-Backbones ist oftmals von einer gewissen 

„stickiness“ die Rede, welche anhand einer Vielzahl[27]  von produktiven aber auch (die 

Bioverfügbarkeit reduzierenden) unspezifischen Wechselwirkungen mit Plasmaprotei-

nen wie Albumin[124] oder Heparin[125]  beobachtet werden konnte. Im Allgemeinen füh-

ren diese Wechselwirkungen zu einer verlängerten Plasmahalbwertszeit und einer ver-

ringerten renalen Ausscheidung [30,126] , allerdings sind oftmals toxische Nebenwirkun-

gen in diesem Zusammenhang zu beobachten.[127]  Gapmer-Strukturen mit kombinier-

tem Einsatz von PT- und LNA-Modifikationen sind gymnotisch äußerst aktiv und führen 

zu einer aktiven Aufnahme derart modifizierter ONs durch die Zielkomparti-

mente.[28,128] Hierbei akkumulieren vollständig PT-modifizierte ASOs hauptsächlich in 

den Nieren und der Leber.[129]  Nachdem in Streptomyces lividans natürlich vorkom-

mende PT-Modifikationen im Zusammenhang mit CpG-Motiven gefunden wurden[130]  

und solche Motive bekanntlich durch Aktivierung des Toll-like Rezeptor 9 (TLR9) eine 

Immunantwort provozieren[131], wurden PT-CpG Motive in der Synthese von ONs in der 

Immuntherapie angewendet; allerdings mit mäßigem Erfolg.[132,133] Nicht in allen An-

wendungen ist die Stimulierung einer Immunantwort erwünscht, weshalb PT-modifi-

zierte ONs häufig in Kombination mit anderen Modifikationen, bspw. solchen an der 

Ribose-Einheit implementiert werden. 

Zwei besondere Modifikationen der "zweiten Generation" werden bei der Entwicklung 

von ASO-Gapmeren standardmäßig in der 2 ꞌ-Position des Riboserings eingesetzt. Hier-

bei handelt es sich um sog. O-Alkylierungen, darunter die natürlich vorkommende 2 ꞌ-

O-Methylierung (2ꞌ-OMe)[134]  und die analoge, allerdings artifizielle  2 ꞌ-O-Methoxyethyl- 

(2'-MOE)-Gruppe.[135] Aufgrund stereoelektronischer Effekte veranlassen 2 ꞌ-OMe und 

2ꞌ-MOE zwar nicht wie LNAs die Aktivierung von RNase H[136], dennoch wird aufgrund 

der 2 ꞌ-O-Konfiguration die N-Typ/Gauche-Konformation favorisiert.[137] Dies begünstigt 

wiederum die Bildung einer A-Helix mit mRNA[138], sodass eine erhöhte Nuklease-Sta-

bilität aufgrund einer höheren Schmelztemperatur der Duplex zu beobachten ist.[139,140]  

Anhand von Kristallstrukturanalysen konnten durch 2ꞌ-OMe und 2ꞌ-MOE koordinierte 

Wassermoleküle in der Minor-Groove als zusätzliches stabilisierendes Element nachge-

wiesen werden.[137]  Darüber hinaus zeigen 2 ꞌ-OMe/2 ꞌ-MOE modifizierte Gapmer ASOs 

keine immunostimulatorischen oder toxische Effekte[141]  und weisen im Vergleich zu 

entsprechenden PT-ASOs eine zehnfach höhere Halbwertszeit  auf,[142] was folglich zu 
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einer verstärkten Aufnahme und Wirkung in vitro  und in vivo  führt.[143] 

Eine in siRNAs häufig verwendete 2 ꞌ-Modifikation stellt die Platzierung eines Fluor-

Atoms anstelle von überwiegend in ASOs verwendeten 2 ꞌ-OMe/2ꞌ-MOE-Einheiten da. 

2ꞌ-F ruft aufgrund der starken Elektronegativität  und der infolge dessen stark polari-

sierten C-F-Bindung keine immunstimulierenden Effekte hervor, analog zu 2ꞌ-OMe/2ꞌ-

MOE.[144]  Da 2 ꞌ-F keine H-Brücken mit Wassermolekülen in der Minor-Groove eingehen 

kann, ist die Bildungsenthalpie stark erhöht[145], was zu einer stärkeren Watson-Crick-

Basenpaarung [146]  und damit zu einer erhöhten Duplexstabilität mit komplementärer 

mRNA führt.[147]  Aufgrund der zu 2 ꞌ-OMe/2ꞌ-MOE analog eingenommenen 3 ꞌ-endo  Kon-

formation zeigen 2 ꞌ-F modifizierte siRNAs zudem eine deutlich verbesserte Stabilität 

gegenüber Endo- und Exonukleasen.[148]  Allerdings führt die 2 ꞌ-F-Modifikation ver-

mehrt zu unspezifischen Proteininteraktion und damit zu toxischen Nebeneffekten (ins-

besondere bei höheren Dosierungen).[149,150]  Gleichzeitig wird hierdurch die Plasmasta-

bilität und in Folge dessen die Halbwertszeit erhöht, was letztlich in einer potenzierten 

Aktivität verglichen mit unmodifizierter siRNAs resultiert.[151]   

Statt einer Modifizierung der Ribose-Einheit in 2ꞌ-Position ist der Ersatz der gesamten 

Zucker-Einheit eine Möglichkeit, ribosomales  Blocking (occupancy-only) zu triggern. In 

diesem Fall wird durch sterische Effekte nach Bindung an die Target -Struktureine bio-

logische Aktivität der ASOs generiert (und weniger durch RNase H -vermittelte Aktivi-

tät). In den zugelassenen ASOs Eteplirsen[44], Golodirsen[45], Viltolarsen[46]  und Casi-

mersen[47]  wurde daher der Ribosering durch Morpholino-Einheiten (phosphorodiami-

date morpholino oligonucleotide, PMO, vgl. Abb. 2.3) ersetzt. PMOs[152] gehören neben 

den Peptid-Nukleinsäuren[153,154] (auf welche an dieser Stelle nicht näher eingegangen 

wird) zu den Modifikationen der „dritten Generation“  und weisen als grundlegende 

Zucker-Modifikation einen sechsgliedrigen Morpholin-Ring auf, sodass sie im entfern-

testen Sinne als Kongenere der Pyranosen angesehen werden können. Da die Nukle-

obasen analog zur nativen Furanose ebenfalls über eine β-N-glykosidische Bindung an-

geknüpft sind, kommt der Stickstoff des Morpholin-Rings in 3ꞌ-Position zum Liegen, so-

dass eine N3 ꞌ→P5 ꞌ-Internukleotid-Bindung aus Sicht der 5ꞌ→3ꞌ-Richtung ausgebildet 

wird. Typischerweise ist der unter physiologischen Bedingungen negativ geladene, 

nicht-verbrückende Sauerstoff durch eine elektroneutrale P-N-Bindung ersetzt. Bei die-

sem den Phosphoramidaten[155]  eigenen Motiv trägt der Stickstoff lipophile,  
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aliphatische Alkylketten zum Zweck einer verbesserten Membrangängigkeit (siehe Ka-

pitel 6). Aufgrund ihrer signifikanten strukturellen Unterschiede zu nativen ONs sind 

PMOs nicht in der Lage, den mRNA-Abbau durch RNase H oder RNAi zu initiieren.[156]  

Sie werden jedoch erfolgreich zur Blockade weiterer RNA-abhängiger Genregulationen 

eingesetzt[157], z. B. zur Steuerung des alternativen Spleißens von prä-mRNA im Zell-

kern.[158] Die Struktur von PMOs begünstigt die Bildung stabilerer Duplices und zeigt 

darüber hinaus keine immun-aktivierenden Eigenschaften. Ferner zeigen PMOs  eine 

hohe nukleolytische Stabilität.[159] Sie bilden mit Target-mRNA stabile Duplices[156]  und 

sind nicht-immunogen.[160] Allerdings zeigen sie aufgrund der fehlenden Ladung im 

Rückgrat keine starke Proteinbindung [158]  und in Folge dessen geringe Halbwertszei-

ten.[157]  Zudem können PMOs bei höheren Dosierungen toxische Effekte hervorru-

fen.[161–164]  

Ebenfalls zu den Modifikationen der „dritten Generation“ zählen die verbrückten Nuk-

leinsäure-Bausteine, die sog. LNAs (locked nucleic acids), welche sich durch eine starre 

3ꞌ-endo-Konformation auszeichnen. Dies wird durch Verbrückung der 2 ꞌ-Hydroxy-

Gruppe mit der C-4 ꞌ-Position über eine Methylen-Gruppe erzielt[165], wodurch die Gau-

che-Konformation stabilisiert wird.[166]  Diese Zuckerstruktur erhöht die Duplexstabili-

tät bei der Hybridisierung mit anderen LNA-, DNA- oder RNA-Strängen.[167,168]  Darüber 

hinaus zeigen LNA-modifizierte ONs eine erhöhte Stabilität gegenüber dem Abbau 

durch Exonukleasen, wenn sie am 5 ꞌ-Ende[169] oder am 3 ꞌ-Ende[134]  eingeführt werden. 

LNAs werden daher häufig in Gapmer-Strukturen verwendet, wo sie ein zentrales, meist  

PT-modifiziertes Gap-Segment flankieren. Dadurch wird eine erhöhte Nukleasestabili-

tät bei gleichzeitiger Beibehaltung der RNase H-Aktivität erzielt.[21]  Diese Gapmere 

werden aktiv von Zellen durch Gymnose aufgenommen [128,170,171]  und besitzen eine er-

höhte Halbwertzeit.[21] Zudem zählen LNAs zu den nicht-immunogenen Modifikatio-

nen.[172]  Allerdings konnten abhängig von der Position der LNA-Modifikation innerhalb 

eines Stranges im Zusammenspiel mit einer PT-Gap Hepatoxizitäten gefunden wer-

den.[173,174] Eine Übersicht zu den von der FDA und EMA zugelassenen ON-Therapeutika 

ist in Abb. 2.4 und Abb. 2.5  gezeigt. 
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Abb. 2.4:  Name, Sequenz und Modifikationen FDA- und EMA-zugelassener ON-Therapeutika 

mit Angabe des Targets. Die Strukturen sind chronologisch nach dem Datum ihrer Zulassung an-

geordnet, von oben nach unten. 
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Modifizierungen der kanonischen Nukleobasen lassen sich per se  nicht einer der drei 

„Generationen“ zuordnen. Sie bieten allerdings hinsichtlich der Pharmakokinetik als 

auch der Pharmakodynamik großes Potential zur Verbesserung der Duplexstabilität,  

der Nukleasestabilität und der zellulären Internalisierung. Großes Augenmerk muss 

hierbei auf die Fähigkeit zur Basenpaarung nach Watson-Crick gelegt werden, damit 

eine hinreichend stabile Duplex-Struktur mit der Target-mRNA gebildet werden kann, 

welche als Substrat bspw. für RNase H oder den RISC-Komplex dient. Die Auswirkung 

der modifizierten Basen auf die Performance des ON ist streng von der Platzierung im 

Abb. 2.5: Name, Sequenz und Modifikationen FDA- und EMA-zugelassener ON-Therapeutika 

mit Angabe des Targets. Die Strukturen sind chronologisch nach dem Datum ihrer Zulassung an-

geordnet, von oben nach unten (Fortsetzung Abb. 2.4).  
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Guide- oder Passenger-Strang einer siRNA[175]  oder an den Flanken eines ASO (5 ꞌ/3ꞌ-

Ende) abhängig.[176] Die Möglichkeiten für strukturelle Veränderungen an den Nukle-

obasen sind zahlreich und gehen über den Rahmen dieser Arbeit weit hinaus. Einen 

Überblick bieten die Übersichtsartikel von Herdewijn[177]  und Peacock.[178] Von Bedeu-

tung ist in diesem Zusammenhang die in Nusinersen verwendete 5-Methyl-desoxycyto-

sin-Modifikation (5-Me-dC, siehe Abb. 2.3). 5-Alkyl-Cytosin-Analoga, insbesondere das 

native 5-Methyl-desoxycytosin, erhöht die Schmelztemperatur mit komplementärer 

mRNA um 0.5 °C pro Modifikation.[179]  Diese Eigenschaft ist auf die hydrophobe Wech-

selwirkungen zwischen den planar gestapelten Nukleobasen in der Major-Groove zu-

rückzuführen. Die Modifikation verringert die Immunogenität und verleiht zudem Nuk-

leasestabilität.[121]  5-Alkyl-Derivate von Uracil und Cytosin führen je nach Platzierung 

in der Sequenz zu einer gleichbleibenden oder verbesserten Silencing -Aktivität. [180]  In 

saurem Milieu sind solche 5-methylierten Cytosin-Derivate allerdings anfällig für Desa-

minierung.[181]  

2.3.2 Modifizierung durch Konjugation mit endogenen Rezeptorliganden  

Bereits in Kapitel 2.2  wurden die ungesteuerte und schwache zelluläre Aufnahme, die 

ungerichtete Verteilung über die Zellkompartimente und  die unzureichende Freiset-

zung aus den Endosomen als intrinsisches Problem nativer ONs identifiziert. Maßgeb-

lich wurde dies auf das Fehlen definiter Struktureinheiten zurückgeführt, welche durch 

gezielte Wechselwirkungen mit Oberflächenrezeptoren einen gerichteten, uniformen 

und v.a. produktiven Transportweg für ONs in die Zelle eröffnen. Eine vielverspre-

chende Lösung bietet die Modulation der Aufnahme über Clathrin-abhängige Interna-

lisierungsmechanismen, konkret die rezeptorvermittelte Endozytose. Hierbei werden 

endogene Effektor-Moleküle als natürliche Substrate/Liganden der entsprechenden 

Rezeptoren als Target-Einheit und Konjugationspartner für ONs herangezogen.  In sol-

chen Konjugaten ist somit die sequenzspezifische Bindungsfähigkeit von ONs mit  der 

Funktionalität von Rezeptorliganden kombiniert. Im Vorfeld zur Entwicklung solcher 

ON-Konjugate müssen hierbei mehrere Bedingungen erfüllt sein: 

1. Ein geeignetes Ligand-Rezeptor-Paar muss identifiziert sein.  

2. Der verwendete Ligand muss eine hohe Affinität für den spezifischen Rezeptor  

aufweisen und diesen zur Internalisierung veranlassen . 
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3. Der Rezeptor ist auf der Zelloberfläche des Zielgewebes in ausreichenden Men-

gen vorhanden und im Vergleich zu anderen Geweben stark überexprimiert . 

4. Der Rezeptor durchläuft nach der Internalisierung einen Rückführungsprozess 

an die Zelloberfläche und wird lysosomal nicht abgebaut.  

Dieses grundsätzliche Verständnis der biochemischen Rezeptordynamik ist für die Kon-

struktion eines potenten ON-SM-Konjugats unerlässlich. Ebenso wichtig ist die Wahl 

der Plattform zur Anbindung der Effektor-Moleküle, Fluorophore oder reaktiven Grup-

pen (im Folgenden unter dem Begriff „Liganden“ zusammengefasst), welche sich in ver-

schiedene Kategorien einteilen lassen. Diese Einteilung wurde bereits in den frühen 

1990er Jahren durch Goodchild[182] etabliert und bietet grundsätzlich zwei Ansätze:  

1. Konjugation einer Target-Einheit im Verlauf der ON-Synthese am Synthesizer 

durch Implementierung eines entsprechenden Phosphoramidits im Zyklus 

2. Konjugation post-synthetisch durch Reaktion zwischen reaktiven Linker-Mole-

külen, welche im Verlauf der SPOS eingeführt wurden, mit entsprechenden funk-

tionellen Gruppen, welche sich am Liganden befinden.  

Jeder Ansatz bietet für sich entscheidende Vorteile, birgt allerdings auch z.T. erhebli-

che Einschränkungen in der Auswahl potenzieller, miteinander reagierende r Partner. 

Am prominentesten ist die Verwendung von Phosphoramiditen auf Basis der von 

Beaucage, Matteucci und Caruthers entwickelten P(III) -Chemie.[183,184]  Dieser Mono-

mer-basierte Ansatz beruht auf der ausschließlichen Verwendung von Bausteinen, wel-

che mit der konventionellen Synthesizer-Chemie kompatibel sind und als Lösungen am 

Gerät angeschlossen werden können. Diese Herangehensweise  bietet größtmögliche 

Kontrolle über die Anzahl und die Positionierung des Liganden innerhalb der Sequenz. 

Sind phosphitylierte Liganden zusätzlich mit einer DMTr-Schutzgruppe ausgestattet, 

kann unmittelbar nach der sauren Entschützung ein Rückschluss auf die Kupplungseffi-

zienz durch die spezifische Absorption des Trityl -Kations gezogen werden. Etwaige Un-

stimmigkeiten können somit sofort behoben oder Kupplungsbedingungen angepasst 

werden, um eine möglichst quantitative Umsetzung mit der wachsenden ON-Kette zu 

ermöglichen. Bei ausreichender Menge an Monomer-Lösung ist die Synthese von Kon-

jugaten mit unterschiedlicher Sequenz parallel und vollautomatisiert möglich. Da die 

SPOS eine wohletablierte und ausgereifte Technik unter Standardbedingungen dar-

stellt, sind Nebenreaktionen (bei adäquater Verwendung entsprechender  
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Schutzgruppen) sowohl an den Nukleotiden als auch am Liganden minimiert. Zudem 

gestaltet sich die Aufarbeitung und Reinigung der ON-Konjugate bei Verwendung von 

Festphasen zeitsparend und apparativ überschaubar. Grundsätzlich kann hierbei der 

einzuführende Ligand entweder an ein Standard-Nukleotid gebunden implementiert 

werden, oder es wird auf ein nicht-nukleosidisches Synthon zurückgegriffen. Hierin 

liegt allerdings ein intrinsischer Nachteil: oftmals muss für einen speziellen Liganden 

das entsprechende Phosphoramidit erst mühsam hergestellt werden. Hierfür ist das 

Vorhandensein einer Hydroxygruppe unabdinglich. Der Alkohol darf zudem nicht an es-

senziellen Wechselwirkungen mit dem Rezeptor beteiligt sein. Die Reaktionsbedingun-

gen und die Schutzgruppenstrategie wurden für den konventionellen Vierschritt-Zyklus 

an DNA-Synthesizern zwar fortlaufend über die Jahre optimiert, die Synthese der Bau-

steine hingegen beruht im Prinzip allerdings immer noch auf den von Caruthers entwi-

ckelten Methoden.[184] Hierbei werden reaktive Phosphitylierungs -Reagenzien wie z.B. 

2-Cyanoethyl-N,N-diisopropylchlorphosphoramidit  (PCI)[185]  oder das etwas mildere 

und selektivere 2-Cyanoethyl-N,N,N′,N′-tetraisopropylphosphorodiamidit (PN) [186]  ver-

wendet, welche nicht sehr lagerstabil sind und daher regelmäßig neu beschafft /synthe-

tisiert werden müssen. Die aus ihnen gebildeten, phosphitylierten Spezies müssen un-

ter Zuhilfenahme von Basen wie z.B. NET3 säulenchromatographisch aufwendig und 

schnell gereinigt werden. Ein Produktverlust durch Zersetzung bei Kontakt mit dem Si-

licagel kann dennoch nicht ausgeschlossen werden, die Ausbeuten sind daher per se  

nicht quantitativ. Gerade bei aufwendigen Synthesen des zu phosphitylierenden Ligan-

den sind geringe Ausbeuten im Phosphitylierungsschritt unzufriedenstellend.  Lösungen 

dieser Reagenzien sind zudem selbst am Synthesizer nur wenige Tage lagerstabil. Die 

Synthese und Lagerung der Reinstoffe muss darüber hinaus unter explizitem Ausschluss 

von Wasser und Sauerstoff erfolgen, um die Performance der SPOS nicht negativ zu 

beeinflussen. Eine Lösung dieses Problems der geringen „bench stability“ bietet eine 

sog. „On-demand-flow-Synthese“ , welche auf festphasengebundene Phosphitylie-

rungs-Reagenzien zurückgreift und die Bereitstellung entsprechender Phosphoramidite 

in quantitativen Ausbeuten bei vergleichsweise geringen Reaktionszeiten und ohne zu-

sätzliche Aufreinigungsschritte verspricht.[187]  

Der ausschließlichen Verwendung von P(III)-Amiditen zur Konjugation von Liganden an 

ein ON gegenüber steht die Verwendung von Plattform-Chemikalien, welche die 
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Implementierung von Liganden über eine Vielzahl von Reaktionstypen ermöglichen . So-

mit ist nicht zwingend eine Phosphitylierung des Liganden bzw. das Vorhandensein von 

Alkohol-Gruppen voraussetzen. Die Reaktionen können hierbei „on-bead“ oder „off-

bead“  erfolgen[188], je nachdem ob die Konjugation noch an der Festphase vorgenom-

men werden soll, oder das vollständig entschützte ON in Lösung mit einem Liganden 

zur Reaktion gebracht wird. Zur Veranschaulichung dieser beiden Ansätze werden im 

Folgenden zwei konkrete und prominente Beispiele herangezogen [1], welche analog zu 

Kapitel 2.3.1  die unterschiedlichen Positionen aufzeigen, an welchen die Konjugation 

eines Liganden innerhalb eines  Dinukleotid-Ausschnitts erfolgen kann. Ob die 

Einführung eines potentiellen Liganden am 3 ꞌ-Ende oder 5 ꞌ-Ende erfolgt, ist hierbei für 

die Effektivität unerheblich.[189,190]   

2.3.2.1 Der  on-bead-Ansatz 

Die Arbeit von Singh bietet anhand der Implementierung einer Reihe unterschiedlichs-

ter Liganden über die SPAAC einen Einblick in die große Versatilität bei Verwendung 

des on-bead-Ansatzes. Das 5 ꞌ-Ende einzelsträngiger Decamere von Thymidin (dT10) 

wurde zunächst durch Implementierung eines Phosphoramidits einer Cyclooctin-Ein-

heit (4-(Cyclooct-2-in-1-yloxy)butan-1-ol) mit einer Reaktions-Plattform für die kupfer-

freie Klick-Reaktion ausgestattet.[191]  Hierbei handelt es sich um die kleinstmögliche, 

nicht fluorierte, monocyclische Cyclooctin-Einheit, welche im Vergleich zu anderen 

Abb. 2.6:  On-bead-Ansatz nach Singh zur Synthese 5 ꞌ-konjugierter ONs auf Basis einer SPAAC-

Plattform mit Azid-funktionalisierten biologisch aktiven Liganden. 
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SPAAC-fähigen Linkern wie DBCO eine geringere Lipophilie  sowie einen geringeren ste-

rischen Anspruch aufweist und aus einer Vierstufen Synthese leicht zugänglich ist.[192]  

Die anschließende Reaktion des Festphasenmaterials mit Azid-Derivaten von Biotin, 

Coumarin oder Cholesterol konnte durch Inkubation in DMSO oder chlorierten Lösungs-

mitteln eine Vielzahl von Konjugaten biologisch relevanter Substanzen am 5 ꞌ-Ende in 

hohen Ausbeuten erzeugen. Die Aufarbeitung solcher ON-Konjugate ist bei diesem An-

satz apparativ wenig anspruchsvoll. Das Waschen der Festphase genügt, um überschüs-

sige Reagenzien oder Nebenprodukte zu entfernen. Im Anschluss erfolgte die Entschüt-

zung der Nukleobasen und die Spaltung vom Träger i.d.R . ammoniak-alkalisch in einem 

Schritt. Ein entscheidender Vorteil von on-bead Ansätzen im Vergleich zu off-bead An-

sätzen ist die Freiheit in Bezug auf die Wahl des Lösungsmittels. Bei off-bead Ansätzen 

muss ein Lösungsmittelgemisch gefunden werden, in welchem sowohl das überwie-

gend hydrophile ON als auch die meist lipophilen Liganden zur Reaktion gebracht wer-

den können. Zudem muss bei der anschließenden Reinigung per HPLC in der Metho-

denentwicklung Rücksicht auf die niedermolekularen Verunreinigungen genommen 

werden. 

2.3.2.2 Der off-bead-Ansatz 

Ein bemerkenswertes ON-Konjugat wurde in der Arbeitsgruppe von Carell entwickelt 

und bildet den Anitpoden im Vergleich zu dem in Givosiran, Lumasiran und Inclisiran 

verwendeten antennären GalNAc-Multivalenz-Liganden (Abb. 2.7).[193] Ausgehend von 

Anandamid, einem endogenen Liganden des Vanilloids TRPV1-Rezeptors, wurden 

Dendrimere mit definierter Struktur und steigender Anzahl angeknüpfter siRNAs kon-

struiert. Ausgangspunkt dieser kupfer-katalysierten Variante der Klick-Chemie ist ein 

CPG-gebundenes Derivat von Uridin, welches in Position  C-5 des Pyrimidinrings eine 

terminale C8-Alkinyl-Einheit trägt (C8-alkin-dT). Das Startnukleosid wurde am 3ꞌ-Ende 

des Passenger-Strangs einer siRNA implementiert, welche komplementär zu einer co-

dierenden mRNA des Nukleoproteins (N-Protein) des Tollwutvirus ist.[193]  Anandamid 

wurde hierbei zunächst an ein Triazid-Derivat von Pentaerythritol geknüpft , welches 

die grundlegende Konjugationsplattform (Modul A) darstellt. Die Anzahl an angebun-

denen, Alkin-modifizierten siRNAs wird letztlich durch die Wahl der modularen Bran-

ching-Einheiten BE1  und BE2 festgelegt und ermöglicht die Anknüpfung von drei (Mo-

dul A), sechs (Modul B) oder bis zu neun (Modul C) siRNAs durch sukzessiv 
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durchgeführte Klick-Reaktionen. Erst nach Wahl des entsprechenden Moduls wird der 

Spacer samt Liganden (Modul A) mit dem C8-alkin-dT-dekorierten und vollständig ent-

schützten passenger-Strang der siRNA kovalent in einer Kupfer-katalysierten Klick-Re-

aktion verknüpft. Anschließend erfolgen mit diesem Konjugat die Hybridisierung der 

Guide-Stränge und die chromatographische Aufreinigung. Mit steigender Zahl der an-

geknüpften siRNAs konnte in gleichem Maße auch eine steigende Reduktion des Nuk-

leoproteinlevels nachgewiesen werden. Verglichen mit den antennären GalNAc-Konju-

gaten konnte also durch Verwendung einer einzigen Target-Einheit bei gleichzeitiger 

Anbindung mehrerer ONs der zielgerichtete Transport einer definierten Dendrimer -

Struktur ohne die Verwendung von Transfektionmitteln realisiert werden. Dies ver-

deutlicht noch einmal konkret die zentrale Rolle der Konjugati onsplattform, welche 

entscheidend das Potential von ON-SM-Konjugaten beeinflussen kann. 
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Abb. 2.7:  Off-bead-Ansatz von Carell zu Synthese eines dendritischen siRNA-Anandamid-Kon-

jugats. Die siRNA (grüne Doppelhelix) wird über das 3ꞌ-implementierte C8-Alkin-dT durch kupfer-

katalysierte Klick-Reaktion an den Azid-terminierten Spacer-Apparat geknüpft. 
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2.4 Oblimersen und andere BCl2-ASOs in der Krebstherapie 

Schaut man sich die zugelassenen Therapeutika auf Basis der Antisense-Technologie 

noch einmal genauer an, so fällt auf, dass deren Ziel meist die Korrektur eines genetisch 

bedingten Fehlfunktion eines bestimmten Proteins  ist. Im oben diskutierten Beispiel 

der Duchenne Muskeldystrophie (DMD) bewirkt ein genetischer Defekt den fälschli-

chen Einbau von Exon 51 in die für Dystrophin codierende mRNA, sodass die Bildung 

des Proteins, welches zum Erhalt des Muskelgewebes notwendig ist, gestört wird.  

Durch Gabe der ONs Eteplirsen[44], Golodirsen[45], Viltolarsen[46] oder Casimersen[47]  

wird das Exon ausgelassen und Dystrophin in ausreichender Menge vom Körper expri-

miert. Das Gegenteil bewirkt z.B. das ON Fomivirsen, welches die Bildung der IE1 und 

IE2 Proteine hemmt[194]  und somit in immunsuprimierten Patienten das Cytomegalievi-

rus zurückdrängt.[195]  In jedem Fall stellen diese zugelassenen ON-Therapeutika jedoch 

sog. „Orphan Drugs“  da. Dies sind Medikamente, welche zur Behandlung von Erkran-

kungen mit geringer Prävalenz eingesetzt werden und aus marktwirtschaftlicher Sicht 

für die pharmazeutische Industrie aufgrund der hohen Entwicklungskosten von gerin-

ger Relevanz sind.[196]  

Neben Herz-Kreislauferkrankungen zählt Krebs mit der deutschlandweit zweithöchsten 

Prävalenz zu den Haupttodesursachen sowohl bei Männern als auch bei Frauen und 

bildet demnach eine ausgesprochen attraktive Möglichkeit zum Einsatz potenter ON-

basierter Therapeutika.[197] Hanahan und Weinberg definierten in ihrer vielbeachteten  

Arbeit sechs markante, biologische Eigenheiten von Krebs  (Hallmarks), welche im Laufe 

der Entwicklung eines Karzinoms als Ansatzpunkt zur kurativen Behandlung dienen 

könnten. Diese von Tumoren erworbenen Fähigkeiten umfassen die Aufrechterhaltung 

des proliferativen Zustands der Zellen, die Abwehr von Wachstumssuppressoren, die 

Induktion von Angiogenese, die Metastasierung und damit Verbreitung im Körper so-

wie die Ermächtigung zur replikativen Unsterblichkeit durch Eingriff in die Homöostase 

des programmierten Zelltods.[198]  Gerade im letztgenannten Punkt zeichnet sich malig-

nes Zellwachstum insbesondere dadurch aus, dass essentielle Mechanismen zur Ent-

sorgung entarteter Zellen abgeschaltet werden. Die hierbei primär involvierten Pro-

teinfamilien sind die Tumor-Nekrose-Faktoren (TNFs), die Caspasen sowie die Bcl-2-

Familie, welche sowohl aus pro-apoptotisch als auch anti-apoptotisch wirkenden Pro-

teinen, wie z.B. dem Namensgeber Bcl-2, bestehen.[199–201] Die Hemmung der Apoptose 
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durch das Protein Bcl-2 äußert sich in der Stabilisierung der Mitochondrienmembran 

und verhindert damit die Ausschüttung  von Initiator-Caspasen aus den Mitochondrien, 

welche letztlich für die Rekrutierung von Effektor -Caspasen zum Abbau der Zelle ver-

antwortlich sind. In Krebszellen führt die Translokation des Bcl -2-Gens von Chromosom 

18 zur „Immunoglobulin heavy-chain“ (IgH) auf Chromosom 14 zudem zu einer gestei-

gerten Expression des Bcl-2 Proteins durch den lgH-Enhancer.[202,203]  Dies resultiert in 

niedrigen Ansprechraten von Chemotherapeutika und kürzeren Zeitenräumen ohne Tu-

morprogression.[204]  Da Bcl-2 als intrazelluläres Protein ohne enzymatische Aktivität 

nur schwer mit Kleinmolekülen wie Venetoclax[205] interagiert, werden v.a. ONs in der 

adjuvanten Therapie eingesetzt um den Gehalt von Bcl -2 in der Zelle herunterzuregeln 

und in Folge eine Sensitivierung gegenüber Chemotherapeutika  oder Antikörperthera-

pie zu erzielen.[206,207]  

Einen ersten Ansatz hierzu lieferte 1990 Reed bei Untersuchungen von humanen Pre-

kursor B-Zellen der akuten lymphatische Leukämie (697-Zellen). Ein 20-mer PT ASO (TI-

AS) komplementär zu den ersten 20 Basen der Translations -Initiations Sequenz der hu-

manen Bcl-2 mRNA zeigte vier Tage nach Inkubation eine maximale Reduktion der Zell-

proliferation von 50% bei einer Konzentration von 25  µM. Ein analoges PO ASO zeigte 

hingegen nur ein Zehntel dieser Inhibition der Zellproliferation bei gleicher Konzentra-

tion. Dieser Maximalwert wurde zudem erst  nach sechs Tagen Inkubationszeit erreicht, 

da auch die maximale intrazelluläre Konzentration erst nach fünf im Vergleich zu den 

zwei Tagen des PT ASOs erreicht wurde.[208]  Zangenmeister-Wittke baute 1997 auf die-

sem Prinzip auf und testete insgesamt 11 Bcl-2-ASOs gleicher Länge (20-mere), welche 

komplementär zu verschiedenen für das Bcl-2-Protein kodierenden Stellen innerhalb 

der humanen Bcl-2 mRNA in SW2-Zellen des kleinzelligen Bronchialkarzinoms sind.[209]  

Die ausgesuchten ASOs nutzten als Target entweder die Translationsinitiations- oder -

terminationsstellen bzw. die 5ꞌ- oder 3ꞌ-untranslatierten Regionen. Darüber hinaus 

wurde DOTAP bei allen ASOs als Transfektionsmittel eingesetzt. Hierbei zeigte  ASO-

2009, welches auf die Codons 141-147 des kodierenden Bereichs der  Bcl-2-mRNA ab-

zielt mit Abstand das größte Potential. Nach 24 h wurde eine Reduktion des Bcl-2-Ge-

halts von 82% und nach 96 h eine Reduktion von 51% bei einer Konzentration von 

150 nM erzielt; das ASO wird demnach recht zügig wieder aus der Zelle ausgeschieden . 

Kombinationen von ASO-2009 mit den Zytostatika Etoposid, Doxorubicin sowie mit  
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Cisplatin zeigten in darauffolgenden Experimenten eine starke Sensitivierung der Zel-

len gegenüber der Chemotherapie.[210]  

Von Zangemeister-Wittke wurde kurze Zeit später im Jahr 2000 das bispezifische ASO-

4625 dazu verwendet, in der Brustkrebszelllinie MDA -MB231 gleich zwei anti-apopto-

tisch wirksame Faktoren herunter zu regulieren. [211]  Das ebenfalls aus der Familie der 

anti-apoptotisch wirksame Proteine stammende Bcl-XL weist mit Bcl-2 eine Region ho-

her Sequenzhomologie im Bereich der Nukleotide 605-624 und 687-706 auf. In Letzte-

rem besitzt ASO-4625 allerdings einen Basenmismatch zur Bcl-XL mRNA von drei Nuk-

leotiden. In diesem 20-mer PT ASO wurden zudem am 5ꞌ- und 3ꞌ-Ende jeweils fünf 2ꞌ-

MOE-Modifizierungen zur Erzeugung eines Gapmers eingeführt. Diese erste Form des 

doppelten Targetings an Bcl-2 führte in MDA-MB231-Zellen nach 40 h zu einer Reduk-

tion der Gehalte von Bcl-2 und Bcl-XL von 25% bzw. 20% bei einer Konzentration von 

600 nM.[212]  Um die Duplexbildung von ASO-4625 mit der Bcl-XL mRNA trotz Basenmis-

match zu verbessern, wurden anstelle der 2ꞌ-MOE-Modifikation LNA-Bausteine 

Abb. 2.8:  Schematische Darstellung der Sequenzen und Modifikationen der potentesten bis-

her entwickelten Bcl-2 ASOs. 
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verwendet und somit ASO-5005 geschaffen. In MDA-MB231 Zellen konnte nach nur 7 h 

Inkubationszeit bereits eine Verringerung des mRNA-Levels von Bcl-2 und Bcl-XL von 

81% bzw. 78% bei einer Konzentration von 300nM festgestellt werden. Die Reduktion 

der Proteinlevel bei einer Konzentration von 300 nM ist ebenfalls deutlich ausge-

prägt.[213]  Auch hier wurde eine kombinierte Behandlung der Zellen mit dem ASO  und 

den Zytostatika Doxorubicin und Paclitaxel vorgenommen. Hierbei konnte gezeigt wer-

den, dass das LNA-modifizierte ASO-5005 (75 nM) in MDA-MB-231-Zellen in Kombina-

tion mit den Chemotherapeutika eine Steigerung der Caspase-3 Aktivität um den Faktor 

3 bewirkt. Im Vergleich hierzu zeigte das 2 ꞌ-MOE-modifizierte ASO-4625 unter gleichen 

Bedingungen nur ein Zehntel dieser  Steigerung. Die Forschung an Bcl-2-ASOs nahm 

durch das bereits im Jahr 1995 von Genta Inc. entwickelte ASO Oblimersen (G3139) 

neue Maßstäbe an. Als erstes Bcl-2 ASO überhaupt wurde Oblimersen in groß angeleg-

ten Studien getestet[214]  und erhielt im Jahr 2001 sowohl in den USA als auch in der EU 

den Orphan-Drug-Status zur Behandlung der chronischen lymphatischen  Leukämie 

(CLL) und des multiplem Myeloms.[215] Das 18-mer PT-ASO bindet an die ersten sechs 

Codons der Startsequenz der für das Bcl-2 Protein transkribierenden mRNA und wurde 

im Zeitraum von 2003-2014 in insgesamt 46 klinischen Studien an verschiedenen Krebs-

arten getestet.[216–218] Oblimersen scheiterte in einer Phase-III-Studie, in welcher die 

Kombinationstherapie von Oblimersen und den Chemotherapeutika Cytabin und Daun-

orubicin bei über sechzigjährigen AML-Patienten untersucht wurde.[219] Als statistische 

Bewertungskriterien galten neben der kompletten Remission (complete remission, CR) 

und der progressionsfreien Überlebensrate (progression -free survival, PFS) v.A. die Ge-

samtüberlebensrate (overall survival, OS). Eine statistisch signifikante Verbesserung 

der Werte von CR, PFS oder OS konnte bei den Studienteilnehmern allerdings nicht 

festgestellt werden. Die Gründe hierfür können vielfältig sein, diskutiert wurden in die-

sem Zusammenhang die Instabilität der Formulierung oder des ASOs selbst, die unzu-

reichende zelluläre Aufnahme und endosomale Freisetzung des ASOs.[220]  In der Folge 

wurden verschiedene modifizierte Varianten von Oblimersen synthetisiert, um sich die-

ser Herausforderungen anzunehmen. [221]   

Eine solche Variante stellt das von Santaris Pharma 2009 entwickelte ASO SPC2996 dar, 

welches im Vergleich zu G3139 um jeweils ein Nukleotid am 3 ꞌ- bzw. 5ꞌ-Ende verkürzt 

ist und in Position  10 aus Sicht des 3 ꞌ-Ende einen Basenmismatch aufweist. [222]  An 
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beiden Enden besitzt das 16-mer jeweils zwei LNA-Modifikationen, von welchen die 

drei Cytosin-Basen an C5 methyliert sind. In HT1080-Zellen, einen aus Bindegeweben 

entstehenden fibroblastisches Sarkom, konnte die Bcl -2-Expression bei 100 nM nach 

neun Tagen um 90% gesenkt werden. Analog zu Oblimersen konnte in klinischen Test 

allerdings keine signifikante Remission bei CLL-Patienten festgestellt werden.[223]  Statt-

dessen wurde im Zusammenhang mit SPC2996 ähnlich zu Oblimersen bei 39% der Pa-

tienten eine starke Immunantwort unter Beteilung des Toll-like Rezeptors 9 beobach-

tet, welcher durch die in SPC2996 und G3139 enthaltenen CpG -Motive getriggert 

wird.[224] Daher wurde das von Sierra Oncology 2014 entwickelte ASO PNT100 im Ver-

gleich zu SPC2996 in zweierlei Hinsicht optimiert .[225] Das 24-mer PO ASO wurde zum 

einen als amphoteres Liposom transfiziert eingesetzt (PNT2258), was die Serumstabili-

tät und damit einhergehend die Toxizität der Formulierung senkt und zum anderen den 

endosomalen Escape verbessern soll . Ferner ist die gewählte Sequenz nun komplemen-

tär zur P1 Promotorregion des Bcl-2 Proteins, wobei die Interferenz mit der Promotor-

region die Expression von Bcl-2 durch Blockade der Transkription verhindert.[226]  In ei-

ner Reihe von Tests in verschiedenen Prostata-, Lymphdrüsen, Haut- und Brustkrebs-

zelllinien konnte ein effizientes Silencing der Bcl-2 Expression beobachtet werden. [226]  

In der klinischen Phase I konnte zudem die Veträglichkeit bei stark verringerter, in-

flammatorisch bedingter Toxizität gezeigt werden, der PFS-Wert (engl. progression-

free survival) betrug 27%.[227]  In einer Phase II Studie konnte bei 13 Patienten mit re-

lapsiertem bzw. refraktärem Non-Hodgkin-Lymphom (NHL) zwar eine Ansprechrate von 

54% festgestellt werden, allerdings ließ sich dieses Ergebnis bei einer größeren Proban-

dengruppe mit diffusem, großzelligen B-Zell-Lymphom nicht reproduzieren (8%), wes-

halb die Entwicklung der PNT2258-Formulierung von PNT100 gestoppt wurde. [228]  

Das von Reed gegen die Translations-Initiations (TI) Sequenz von Bcl-2 entwickelte ASO 

TI-AS wurde von Konopleva (Bio-Path) mit der P-Ethoxy-Modifikation ausgestattet und 

als Triester in der Formulierung liposomaler ASOs verwendet.[229] Dieses als BP1002 

bezeichnete PT ASO zeigte in den AML-Zelllinien HL-60 und HL-60-Dox eine Reduktion 

des Bcl-2 Levels um ca. 50% bei einer Konzentration von 8  µM.[229]  Klinische Untersu-

chungen der Phase I zu Behandlungen verschiedener Varianten des NHL 

(NCT04072458) sind zurzeit noch nicht abgeschlossen und untersuchen v.A. die Kombi-

nationsbehandlung mit dem BH3-Mimetikum Venetoclax (ABT-199).[230] ABT-199 wurde 
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in einer Phase II Studie (NCT03584009) an ERα -positiven Brusttumoren getestet um 

den Effekt der Bcl-2 Reduktion auf die Parameter auf CR, PFS und OS zu eruieren . Dieser 

Effekt war jedoch nur schwach ausgeprägt. 

In 85% aller ERα-positiven Brusttumoren ist das Protoonkogen Bcl-2 zwar überexpri-

miert[231], bisher beschränkte man sich allerdings i m Fall von Antisense-Ansätzen auf 

das Ziel, die Expression des z.T. an der Zelloberfläche situierten Rezeptors ERα zu ver-

ringern.[232] Die intrazelluläre Konzentration von proliferativ wirkendem ERα wurde mit 

der Progression von estrogenabhängigem Brustkrebs in Verbindung gebracht . Daher 

erscheint der Ansatz, die ERα-Konzentration im Zielgewebe unter ein kritisches Niveau 

zu senken, sehr vielversprechend. Allerdings zeigte auch schon Oblimersen vielverspre-

chende Aktivität in Brustkrebszelllinien zur Reduktion des Bcl -2 Levels.[231,233] Zum bes-

seren Verständnis, wie das Bcl-2 ASO Oblimersen bspw. als potenzieller Konjugations-

partner mit ERα-Liganden im Sinne eines Targeting-Ansatzes von Nutzen sein könnte, 

ist eine genauere Betrachtung der Rolle von ERα im Zusammenhang mit Brustkrebs er-

forderlich. 

2.5 Der Estrogenrezeptor α als therapeutisches Target zur Behandlung 

von Brustkrebs  

Mit etwa 69700 Neuerkrankungen jährlich stellt Brustkrebs die häufigste Krebserkran-

kung bei Frauen in Deutschland dar (1 von 8 Frauen), wobei jede sechste Erkrankte 

jünger als Fünfzig ist. Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei 64 Jahren. Weiterhin ge-

hört Brustkrebs zu den Krebsarten, welche im familiären Umfel d gehäuft vorkommen 

– etwa 10% aller Betroffenen erben die verantwortlichen Gene BRCA 1 und BRCA 2 von 

ihren Eltern und haben infolge dessen ein erhöhtes Risiko im Laufe ihres Lebens an 

Brustkrebs zu erkranken.[234] Das Mammakarzinom entsteht hierbei in der Brustdrüse 

und wirkt invasiv auf das umliegende Gewebe. Trotz einer relativen 10-Jahres-Überle-

bensrate von 83% ist Brustkrebs die häufigste krebsbedingte Todesursache bei Frauen 

(18%).[235,236]  Neben der TNM-Klassifikation ist für eine adäquate Behandlung der Er-

krankung v.A. die histologische und molekulare Tumorklassifikation von entscheiden-

der Bedeutung. Letzteres erfolgt anhand von Genexpressionsprofilen der Estrogenre-

zeptoren hier v.A. des ERα, dem Progesteronrezeptor (PR), sowie des humanen epider-

malen Wachstumsfaktors (HER2). Auf dieser Basis werden Brusttumore in drei 
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Untergruppen geteilt[237]: 

1. luminal (ERα und/oder PR-positiv, HER2-positiv) 

2. HER2-positiv (ER-/PR-negativ, HER2-positiv) 

3. Tripel-negativ (ERα-, PR- und HER2-negativ) 

Hierbei sind 60 % der premenopausalen und 75 % der postmenopausalen an Brustkrebs 

erkrankten Frauen als ERα-positiv einzustufen, eine adjuvante endokrine Therapie un-

ter Einbeziehung des Estrogenrezeptors als Target  ist in diesem Fall also prinzipiell 

möglich.[238]  Neben dem Einsatz von Aromatase-Hemmern wie Letrozol und Exemes-

tan[239]  sowie selektiven ER-Degradern (SERD) wie Fulvestrant[240]  ist Tamoxifen als pro-

minentestes Beispiel der selektiven ER-Modulatoren (SERM) der etablierte Goldstan-

dard in der endokrinen Brustkrebstherapie. [241,242]  SERMs wirken hierbei abhängig vom 

Gewebetyp entweder agonistisch bzw. antagonistisch ; im Brustgewebe antagonisieren 

die aktiven Wirkformen von Tamoxifen ERα und reduziert dadurch die Rückfallrate der 

Patientinnen um bis 50%.[243]  ERα  zählt zur Familie der nukleären Hormonrezeptoren 

und wirkt als Transkriptionsfaktor auf Proliferation und Differenzierung von Zellen und 

darüber hinaus auf das Expressionsmuster  einer Vielzahl von Genen. Neben mehreren 

Isoformen[244–246]  lassen sich ERs auf Basis ihres Expressionsorts in zwei Klassen eintei-

len: die nukleären, intrazellulären Rezeptoren ERα und ERβ sowie die G-Protein-gekop-

pelten Rezeptoren (GPER) an der Zelloberfläche.[247] Letztere unterscheiden sich in 

Struktur und Funktion zwar von den nukleären Subtypen, allerdings ist die C-terminal  

lokalisierte, multifunktionale Ligandbindungsdomäne (LBD) evolutionär in allen ERs 

konserviert[248,249] und daher von klinischer Relevanz im Sinne eines Targeting-Ansat-

zes. Bereits in Kapitel 2.3.2  wurde ein Satz grundlegender Regeln dargelegt, welcher 

für das Design eines solchen Konjugats beachtet werden sollte. Nach der Identifizierung 

dieses Paares und der Feststellung, dass auch der überexprimierte GPER über eine für 

typische ER-Liganden passende LBD besitzt [250–252], muss anschließend die Frage geklärt  

werden, ob eine hinreichend hohe Affinität von 4-OHT spezifisch für ERα vorliegt und 

ob eine Bindung des Rezeptors auf der Zelloberfläche des Zielgewebes den Rezeptor 

auch zur Internalisierung anregt.  Hierzu ist eine genauere Betrachtung der konforma-

tiven und strukturellen Umgebung von 4-OHT in der LBD (vgl. Abb. 2.9) nötig. 4-OHT 

bewirkt im Vergleich zum natürlichen Agonist E2 eine differenzierte, antagonistische 

Proteinkonformation[249,253]  mit einer relativen Bindungsaffinität in der gleichen 
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Größenordnung von E2.[254,255] Der konformative Unterschied liegt hier v.A. in der Po-

sitionierung der Helix 12, welche die von den Helices 3, 4 und 5 gebildete Koaktivator-

Bindungsstelle blockiert – diese Unterbrechung der Signaltransduktion ist von ent-

scheidender Bedeutung um die proliferative Wirkung von E2 in Brustkrebszellen zu-

nächst zu unterdrücken.[256]  Ein weiteres Charakteristikum ist in Abb. 2.9 dargestellt 

und zeigt den Aminosäurerest von ASP-351, welcher eine für die Bindung essentielle 

ionische Wechselwirkung zwischen dem Carboxylat von ASP-351 und der primären 

Amino-Gruppe der 4-OHT-Seitenkette bildet. Um diese Wechselwirkung zur Stabilisie-

rung der aktiven, antiestrogenen Konformation aufrechtzuerhalten, sollte im Rahmen 

einer Konjugation eine Plattform gewählt werden, welche diese ionische Wechselwir-

kung Rechnung trägt, damit eine ausreichende Grundbindungsaffinität gewährleistet 

ist. Marczell zeigte hierbei, dass ein Konjugat aus dem Agonisten E2 und bovinem Ser-

umalbumin (BSA), als Vertreter eines relativ raumgreifenden Biopolymeren, durchaus 

rezeptorvermittelt internalisiert werden kann. BSA ist hierbei über eine Oxim-Bindung 

an Position 6 des steroidalen B-Rings von E2 konjugiert.[257] Ferner konnte durch Expe-

rimente mit dem nicht-kompetitiven Dynamin-II-Inhibitor Dynasore und durch selekti-

ves Immunolabeling/Biotinylierung des membranständigen ERα gezeigt werden, dass 

der GPER-E2-Komplex nach Bindung des Agonisten E2 zunächst internalisiert und auch 

wieder an die Zelloberfläche transportiert wird. [257,258] Darüber hinaus zeigte El-Sayed, 

dass mit dem ERα-Antagonisten Tamoxifen dekorierte Goldnanopartikel im Vergleich 

zu Tamoxifen oder den Goldnanopartikeln allein eine dreifach stärkere Inhibition der 

Zellproliferation hervorrufen. Anhand von Aufnahmen mit einem Dunkelfeldmikroskop 

konnte hierbei auch eine größere zelluläre Aufnahme der Nanopartikel -Konjugate im 

Vergleich zu den Konjugationspartnern allein gezeigt werden. Kompetitions-Experi-

mente mit steigenden Konzentrationen von E2 bei gleichbleibender Konjugat-Konzent-

ration zeigten ein konzentrationsabhängiges Verhalten sowohl der Proliferationsinhi-

bition als auch des Aufnahmeverhaltens in MCF7-Zellen (ERα-angereichert) aber nicht 

in MDA-MB-231-Zellen (ERα-defizitär). El-Sayed folgerte, dass solch ein Verhalten nur 

durch Beteiligung des plasmamembranständigen ERα-Subtyps möglich ist und die zel-

luläre Aufnahme auf Basis der gewonnenen Daten rezeptorvermitteltet ablaufen 

müsse.[259] Sowohl das Ligand-/Rezeptor-Paar E2/ERα als auch das Ligand-/Rezeptor-
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Paar 4-OHT/ERα erscheinen demnach beide unter dem Gesichtspunkt eines Targeting-

Abb. 2.9:  Die Bindung von E2 und 4-OHT bewirkt unterschiedliche LBD-Konformationen 

wodurch sich Helix 12 (violett) in unterschiedlicher Weise positioniert (A). Die Struktur von 

(E/Z) 4-OHT (B). Das Ball & Stick-Modell der humanen ERα-LBD im Komplex mit 4-OHT zeigt wich-

tige AS-Reste wie Asp-351 mit Buchstabencode und Positionsnummern (roter Kreis). Die Atome 

sind wie folgt dargestellt: N = blau; O = rot; S = gelb. Vorderansicht der Öffnung der Liganden-

bindungstasche. Adaptiert von Pike et al. mit NGL Viewer aus dem RCS Datensatz von 2JF (C). 

B 

C 

A 

4-OHT/ERα  E2/ERα  
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Ansatzes vielversprechend, die Wahl von ERα-Antagonisten als Konjugationspartner 

sollte allerdings aus folgendem Grund favorisiert werden. Die Bindung des Agonisten 

E2 an der Zelloberfläche führt i.d.R. zur Rekrutierung von Coaktivatoren[260,261] und zur 

anschließenden Rezeptordimerisierung an der Zelloberfläche.[262,263] Diese Signaltrans-

duktionskaskade wirkt proliferativ [264,265]  und begünstigt die Zellteilung der kanzeroge-

nen Zellen.[266] Insgesamt führt dieser Prozess zu einer Störung des gesunden Zellzyklus 

und letztlich zur Blockade der Apoptose – ultimativ wird die Zunahme von Mutationen 

und damit die Tumorbildung steigen.[267,268]  Antagonisten wie 4-OHT hingegen binden 

zwar im Vergleich zu E2 um den Faktor 1000 schwächer an den GPER, ohne jedoch 

proliferativ auf die Zelle zu wirken.[252]  Allerdings werden die Tamoxifen-Resistenz der 

Brustkrebszellen als auch das vermehrte Auftreten von Endometriumkarzinomen in 

neueren Studien zunehmend mit der Interaktion von GPER-Antagonisten in Verbindung 

gebracht.[251,269]  Ein weiterer Punkt, welcher für die Verwendung von 4 -OHT im Rahmen 

eines plattform-basierten Konjugationsvorhabens spricht, ist die Tatsache, dass  sowohl 

das E- als auch das Z-Stereoisomer von 4-OHT oder Mischungen beider Stereoisomere 

Affinitäten im niedrigen zweistelligen nanomolaren Bereich zu ERα und damit in der-

selben Größenordnung aufweisen.[269]  Dies ist aus synthetischer Sicht zweckdienlich, 

da eine stereoselektive Kontrolle der Doppelbindungsgeometrie somit nicht zwingend 

erforderlich scheint und die Ligandsynthese wesentlich vereinfacht wird.  Darüber hin-

aus zeigte Katzenellenbogen, dass isomerenreines 4-OHT in zellulären Systemen iso-

merisiert, somit ist die Rückführbarkeit der gemessenen Wirkung auf eines der Isomere 

nicht gewährleistet.[270]  Möglichkeiten zur Synthese von 4-OHT-Derivaten zum Zweck 

der Konjugation werden im folgenden Kapitel aufgezeigt.  

 

2.6 Synthetische Ansätze zu 4-Hydroxytamoxifen-Konjugaten 

Wie bereits im vorangegangenen Kapitel  aufgezeigt, mündet die langjährige Therapie 

mit dem Goldstandard 4-OHT in vielen Fällen in einer Resistenz der Karzinome gegen-

über der endokrinen Behandlung. Ein wirksames Konzept , dem entgegenzusteuern, 

bietet der sog. „Dual-Drug-Ansatz“, welcher durch Verknüpfung zweier strukturell un-

terschiedlicher Pharmakophore desselben globalen Targets die Selektivität und die 

Wirksamkeit des neu entstandenen Konjugats durch Etablierung eines doppelten 
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Wirkmechanismus erhöht. Die Möglichkeiten dieses Ansatzes sind vielfältig. Zur Be-

handlung von Brustkrebs wurden bereits Dual-Drug-Konjugate von Wirkstoffen mit An-

tikörpern (Antikörper-Wirkstoff-Konjugate), Radionukliden (Radioimmunkonjugate),  

Nanopartikeln (Nanopartikel-Wirkstoff-Konjugate) oder mit anderen Wirkstoffen er-

probt (Wirkstoff-Wirkstoff-Konjugate).[271,272]  Im Rahmen der vorliegenden Arbeit liegt 

der Fokus auf Drug-Drug-Konjugaten. 

Entscheidend bei diesen Formen der Konjugation ist das Design des Linkers, welcher 

beide Pharmakophore kovalent miteinander verbindet. Dieser kann derart gestaltet 

sein, dass die Wirkstoffe vom Linkersystem bei Erreichen des Targets durch externe 

oder interne Stimuli abgespalten werden. In den meisten Fällen ist hierzu die Verwen-

dung einer fluoreszenten Sonde zur vorherigen Lokalisation des Targets nötig.[273,274]  

Zu Ersteren zählen bspw. photolabile Linker auf Basis von Nitrophenol-Derivaten (pho-

tocaging), welche durch topische Bestrahlung bei 365  nm gespalten werden können 

und den Wirkstoff somit in parenter Form freisetzen.[275] Zu Letzterem zählen hingegen 

Linkersysteme auf Basis von Disulfidbrücken,[276] welche intrazellulär und reduktiv  

durch Glutathion gespalten werden können oder Hydrazon-Anknüpfungen, welche im 

leicht saurem Milieu der Tumormikroumgebung hydrolysiert werden.[277] Im Fall von 

Dual-Drug-Konjugaten mit Tamoxifen bzw. Endoxifen als Partner werden allerdings 

meist stabile Linker auf Basis kurzer, aliphatischer Alkylketten oder niedermolekularer 

Mehrfachether wie Tri- oder Tetraethylenglycol gewählt. Diese Linker gewährleisten 

die Integrität des gesamten Wirkstoff-Konjugats vom Zeitpunkt der Applikation bis zum 

Erreichen des Targets und minimieren somit Off-Target-Effekte durch vorzeitige Zer-

setzung des Systems in Kompartimenten, welche nicht dem Zielort entsprechen .[271] Im 

Rahmen zu Studien der geometrischen und topologischen Merkmale der Bindung biva-

lenter Drug-Drug-Liganden an das transkriptionell aktive ERα-Dimer synthetisierte Kat-

zenellenbogen im Jahr 2013 insbesondere Diethylstilben- und v.A. Gemische von (E/Z)-

Endoxifen-Homodimeren mit verschiedenen Spacer-Längen und untersuchte diese 

Konjugate hinsichtlich ihrer Bindungsaffinität und ihres antiproliferativen Verhaltens 

in ERα-positiven MCF7- und in ERα-defizitären MDA-MB-231-Zellen (Abb. 2.10, A).[278]  

Die Halogenid-terminierten, homobifunktionalen Polyethylenglycol-Spacer zwischen 

den Endoxifen-Einheiten sind hierbei jeweils  über Substitutionsreaktionen an das se-

kundäre Amin von Endoxifen angebracht worden, sodass die Aminoethyl -Seitenkette 
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jeder Endoxifen-Einheit die Salzbrücke zu ASP-351 weiterhin etablieren kann. Hier-

durch verschiebt sich die Helix 12 derart, dass die Coaktivatoren Bindungsstelle (CoB) 

für Proteine zwar blockiert wird, für die zweite Endoxifen-Einheit allerdings bei ent-

sprechender Spacer-Länge für eine hydrophobe Wechselwirkung zur Verfügung steht. 

Die Ausnutzung der CoB für eine zusätzliche Wechselwirkung stabilisiert somit die an-

tiestrogene Konformation von ERα zusätzlich und schaltet somit effektiv die 

Abb. 2.10:  Drug-Drug-Konjugate von Endoxifen mit  Endoxifen (A),[279] mit Doxorubicin 

(B)[250,280] und mit Combretastatin-A4 (C)[281,282]  zur Anwendung an hormon-responsivem Brust-

krebs. 
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proliferative Signaltransduktionskaskade ab. Das Drug-Drug-Konjugat mit Triethyl-

englycol als Spacer-Einheit und (Z)-Endoxifen als doppelte Targeting-Einheit zeigte 

hierbei die stärkste relative Bindungsaffinität (RBA) zu ERα aus dieser Reihe. Allerdings 

entspricht diese nur ca. 12% desjenigen Werts von 4 -OHT (RBA = 35%). Dennoch ist das 

bivalente Homodimer bzgl. des antiproliferativen Effekts um 25% (110 nM) aktiver als  

4-OHT (150 nM). Katzenellenbogen folgerte durch Vergleich der vorliegenden Ergeb-

nisse mit Arbeiten von Seitz zu konformationell starren Spacern auf Basis von doppel-

strängigen DNA-Spacern, dass sich die entropische Strafe durch Verwendung moderat 

starrer Spacer verringern und die Bindungsaffinität dualer Konjugate zu ERα  somit stei-

gern lässt.[279] Flexiblere Spacer auf Basis von Polyglycolen böten zwar die Möglichkeit 

einer optimalen Orientierung der Targeting-Einheit in der LBD, zu viele Freiheitsgrade 

des Spacers hingegen würden die Positionierung der Helix  12 allerdings nicht vollstän-

dig in die antiestrogene Konformation drängen.  

Klassische Konjugationspartner heterodimerer Drug-Drug-Konjugate von Endoxifen 

sind hingegen etablierte Chemotherapeutika.  So entwickelte Koch bereits im Jahr 2004 

ein Konjugat, welches sich aus den Wirkstoffen Doxorubicin (DOX) und 4-OHT zusam-

mensetzt; die Pharmakophore sind hierbei wieder über Glycol-Spacer verschiedener 

Länge miteinander verknüpft (DOX-TEG-TAM).[250,280]  Die Implementierung des Spacers 

erfolgte durch Alkylierung des sekundären Amins von Endoxifen über das terminale 

Halogenid des heterobifunktionalen 5-Norbornyl-2,3-dicarboximid-TEG-Spacers (Abb.  

2.10, B). Durch Erzeugung des Hydroxylamins über Hydrazinolyse wurde DOX-5-formyl-

salicylamid (DOXSF) unter Ausbildung eines Oxims mit dem verbleibenden Ende des 

Spacers verbunden. Die Salicylamid-Gruppe stellt hierbei eine hydrolyseempfindliche 

Schnittstelle zwischen DOX und 4-OHT dar, um das Chemotherapeutikum nach Rezep-

tor-vermittelter Endozytose intrazellulär freisetzen zu können. Das Konjugat DOX-TEG-

TAM wirkte insbesondere in ERα-defizitären, multiresistenten MCF7/Adr-Zellen um 

den Faktor 120 stärker als DOX und um den Faktor 28 stärker als DOXSF. Anhand von 

FACS-Messungen und zellmikroskopischen Aufnahmen konnte diese massive Steige-

rung der Effektivität des Zytostatikums durch Vermittlung der Zellaufnahme über die 

anti-estrogen Bindungsstelle (AEBS) gezeigt werden. Trotz Konjugation besitzt DOX -

TEG-TAM noch eine RBA von 80% des Werts von 4-OHT zur AEBS. Auch in ERα-positiven, 

AEBS-defizitären Rtx-6 Zellen konnte die Beteilung des Rezeptors an der zellulären 
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Aufnahme durch Rücktitrationsexperimente anhand der Dosis-Abhängigkeit nachge-

wiesen werden. Konjugate von Endoxifen mit dem Mitosehemmer Combretastatin-A4 

(CA4) wurden von Keely erstmals im Jahr 2016 synthetisiert  (Abb. 2.10, C).[281,282] CA4 

wirkt auf die vaskuläre Ausbildung des Endothels durch Inhibierung der Polymerisation 

von Tubulin, wodurch die Tumormikroumgebung final abgebaut wird.  Durch Konjuga-

tion mit dem SERM Endoxifen als Shuttle soll diese Wirkung zielgerichtet in die Karzi-

nomZellen transportiert werden. Endoxifen wurde hierbei wie im vorangegangenen 

Beispiel durch eine McMurry-Kreuzkupplung als Schlüsselschritt hergestellt und an-

schließend über eine Amidierungsreaktion mit den Kupplungsreagenzien DCC/HOBt mit 

einem Acrylsäure-Derivat von CA4 ohne weiteren Spacer gekuppelt. [283] Das Drug-Drug 

Konjugat wurde anschließend in ERα-positiven MCF7- und ERα-defizitären MDA-MB-

231-Zellen hinsichtlich der proliferativen Hemmung und des zytotoxischen Potentials 

getestet. Das Konjugat zeigte in MCF7-Zellen im Vergleich zu Endoxifen (29  nM) einen 

um den Faktor 6 niedrigeren IC 50-Wert bezüglich der antiproliferativen Hemmung 

(5 nM) bei einer Zytotoxizität, welche in der gleichen Größenordnung wie diejenigen 

von Endoxifen und CA4 bei gleicher Konzentration (17%) liegt. Darüber hinaus zeigte 

das Konjugat eine um den Faktor 46 (600%) größere RBA als Endoxifen (13%) zu ERα 

und damit eine um den Faktor 6 größere RBA als E2 (100%). Interessanterweise stützen 

diese Ergebnisse die von Keely getroffene Annahme, dass größere Substituenten an der 

für die Bindung in der LBD maßgeblich verantwortlichen Aminogruppe von Endoxifen 

bzw. 4-OHT die Bindung nicht zwangsläufig schwächen, solange die H -Donor-Fähigkeit 

konserviert wird.[278] Die Blockade der CoB AF2 durch Fixierung der Helix 12 verstärke 

die antagonistische Konformation des Rezeptors, was letztlich der Abschaltung der  

Proliferation der Zelle zuträglich wäre.[281] In einer Fortsetzung der Studien im Jahr 

2017 durch Meegan wurde CA4 nicht durch eine Acrylsäure-Gruppe an der cis-Doppel-

bindung, sondern über einen an der Phenol-Gruppe des B-Ring von CA4 angebrachten 

Bernsteinsäure-Spacer an Endoxifen durch Amidierung angebunden. [282] Hierzu wurde 

Endoxifen zunächst mit Bernsteinsäureanhydrid versetzt und das Pr odukt anschließend 

an der phenolischen Gruppe des CA4-B-Rings verestert. Im Vergleich zur Arbeit von 

Keely ist dieses Konjugat als Prodrug zu bezeichnen,  mit Endoxifen als Maskierungs- 

und Targeting-Einheit.[282]  In humanem Plasma konnte die Spaltung des Konjugates zu 

23% nach 12 h festgestellt werden, wobei parentales CA4 erst innerhalb der Zellen 
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wieder freigesetzt wird. Der IC50-Wert der antiproliferativen Wirkung in MCF7-Zellen 

ist mit 5.7 nM im Rahmen der Messgenauigkeit mit dem Wert des Keely -Konjugats iden-

tisch bei einer vernachlässigbaren Zytotoxizität (4%). Allerdings ist die RBA zu ERα im 

Vergleich dazu geschwächt, sie beträgt nur noch 11% in Bezug auf die RBA v on Estra-

diol. Gleichzeitig bedeutet dies jedoch, dass trotz der im Vergleich zum Keely-Konjugat 

verringerten Affinität zu ERα um den Faktor 47 eine gleichbleibende antiproliferative 

Wirkung erzielt wird, was die Effektivität dieses Prodrug -Ansatzs verdeutlicht.[283]  

Die gezeigten Beispiele für Konjugate von 4-OHT bzw. Endoxifen stellen nur eine Aus-

wahl aus einer Vielzahl weiterer Konjugations-Partner wie Melatonin[284], Vorinos-

tat[285], Ferrocen-[286]  oder Acridin-Platin-Komplexen[287]  dar. Den Meisten liegt jedoch 

stets die gleiche Rationale im Design zugrunde: die Erhaltung der H -Donor-Fähigkeit 

der Ethylamin-Seitenkette als ausschlaggebende funktionelle -Einheit zur Etablierung 

einer hohen Bindungsaffinität zu ERα .[288] Dies wird in vielen Fällen durch Substituti-

onsreaktionen realisiert, in welchen das sekundäre Amin von Endoxifen nu cleophil am 

Spacer unter Austritt einer Abgangsgruppe und Bildung eines tertiären Amins angreift. 

In Abgrenzung dieses Ansatzes, welcher von Koch und Katzenellenbogen gewählt 

wurde, nutzte Keely die Nucleophilie des Amins zur Reaktion mit aktivierten Carbon-

säure-Derivaten des Spacers unter Ausbildung von konformationell starren Amiden 

aus. In beiden Ansätzen verbleibt ein Proton am Stickstoff, was zu einer produktiven 

Wechselwirkung mit ASP-351 zur Etablierung der anti-estrogenen Konformation aus-

reicht. Im Vergleich zur Konjugation mit kleinen Effektor-Molekülen wählte El-Sayed 

ebenfalls einen hetero-bifunktionalen Ethylenglycol-Spacer (vgl. Kapitel 2.5), welcher 

zwischen den Goldnanopartikeln und 4-OHT durch Substitution angeknüpft wurde. Die-

ser Rationalen soll auch in der vorliegenden Arbeit gefolgt werden. 
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3 Zielsetzung und Planung der Arbeit  

3.1 Zielsetzung 

Übergeordnetes Ziel dieser Arbeit stellte die Etablierung einer Syntheseplattform zur 

Darstellung von Konjugaten aus Effektor-Molekülen und therapeutischen Oligonucleo-

tiden dar. Diese sollten im Rahmen eines „Targeted-Drug-Delivery“-Ansatzes in in vitro-

Experimenten zur Bekämpfung von endokrinem Brustkrebs angewendet werden. Die 

Verbindungen sollten zudem aus synthetisch leicht zugänglichen bzw. kommerziell er-

hältlichen, modularen Bausteinen zusammengesetzt sein. Die Module dieser Konjugate 

sind dabei kovalent miteinander verknüpft und bestehen im Wesentlichen aus  

1. einer charakterisierten und klinisch evaluierten, einzelsträngigen DNA -Sequenz 

(PT-ASO wie z.B. Oblimersen).  

2. einer Targeting-Einheit zum zielgerichteten intrazellulären als auch extrazellu-

lären Transport, insbesondere zur Ausnutzung der rezeptorvermittelten Endo-

zytose. 

3. einer fluoreszenten Sonde zur Untersuchung des zellulären Aufnahmeverhal-

tens, des zellulären Transports  und der Lokalisierung der Konjugate im Cytoso-

lischen System. 

Konkreter handelt es sich bei Ersterem um das bereits ausgiebig in klinischen Studien 

erprobte Antisense-Oligonucleotid Oblimersen/G3139 (vgl. Kapitel 2.4, im Folgenden 

als BCl2 abgekürzt). Die Sequenz (5'-TCT CCC AGC GTG CGC CAT-3') ist hierbei ein 18-

nt langes PT-ASO, welches zu den ersten 6 Codons der BCl2-mRNA komplementär ist 

und als erstes BCl2-ASO überhaupt in klinischen Phasen zur Bekämpfung verschiedener 

Krebsarten wie u.A. der chronisch lymphatischen Leukämie (CLL) und des myelogenes 

Plasmocytoms untersucht wurde.[216]  Das einzelsträngige PS-ASO sollte im Rahmen die-

ser Arbeit hierbei über das festphasengestützte, automatisierte P(III)-Amidit-Verfahren 

dargestellt werden. Der Problematik der zellulären Aufnahme sollte durch kovalente 

Anknüpfung von sowohl endogenen als auch xenogenen Liganden des ERα in 5 '-Posi-

tion des ASO begegnet werden, um die zelluläre Aufnahme durch rezeptorvermittelte 

Endozytose maßgeblich zu verbessern. Als Liganden der Klasse der endogenen Agonis-

ten sollten hierbei Derivate von Estradiol dienen, welche in Position 17 in β-Stellung 

des D-Rings bzw. in Position 3 des A-Rings mit zusätzlichen Spacern in Form von 
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heterobifunktionalen Triethylenglycolen (TEG) ausgestattet sind. Zusätzlich sollten De-

rivate des Xenoestrogens 4-Hydroxitamoxifen als Vertreter der Gruppe der selektiven 

Estrogenrezeptormodulatoren verwendet werden, welche bereits seit vielen Jahrzehn-

ten als Hormonpräparate zur Behandlung von hormonresponsivem Brustkrebs ange-

wendet werden. In diese Strukturen sollten die TEG-Spacer über isostere Ersetzungen 

an der Aminoethyl-Seitenkette des Triphenylethylen-Gerüstes installiert werden. Diese 

Abstandshalter sollten zum einen die essenziellen funktionellen Gruppen zur Ausbil-

dung einer hochaffinen Wechselwirkung mit der Ligandbindungstasche konservieren. 

Die Bindungsaffinität dieser Substrate an ERα sollte hierbei in einem fluoreszenzbasier-

ten Kompetitions-Assay an Cytosolischem ERα evaluiert und anhand von Vergleichs-

werten definierter Standards eingeordnet werden. Zum anderen sollten die TEG-Spacer  

der Realisierung eines Ankerpunkts zur Implementierung des Ligand-Spacer-Apparates 

über kupferfreie Klick-Chemie in das ASO dienen. Diese Anknüpfung sollte über ein 

kommerziell verfügbares Derivat eines dT-Phosphoramidites erfolgen, welches in 5-Po-

sition des Pyrimidin-Rings eine, über einen zusätzlichen aliphatischen Alkyl -Spacer in-

stallierte Dibenzocyclooctin-Einheit (DBCO) aufweist. Hierdurch wird die bioorthogo-

nale Klick-Chemie unter kupferfreien Bedingungen ermöglicht. Einen entscheidenden 

Vorteil der SPACC gegenüber anderen Ligationsplattformen für Biomoleküle, insbeson-

dere im Bereich der 1,3-dipolaren Cycloadditionen, stellt die Abwesenheit zusätzlicher 

Metallsalze oder Chelatoren dar, welche häufig einen vermeidbaren Ursprung von To-

xizitäten darstellen. Zudem verlaufen SPACCs unter äußerst milden Reaktionsbedin-

gungen in zufriedenstellenden Ausbeuten mit überschaubarem instrumentellem und 

zeitlichem Aufwand. Zur Verfolgung der Zellaufnahme und zur Quantifizierung der auf-

genommenen Konjugate in die cytosolischen Kompartimente ist eine fluoreszente 

Sonde nötig, welche am 5'-Terminus eingeführt wurde. Hierbei fiel die Wahl auf ein 

kommerziell verfügbares, nicht-nukleosidisches Cyanin-5-Phosphoramidit (Cy5), wel-

ches eine Anregungswellenlänge von 646 nm, eine Emissionswellenlänge von 662 nm 

und eine Quanteneffizienz (QE) von 0.3  besitzt. Diese spektroskopischen Parameter, 

insbesondere die Anregungs- bzw. Emissionswellenlänge, interferieren hierbei nicht 

mit gängigen Fluoreszenzmarkern zur Anfärbung anderer Zellkompartimente . Somit 

eignet sich Cy5 im besonderen Maße auch aufgrund seiner Sensitiviät für die ange-

dachte Aufgabe (siehe Abb. 3.1). 
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Abschließend wurden die Konjugate in Bezug auf ihre Fähigkeit zur Wiederherstellung 

der Apoptose sowohl in ERα-überexprimierenden Brustkrebszelllinien als auch in ERα-

defizitären Zelllinien getestet. Als Maß für die apoptotische Aktivität dieser Konjugate 

dient die Aktivierung der Caspase-3/7 Aktivität, welche zur Freisetzung eines fluores-

zenten Interkalanzes führt, dessen Signal quantifiziert w urde. Des Weiteren sollte ein 

Absinken des Bcl-2-Gehaltes nach Gabe der Konjugate via Western-Blotting bestimmt 

werden. Die rezeptorvermittelte Zellaufnahme über den membranständigen ERα-Re-

zeptor und die darauffolgende intrazelluläre Verteilung der Konjugate  sollte zunächst 

via Durchflusszytometrie, und darauf aufbauend später auch konfokalmiskroskopisch 

erfolgen. Hierdurch sollte die biologische Wirkung der Konjugate auf ihre Interaktion 

mit den entsprechenden zellulären Schaltstellen zurückgeführt werden. Von zentraler 

Bedeutung ist die Tatsache, dass es sich bei dem Design des vorliegenden Strukturkon-

zeptes im Speziellen, und bei ON-Konjugaten im Allgemeinen um Herausforderungen 

Abb. 3.1:  Strukturelle Übersicht zu den E1, E2 sowie 4-OHT-abgeleiteten 5'-ON-Konjugaten so-

wie den aus ihnen bestehenden Modulen mit expliziten Schlüsselschritten zum Aufbau der Struk-

turen wie der SPOS, der on-bead-Konjugation und der Entschützung/Abspaltung der Konjugate 

vom Festphasenträger. 
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handelt, welche unter der konventionellen Betrachtung aus medizinalchemischer Sicht 

nach dem Prinzip der  „lead optimization“ behandelt werden können. So sind verschie-

dene Modifikationen der Konjugate zur Verbesserung der pharmakokinetischen und 

pharmakodynamischen Eigenschaften gleichermaßen wünschenswert wie notwendig, 

um die Effizienz dieser Oligonucleotid-basierten Therapeutika zu verbessern und damit 

den Erfolg der Behandlung am Menschen zu maximieren (vgl. Kapitel 2.3.1). Diese Mo-

difikationen lassen sich hierbei den bereits weiter oben diskutieren distinktive n Struk-

tureinheiten zuordnen. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten solche Modifikati-

onen im Bereich des ON-Backbones vorgenommen werden. So verfügt die Oblimersen-

Sequenz über ein chirales Phosphorthioat-Backbone, welches als Standard in Bezug auf 

Stabilität gegenüber Endo- und Exonukleasen gilt und über einen angepassten Oxidati-

onsschritt in der SPOS realisiert wird. 

Darüber hinaus sollte in Modellexperimenten der Versuch unternommen werden, in 

Bezug auf ihre Halbwertzeit justierbare Phosphoramidate auf Basis von 2 ꞌ-substituier-

ten Imidazolen darzustellen. Diese Strukturen sollten auf ihre hydrolytische Stabilität 

hinsichtlich verschiedener pH-Werte sowohl in salzgepufferter Lösung als auch in hu-

manem Zelllysat untersucht werden, wozu das Modellsystem auf Dinukleotid-Phospho-

ramidate erweitert werden sollte (siehe Abb. 4.31). Die dabei gewonnenen Erkennt-

nisse sollten mit einem Modellsystem verglichen werden, bei welchem bereits litera-

turbekannte Dinukleotid-Phosphoramidate auf Basis aliphatischer Amine re-syntheti-

siert und evaluiert wurden. 

3.2 Retrosynthetische Betrachtung der modularen Bausteine 

Neben dem im Kapitel 3.1 beschriebenen Vorgehen bestehen generell zwei Ansätze zur 

Implementierung von Effektor-Molekülen, wie auch in Kapitel 2.3  gezeigt wurde: Ent-

weder post-synthetisch via plattformbasierten Konjugationen on-bead oder off-bead, 

oder in die SPOS eingebunden über entsprechende Phosphoramidite. Ersteres sollte in 

der vorliegenden Arbeit durch die Synthese Azid-terminierter Liganden realisiert wer-

den, wozu ein Satz Azid-terminierter Triethylenglycol-Spacer benötigt wird (Abb. 

3.2Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden. , A).Diese sollten unter Aus-

bildung verschiedener funktioneller Gruppen in das 4-OHT-Kerngerüst eingeführt wer-

den und anschließend über kupferfreie Klick-Reaktion kovalent mit den ONs verbunden 
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werden. Hierbei wurde besonderes Augenmerk auf die Bindung  zwischen TEG-Spacer 

und 4-OHT gelegt. Diese sollte derart gestaltet werden, dass eine hochaffine Wechsel-

wirkung mit ERα gewährleistet ist, um die rezeptorvermittelte Internalisierung poten-

ziell zu ermöglichen (Abb. 3.2, B). Die Liganden 43  und 41  kommen diesem Vorhaben 

sehr nahe, da das Motiv der Dimethylamino-Gruppe aus 4-OHT aufgegriffen wird. Der 

Spacer 4 wird durch Nucleophile Substitution mit Norendoxifen 28  als sekundäres bzw. 

durch Endoxifen 32  als tertiäres Amin angeknüpft (siehe Abb. 4.8). Im Verlauf der syn-

thetischen Arbeiten zeigte sich allerdings, dass 28  und 32  nur schwer aus der Vorstufe 

23 zugänglich sind (siehe Abb. 4.7). Zur Synthese des Liganden 43 aus Endoxifen musste 

daher der Umweg über Verbindung 27  nach FAUQ in Kauf genommen werden, welche 

wiederum durch McMurry-Kreuzkupplung mit Propiophenon aus dem DHB-Derivat 26  

zugänglich ist (siehe Abb. 4.7).[290] Die McMurry-Kreuzkupplungen wurden in Anleh-

nung an die Arbeiten von GAUTHIER durchgeführt.[291]  Eine direkte Umwandlung von 23  

in 27  bot aufgrund zahlreicher synthetischer Probleme keine Alternative, worauf in Ka-

pitel 4.2  näher eingegangen wird (siehe Abb. 4.5). Sowohl der im Vergleich zu 43  deme-

thylierte Ligand 41 als auch Ligand 50 sind aus Verbindung 23 zugänglich (letzterer mit 

Spacer 2), welche nach CUSHMAN  aus dem DHB-Derivat 22  durch McMurry-Kreuzkupp-

lung mit Propiophenon erhalten werden kann (siehe Abb. 4.11).[292]  22 und 26  wurden 

durch Desymmetriesierung von DHB 20  über eine Monofunktionalisierung der pheno-

lischen Gruppen erhalten. 20  bot zudem ohne vorherige Desymmetrisierung über eine 

weitere McMurry-Kreuzkupplung mit Propiophenon Zugang zu Vorstufe 49 (siehe Abb. 

4.5). Aus dieser Vorstufe wurden durch eine Nucleophile Substituionsreaktion mit den 

Spacern 14  und 15  die Liganden 46  und 47  erhalten. Die Liganden 41, 43, 45, 46  sollten 

anschließend mit den festphasengebundenen ONs über eine kupferfreie Klickreaktion 

verbunden werden (siehe Abb. 4.20). Zunächst wurde die benötigte Sequenz (BCl2,  

G4126 oder MM) über ein Standard-P(III)-Amiditverfahren am DNA-Synthesizer mit PT-

Backbone hergestellt und anschließend mit einem speziellen DBCO-dT-Amidit (vgl. 

Abb. 3.1) am 5'-Ende modifiziert. Die Sequenz ist nach diesem Schritt 19 Nukleotide 

(nt) lang und wurde abschließend am 5'-Ende mit einem Cy5-Amidit terminiert. Die 

Klick-Reaktion zwischen dem jeweiligen Liganden und dem festphasengebundenen ON 

erfolgte on-bead durch einfache Inkubation der Reaktionspartner. Erst dann wurde das 

so erhaltene ON-Konjugat dem standardmäßigen Entschützungs- und 
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Abspaltungsprotokoll unterworfen. Hierbei w urden die Schutzgruppen der exozykli-

schen Aminogruppen der Nukleobasen und die Cyanoethyl-Schutzgruppen des Backbo-

nes abgespalten. Gleichzeitig wurde die Succinat-Verbindung zwischen dem 3ꞌ-Alkohol 

des Startnukleosids und der Festphase durch ammoniak-alkalische Behandlung verseift 

und das ON-Konjugat in Lösung gebracht. Die Liganden 44, 47 und 50 sind mit einem 

primären Alkohol terminiert und eignen sich darüber hinaus zur weiteren Phosphitylie-

rung und damit zur Implementierung als Monomer-Baustein im SPOS-Zyklus gemäß 

dem Eingangs aufgezeigten, zweiten Ansatz. Hierdurch kann auf den umfassenden Spa-

cer-Apparat verzichtet werden und lipophile Beiträge oder auch Probleme bei der Hyb-

ridisierung des ASO-Konjugats mit der Target-mRNA aufgrund des sterischen Anspruchs 

des Spacer-Apparates im Vorfeld auf ein Minimum reduziert werden. Als Konjugations-

partner für die ONs sollten neben den SERM-abgeleiteten Liganden auch Agonist-abge-

leitete Liganden verwendet werden (Abb. 3.2). Die Synthese des in Position 3 substitu-

ierten Estradiol-Liganden 52  erfolgte direkt aus 17β-Estradiol 51  in einer Nucleophilen 

Substitutionsreaktion mit Spacer 4  nach einer Arbeit von Bang ohne vorangehende 

Schützung des sekundären Alkohols in Position 17 .[293] Der Schlüsselschritt zur Synthese 

von Ligand 53 war der nuklepohile Angriff des als C-Nucleophil eingesetzten TEG-Spa-

cers 19  an der Keto-Gruppe des Estron-Derivats unter Ausbildung des α-ständigen Al-

kohols. Die Reaktion wurde nach Vorschriften von Adamczyk und Alexis  ausge-

führt.[294,295]  
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Abb. 3.2:  Retrosynthetische Betrachtung des Konjugat-Aufbaus über Festphasensynthese 

ausgehend von monomeren Bausteinen (A) und der Ligandsynthese in Lösung ausgehend von 

4,4'-Dihydroxybenzophenon 20 (B) bzw. 17β-Estradiol 51 und Estron 54 (C). 
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4 Ergebnisse und Diskussion 

4.1 Synthese heterobifunktionaler Triethylenglycol-Spacer 

Zur Darstellung verschiedener isosterer Anknüpfungsmuster des primären Amins in 4-

OHT zwischen 4-OHT Derivaten und dem Spacer-Apparat ist die Synthese einer Reihe 

von Triethylenglycolen notwendig. Diese müssen an ihren beiden Enden orthogonale, 

funktionelle Gruppen aufweisen (Heterobifunktionalität), wobei prinzipiell zwischen 

Alkohol-terminierten und Azid-terminierten TEG-Spacern aus den in Kapitel 3.1 ge-

nannten Gründen unterschieden wird. Die meisten der hier gezeigten Synthesen basie-

ren auf literaturbekannten Vorschriften, welche an gegebener Stelle mit dem Ziel einer 

gesteigerten Ausbeute, einer verbesserten Reaktionsführung  oder der Schonung von 

Ressourcen optimiert wurden. Den Synthesen der meisten in dieser Arbeit gezeigten 

TEG-Spacer liegt Triethylenglycolmonochlorid 1 als gemeinsames Synthon zu Grunde. 

Verbindung 1  ist kommerziell verfügbar und zudem bereits heterobifunktional. Daher 

kann auf eine Desymmetrisierung, etwa von Triethylenglycol (homobifunktional) mit 

den damit verbundenen geringen Ausbeuten im ersten Schritt verzichtet werden. Ver-

bindung 4  wurde daher in Anlehnung zu einer Vorschrift vo n Deng und Mitarbeitern 

ausgehend von 1  hergestellt (siehe Abb. 4.1).[296] Zunächst erfolgte die Einführung der 

Azid-Gruppe mit Natriumazid in DMF über eine SN2-Reaktion zu Verbindung 2. Bei der 

Reaktion handelt es sich um eine Reaktion in Suspension, Natriumazid geht mit Fort-

schreiten der Reaktion in Lösung und Natriumchlorid fällt fortwährend aus, was eine 

Triebkraft der Reaktion darstellt. Das Produkt wurde in quantitativer Ausbeute erhal-

ten und bedarf keiner zusätzlichen Aufreinigung, weshalb es in einer Tosylierungsreak-

tion zu Verbindung 3  weiter umgesetzt werden kann.  

1 2 3 

Abb. 4.1:  Synthese von TEG-Spacer 4 aus Triethylenglykolmonochlorid 1 nach Deng und 

Dummy-Ligand 5 aus Triethylenglykolmonomethylether 6. 

4 
5 

6 7 
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Der Alkohol in 2  wird hierbei durch Reaktion mit p-Toluolsulfonsäurechlorid in eine 

gute Abgangsgruppe überführt. Triethylamin wird überstöchiometrisch eingesetzt, um 

die entstehende Salzsäure als Ammoniumsalz zu binden, welches während der Reaktion 

ausfällt, da sich TEGs als Mehrfachether unter sauren Bedingungen zersetzen. Der 

Steglich-Katalysator DMAP verbessert hier zusätzlich die Umsetzung und Verbindung 3  

wurde in einer Ausbeute von 81% erhalten, wobei die Reaktion bis zum vollständigen 

Umsatz von 2 rühren gelassen wurde. In einer weiteren SN2-Reaktion in DMF wurde die 

Tosylgruppe in 3 durch Reaktion mit einem Überschuss Natriumiodid durch Iodid aus-

getauscht. Aufgrund der Säurestärke der korrespondierenden Säure HI eignet sich 4  

besonders in einer Substitutionsreaktion mit dem primären Amin von Norendoxifen  28  

oder dem sekundären Amin von Endoxifen 32  zum Aufbau der Liganden 41  bzw. 43. Die 

Die entstandene p-Toluolsulfonsäure lässt sich nach Bildung von 4  nicht vollständig 

durch Extraktion entfernen, weshalb 4  säulenchromatographisch gereinigt wurde. Es 

empfiehlt sich an dieser Stelle darauf hinzuweisen, dass Flash-Chromatographie von 

TEG-Derivaten am besten mit etwas höher gepackten Säulen mit größerer Trennstrecke 

gelingt, da die Amphiphilie der TEGs zu einem „Schmieren“ auf dem Säulenmaterial und 

damit zu vermehrtem Auftreten von Mischfraktionen führen kann. Verbindung 4  wurde 

somit in einer Gesamtausbeute von 75% über drei Stufen erhalten  und zur N-Alkylie-

rung von Norendoxifen 28  bzw. Endoxifen 32 zur Erzeugung der Liganden 41  und 43  

verwendet. Mit Blick auf die biologische Testung wurde der „Dummy -Ligand“ 5  ausge-

hend von Triethylenglycolmonomethylether 6  mit Kaliumhydroxid als Base in Dichlor-

methan in das Tosylat 7  überführt und analog zur Umsetzung von 3  zu 4  zum Azid 5  

überführt (vgl. 4.5.2). 

Zum Aufbau der Liganden 45 und 44, bei welchen die Spacer über eine Carbamat- bzw  

Harnstoffgruppe angeknüpft sind, sind weitere angepasste Spacer notwendig. In 

2 9 10 

8 

Abb. 4.2:  Synthese der TEG-Spacer 8 und 10 aus Triethylenglykolmonoazid 2. 
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beiden Konjugaten ist jeweils der Stickstoff von Norendoxifen 28 ein Teil der verbrü-

ckenden Carbonylgruppe, weshalb zur Synthese von 45 ein primärer Alkohol und zur 

Erzeugung von 44  ein primäres Amin benötigt wird. Passenderweise können beide 

Strukturen mithilfe des Staab-Reagenz 1,1'-Carbonyldiimidazol (CDI) aufgebaut wer-

den. CDI dient hierbei als mildes Carbonyl -Äquivalent bei der Umsetzung von Alkoholen 

und Aminen zu den entsprechenden Harnstoff-, Carbamat- (oder auch Kohlensäurees-

ter-) Derivaten und liefert verlässlich hohe Ausbeuten unter vergleichsweise milden 

Bedingungen und einfacher Aufarbeitung.[297]  So wurde Spacer 8 durch direkte Umset-

zung von 2 mit CDI in THF in einer Gesamtausbeute von 81% über zwei Stufen erhalten  

(siehe Abb. 4.2). 8 wurde hierbei ohne chromatographische Aufreinigung in zufrieden-

stellender Reinheit isoliert und kann mit Norendoxifen 28  zum Aufbau von Ligand 45  

verwendet werden. Verbindung 2 wurde weiterhin in einer Staudinger-Reduktion mit 

Triphenylphosphin (TPP) in THF umgesetzt. Das intermediär gebildete Phosphazen wird 

durch wässrige Aufarbeitung in das Amin 9 überführt, welches chromatographisch ge-

reinigt werden musste. Dies gestaltet sich hier aufgrund des Polaritätsunterschieds von 

TPP und 9  zwar als einfach, ist aber aus demselben Grund genauso langwierig. Der Al-

kohol in 9  wurde anschließend mit tert-Butyldimethylsilylchlorid (TBDMS-Cl) und 

Imidazol in THF als Silylether geschützt und lieferte 10 in einer Gesamtausbeute von 

71% über drei Stufen.[298] Neuere Arbeiten zur Untersuchung des Mechanismus der 

Silyletherbildung zeigen hierbei auf, dass vielmehr das Lösungsmittel entscheidend für 

kurze Reaktionszeiten und hohe Ausbeuten ist als die Präsenz von Imidazol als ver-

meintlichem Aktivator von TBDMS-Chlorid.[298]  

Weitere TEG-Spacer zum Aufbau der amidisch verknüpften Liganden 46  47 und können 

ebenfalls wie 8  und 10  ausgehend von 2  und 9  aufgebaut werden. Hierzu wird 2  zu-

nächst in einer Mitsunobu-Reaktion nach einer Vorschrift von Hammerschmidt und 

Mitarbeitern zu dem N-alkylierten Phthalimid 11 mit Diethylazadicarboxylat (DEAD)  

und TPP in THF umgesetzt.[299] TPP und DEAD werden hierbei vorgelegt und Phthalimid 

portionsweise zur Bildung des intermediären Betains zugegeben. Diese Variante der 

Mitsunobu-Reaktion gelingt vor Allem mit sauren Nucleophilen wie Phthalimid 

(pKS = 8.3)[300]  und ist Varianten, welche auf der Verwendung von hoch toxischer und 

explosiver Stickstoffwasserstoffsäure mit anschließender Staudinger -Reaktion vorzu-

ziehen. Verbindung 11  wurde nach säulenchromatographischer Aufreinigung mit einer 



4. Ergebnisse und Diskussion  52 

Ausbeute von 81% erhalten; die weitere Umsetzung zu Amin 12  kann allerdings auch 

mit dem Rohprodukt aus der vorangegangenen Reaktion durchgeführt werd en. Die 

Phthalimid-Gruppe wurde mit Hydrazin Monohydrat in Ethanol bei erhöhter Reaktions-

temperatur zum Amin 12  quantitativ umgesetzt, das Vorgehen ist hier Analog zum letz-

ten Schritt der Gabriel-Synthese. Im Vergleich zu dieser muss der Alkohol  in 2  allerdings 

nicht zuerst in ein Halogenid, bspw. über eine Appel -Reaktion überführt werden, um 

die Phthalimid-Gruppe zu erhalten. In diesem Falle wäre die Deléphine -Reaktion der 

Gabriel-Synthese vorzuziehen, da sie durch Nutzung von Hexamethylentetramin als 

Stickstoffquelle stabile Urotropin-Salze erzeugt, welche in einer Eintopfsynthese unter 

saurer Spaltung das gewünschte Amin als Hydrochlorid liefern.[301]  Verbindung 12  

wurde anschließend mit dem Aktivester 13 zur Zielverbindung TEG-Spacer 14  über eine 

Nucleophile Substitution umgesetzt und mit einer Gesamtausbeute von 58% nach vier 

Stufen erhalten. Der Aktivester 13 ist aus Bromessigsäure durch Reaktion mit N-Hydro-

xysuccinimid und dem Hydrochlorid von 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)car-

bodiimid (EDC∙HCl) in äquimolaren Verhältnissen in quantitativer Ausbeute zugänglich. 

Wässriges Ausschütteln war hierbei ausreichend um den Aktivester 13  in ausreichender 

Reinheit zur Anwendung zu bringen. Die Reaktion von 13 mit dem Aminoalkohol 9 lie-

ferte darüber hinaus TEG-Spacer 15  mit einer Ausbeute von 62% über drei Stufen, wo-

mit die beiden Synthons zum Aufbau des Carbamat-Liganden 45  bzw des Harnstoff-

Ligand 44  vorliegen. Letzteres kann wie in 3.2  erläutert in einer Phospitylierungs-Reak-

tion zu einem Phosphoramidit weiter umgesetzt werden.  

Abb. 4.3:  Synthese der TEG-Spacer 14 und 15 aus Triethylenglykolmonoazid 2. 

2 
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Die Synthese eines letzten Satzes an TEG-Spacern zur Anknüpfung an den Agonisten 

Estron zur Erzeugung des Agonist-Konjugats 53 ist in Abb. 4.4  dargestellt. In Verbin-

dung 2 wurde die Propargylgruppe über eine Nucleophile Substitution des Bromids in 

3-Brompropin mit Natriumhydrid als Base in DMF eingeführt. TEG -Spacer 16 wurde 

hierbei in einer Gesamtausbeute von 85% über 2 Stufen erhalten. Die Anknüpfung des 

Spacers an Estron soll wie in Kapitel 3.2  dargelegt in Analogie zum Aufbau von Ethi-

nylestradiol erfolgen, da β-ständige Ethinylgruppen in Position 17 des D-Rings die Affi-

nität des Estrogens zu ERα nicht signifikant veränder n,[302] weshalb Derivate dieser Art 

auch als fluoreszente Sonden in Bindungsstudien eingesetzt werden.[294,302,303] Übli-

cherweise werden solche Strukturen über die entsprechende Lithiumalkinyl-Spezies 

eingeführt,[295,304]  wobei eine Azid-Gruppe allerdings erst nach der C-C-Bindungsknüp-

fung eingeführt wird.[294] Daher wurde Triethylenglycol 17  unter analoger Bedingung 

zur Synthese von 16  mit einem Unterschuss an Base und 3-Brompropin desymmetri-

siert, wobei 18 mit einer Ausbeute von 48% Prozent erhalten wurde. Bei der Reaktions-

führung sollte darauf geachtet werden, dass der Gleichgewichtseinstellung zur Erzeu-

gung der mono-deprotonierten Spezies bei Nutzung von Natriumhydrid als quantitativ 

deprotonierende Base ausreichend Zeit eingeräumt wird, um hohe Ausbeuten zu erzie-

len. Der verbleibende Alkohol in 18  wurde anschließend nach einem Standardverfahren 

mit MsCl und NEt3 als Mesylat geschützt, sodass 19  in einer Gesamtausbeute von 44% 

über zwei Stufen erhalten wurde. [305] Die Mesylgruppe kann in einer Nucleophilen Sub-

stitution analog zur Umsetzung von 1  zu 2 in das benötigte Azid überführt werden. 

Verbindung 18  bietet darüber hinaus wieder die Möglichkeit, nach erfolgreicher Bin-

dung an Estron über den Alkohol eine Phosphitylierung zur Erzeugung eines E2-TEG-

Phosphoramidits durchzuführen. 

Abb. 4.4:  Synthese der TEG-Spacer 18 und 19 aus Triethylenglykol 17 bzw. 16 aus Triethy-

lenglykolmonoazid 2. 

  2: X = N3  

17: X = OH 
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4.2 Synthese von 4-Hydroxytamoxifen-Derivaten 

Der Aufbau eines Triphenylethylengerüsts als zentralem Synthon der Liganden stellt 

ein Kernstück der vorliegenden Arbeit dar (siehe Kapitel 3.2). Bereits in Kapitel 2.6  

wurde vor Allem die von Cole und Gauthier etablierte McMurry-Kreuzkupplung als Mit-

tel der Wahl zur Synthese eines solchen Kohlenstoffgerüsts aufgezeigt.[291]  Hierzu 

wurde 4,4'-Dihydroxybenzophenon 20  zunächst durch Schützung einer phenolischen 

Gruppe mit Pivalinsäurechlorid als tert-Butylester in THF und Natriumhydrid als Base 

desymmetrisiert. Reaktionen an chemisch äquivalenten funktionellen Gruppen in Mo-

lekülen mit C2V-Symmetrie gestalten sich als schwierig in Bezug auf die zu erwartende 

Ausbeute. Im vorliegenden Fall lässt sich die Bildung des zweifach geschützten Produk-

tes 21  nicht vermeiden, das Gleichgewicht allerdings durch eine längere Equilibrie-

rungszeit bei der Deprotonierung mit Natriumhydrid zu Gunsten des einfach geschütz-

ten Zielproduktes verschieben. Verbindung 22  wurde so in einer Ausbeute von 46% 

erhalten, doch auch das re-isolierte Edukt 20 und das Nebenprodukt 21 lassen sich wei-

terverwenden. Nach einer Vorschrift von Liu und Mitarbeitern kann 21 im äquimolaren 

Verhältnis mit 20 in einer intermolekularen kooperativen Umesterung zur regioselek-

tiven Bildung von 22  umgesetzt werden.[306] Die Reaktion wurde in DMSO mit Kali-

umcarbonat als Base durchgeführt und liefert das Zielprodukt 22  mit einer Ausbeute 

von 87%. In diesem ersten, kritischen Schritt können also alle unvermeidlichen 

Abb. 4.5:  Synthese der Triphenylethylen-Kerngerüste 23 (über 22) und 27 (über 24) ausgehend 

von 4,4'-Dihydroxybenzophenon 20 über McMurry-Kreuzkupplung. 

20  

:22 
:21  
:20  

23  

24  27  

25  

25  25  

25  

25  



4. Ergebnisse und Diskussion  55 

Nebenprodukte in einem Kreislauf wiederverwendet werden, was die Atomökonomie 

dieses Schrittes stark verbessert. Ein Scale-up bis in den Multigramm-Maßstab ist an 

der Stelle möglich, allerdings ist in jedem Fall eine säulenchromatographische Aufrei-

nigung notwendig, welche sich aufgrund der deutlichen Polaritätsunterschiede  zwi-

schen 20, 21  und 22  (ΔRf = 0.4, DCM:EE, 19:1) als simpel gestaltet. Verbindung 22  

wurde daraufhin in einer McMurry-Reaktion in Kreuzkupplungs-Variante mit einem 

zweifachen Überschuss Propiophenon als weitere Carbonylkomponente in THF zu 23  

umgesetzt. Die Geometrie der Doppelbindung ist hierbei nicht kontrollierbar, es wer-

den trotz gleicher Ansatzgröße und Stöchiometrie innerhalb einer Reihe von Ansätzen 

verschiedene Verhältnisse der Stereoisomere gefunden. E ine Kontrolle der Geometrie 

ist allerdings wie in Kapitel 2.5  diskutiert auch nicht notwendig.  Verbindung 23  kann 

säulenchromatographisch im System PE/EtOAC gereinigt werden, was aufgrund der Po-

larität des Produktes allerdings sehr zeitaufwändig ist und große Mengen Lösungsmit-

tel verbraucht. Zielführender ist es, das Rohprodukt nach der Aufarbeitung in n-Hexan 

zu fällen. Die Reaktion ist zudem im Multigramm-Maßstab skalierbar und gelingt ab 

einer Ansatzgröße von 10 mmol 22  am besten. Wie sich im weiteren Verlauf der Dis-

kussion noch zeigen wird, sind unglücklicherweise nicht alle Konjugate in zufriedenstel-

lender Ausbeute aus 23  zugänglich, weshalb zur Darstellung von Endoxifen 32 ein Um-

weg über Verbindung 24  in Kauf genommen werden musste. In Verbindung 20  wurde 

hierzu analog zur Vorschrift von Gauthier zunächst die Dimethylaminoethyl-Seiten-

kette 25 durch Reaktion mit Cäsiumcarbonat in DMF eingeführt (26, nicht gezeigt) und 

die verbleibende phenolische Gruppe analog zu 22  als Pivaloyl-Ester geschützt.[291]  Ver-

bindung 24  wurde anschließend in einer weiteren McMurry-Reaktion nach Gauthier 

angepasster Stöchiometrie in das Kreuzkupplungsprodukt 27 überführt. Diese Reaktion 

ist unglücklicherweise nicht so selektiv wie die Umsetzung von 22  zu 23, was sich auf 

die Ausbeute von 27  niederschlägt und eine chromatographische Aufreinigung notwen-

dig macht. Auch lassen sich die Nebenprodukte aus der Reaktion von 20 zu 26 bedau-

ernswerterweise nicht weiter verwerten. Es wurde der Versuch unternommen, den 

Vorteil der Umesterung zur Minimierung nicht verwendungsfähiger Nebenprodukte  (20  

zu 22) zu nutzen und die Dimethylaminoethyl-Seitenkette 25 erst nach der ersten Pi-

valoylschützung in 22  einzuführen, allerdings lagen die Ausbeuten stets im sehr niedri-

gen zweistelligen Bereich. Nach Aufarbeitung konnte hier vor Allem die Bildung des 
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Eduktes 20 beobachtet werden. Auch der Versuch, die Seitenkette nach Bildung von 23  

einzuführen, führte nur zu sehr geringen Ausbeuten des Zielproduktes. Auch hier 

konnte die Bildung der entschützten Spezies als Hauptprodukt beobachtet werden , 

weshalb die Synthese von 27  über 24 als beste Alternative angesehen wurde. Die vor-

liegenden Triphenylethylen-Gerüste ähneln in ihrem Aufbau den Stilbenen und müssen 

daher wie solche behandelt  werden, wenn es um Aspekte der Lagerung gilt.[307,308]  Bei 

Untersuchungen zur Stabilität von Tamoxifen wurde gefunden, dass binnen kürzester 

Zeit verschiedene Phenanthren-Derivate bei UV-Einstrahlung gebildet werden.[309–311]  

Daher wurden alle Verbindungen, welche auf der Kernstruktur 23  basieren, unter strik-

tem Lichtausschluss gelagert. Mit den Verbindungen 23 und 27  konnten nun verschie-

dene Reaktionen zum Aufbau der Liganden 43  und 41  durchgeführt werden. Die wei-

tere Sequenz zur Einführung der Ethylamin-Seitenkette und Bildung von Norendoxifen 

28 wurde in Anlehnung einer Vorschrift von Cushman und Mitarbeitern durchge-

führt.[292] Die Reaktion von 23 mit Iodacetamid in Aceton mit Kaliumcarbonat als Base 

verläuft sehr mild und führt nicht zur Spaltung des Pivaloyl -Esters. Verbindung 29  

konnte nach säulenchromatographischer Aufreinigung mit einer Ausbeute von 96% er-

halten werden und wurde unter reduktiven Bedingungen mit der Hydridmischung Li-

thiumhydrid/Aluminiumtrichlorid in THF zu Norendoxifen 28  weiter umgesetzt. Die 

auch als Schlesinger-Mischung bekannte Hydridmischung (typischerweise im stöchio-

metrischen Verhältnis LAlH4/AlCl3 3:1) reduziert nicht nur das terminale Amid in 29, 

sondern spaltet zudem auch den Pivaloyl-Ester in einem Schritt.[312,313] Nach 

Abb. 4.6:  Synthese der Synthons 28 (über 29) und 31 (über 30,  nicht gezeigt) ausgehend von 

Verbindung 23.  

23  

29  28  

31  
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chromatographischer Aufreinigung wurde Norendoxifen 28  mit einer Gesamtausbeute 

von 42% über 4 Stufen erhalten und zur Bildung der Liganden 44  und 45 herangezogen. 

Die phenolische Gruppe von 23  wurde mit Propargylbromid in einer S N2-Reaktion unter 

analogen Bedingungen zur Synthese von 29  verethert und der Pivaloyl-Ester des Pro-

dukts 30 (nicht gezeigt) durch alkalische Hydrolyse entfernt. Verbindung 31 wurde in 

einer Gesamtausbeute von 36% über 4 Stufen erhalten und zum Aufbau von Ligand 50  

benutzt.  

Die Synthese von Endoxifen 32  zum Aufbau von Ligand 43  gestaltete sich als weitaus 

herausfordernder (siehe Abb. 4.7). Zunächst wurde der Syntheseansatz gemäß einer 

Arbeit von Fauq und Mitarbeitern verfolgt, die Monomethylaminoethyl-Seitenkette 

über das N-Cbz-geschützte Synthon 33  via Mitsunobu-Reaktion einzuführen (Abb. 4.7, 

gestrichelte Box, Reihe A und B).[290]  Hierzu wurde der Stickstoff in N-Methylethanola-

min 34 nach einem Standardverfahren mit Chlorameisensäurebenzylester in DCM um-

gesetzt und als Carbamat 33  mit 96% Ausbeute erhalten. Nebenreaktionen aufgrund 

der Nucleophile des Stickstoffes sollten somit in der Mitsunobu-Reaktion mit 23  unter-

bunden werden, zudem verliefe eine folgende hydrogenolytische Spaltung der Cbz -

Gruppe und des Pivaloyl-Esters unter milderen Bedingungen im Vergleich zu der von 

Fauq unternommen Spaltung mit Methyllithium. Die Mitsunobu-Reaktion zur Bildung 

von 35 wurde analog zur Vorschrift durch Vorlage von DEAD/TPP und anschließender 

Zugabe von 23  und 33 durchgeführt. Allerdings konnte nach 72  h Reaktionszeit kein 

Umsatz festgestellt werden. Auch ein weiterer Ansatz mit DIAD/TPP zeigte keine Um-

setzung des Eduktes 23, welches aus beiden Ansätzen nahezu quantitativ re-isoliert 

werden konnte (gestrichelte Box, Reihe B). Daher wurde ausgehend von 34 zwei wei-

tere Derivate der Monomethylaminoethyl-Seitenkette synthetisiert (36 und 37), um 

das von Cushman bewährte System K2CO3/Aceton zum Aufbau von 29 anzuwenden. 

Doch auch bei den Reaktionen von 23  mit  (36  bzw. 37  konnte nach 72 h kein Umsatz 

festgestellt werden, 23  zersetzte sich hierbei hauptsächlich unter Abspaltung des Pi-

valoyl-Esters (eckige Box, Reihe B). Auch das von Gauthier und Fauq verwendete Sys-

tem Cs2CO3/DMF zur Einführung der Dimethylaminoethyl-Seitenkette[291]  bzw. der Mo-

nomethylaminoethyl-Seitenkette[290] zeigte lediglich die zuvor beschriebene Zerset-

zung von 23 (mittlere Box, Reihe B). Diese Ergebnisse zusammen betrachtet erscheinen 

sehr widersprüchlich, da die Reaktion von 23  mit 25 zu 27 aus eigener Erfahrung zwar 
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in nur geringer Ausbeute verlief, laut den angegebenen Vorschriften allerdings in mo-

deraten Ausbeuten und die Reaktion von 23 mit  (36 zu 35  überhaupt möglich sei. Auf-

fällig ist hierbei auch, dass die Entschützung der in Fauqs Arbeit gezeigten, zu 35  ana-

logen Verbindungen weder im Ergebnissteil noch in der Supporting Information zu fin-

den sind. Ein hauptsächliches Problem in Fauqs Arbeit, welche die stereoselektive 

Abb. 4.7:  Synthesen zur Bildung von Endoxifen 32 ausgehend von 27 nach Fauq (A,  C) und 

via Eintopf-Synthese (D). 
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Synthese von Z-Endoxifen zum Ziel hatte, bestand in der Stereorandomisierung der 

Doppelbindungsgeometrie im Verlauf der basischen aber auch im Verlauf der sauren 

Entschützung der zu 35 analogen Verbindungen. Als Lösung wird eine Carbamat-ver-

mittelte N-Demethylierung nach Vorschrift von Scammells aufgezeigt, welche in der 

vorliegenden Arbeit ebenfalls zur Synthese von Endoxifen herangezogen wurde.[314]  Die 

relative Konservierung der Doppelbindungsgeometrie ist hier weniger von Interesse als 

vielmehr die Tatsache, Endoxifen 32  aus 27  überhaupt erst zugänglich zu machen.  Der 

von Fauq gewählte Ansatz der N-Demethylierung der bereits vorhandenen Verbindung 

26 vor einer McMurry-Reaktion zeigte sich nämlich nicht zielführend, da 26  in Dichlo-

rethan absolut unlöslich ist (gestrichelte Box C). Mehrere Ansätze zur Überführung von 

26 in 38  verliefen daher erfolglos. Da ohnehin bereits größere Mengen 27  hergestellt 

worden waren, wurde entgegen von Fauqs Vorgehen 27  zunächst nur mit dem Reagenz 

Chlorameisensäure-1-chlorethylester (ACE-Cl) in DCE versetzt und die Reaktionsmi-

schung nach 24 h ohne Zusatz von Säure zur N-Demethylierung aufgearbeitet. Hierbei 

wurde 39 mit einer Ausbeute von 82% nach chromatographischer Aufreinigung isoliert 

und durch sukzessive Spaltung des Carbamts und des Pivaloyl -Esters mit Methyllithium 

in THF in 32 mit einer Gesamtausbeute von 15% nach 5 Stufen erhalten.  Verbindung 39  

muss hierbei nicht zwingend isoliert werden, die Umsetzung zum Carbamat und die 

anschließende Spaltung Desselben samt Schutzgruppe kann prinzipiell one-pot durch-

geführt werden (Reihe D). Da ACE-Cl und DCE Siedepunkte unter 120 °C aufweisen, 

können beide Substanzen nach der Bildung von 39 über den Schlenk-Rechen im Hoch-

vakuum entfernt, der Rückstand wieder in THF gelöst und die basische Spaltung mit 

Methyllithium zur Bildung von 32  durchgeführt werden. Die Ausbeute bei Durchfüh-

rung der Sequenz in one-pot weist zwar nur eine marginale Steigerung der Ausbeute 

auf, allerdings kann so auf eine Aufarbeitung und durch säulenchromatographische Iso-

lierung von 39 verzichtet werden. 

4.3 Synthese der Triphenylethylen-TEG- und Estradiol-TEG-Liganden 

4.3.1 Triphenylethylen-TEG-Liganden 

Der Aufbau der Liganden erfolgte ausgehend von den Schlüsselkomponenten Norendo-

xifen 28, Endoxifen 32, der Vorstufe 23  und des Alkin-Derivats von 23, Verbindung 31. 

Hierbei wurden wie in Kapitel 3.2 dargelegt Strukturen mit unterschiedlichem Motiv an 
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der Anknüpfungsstelle zwischen Effektor-Molekül und Spacer gewählt. Hierdurch soll 

der Einfluss des gewählten synthetischen Ansatzes zum Aufbau solcher Liganden auf 

die Bindungsaffinität untersucht werden, da eine schwächere Bindung zum Target 

(ERα) letztlich die Wirkung des gesamten Ligand-Oligonucleotid-Konjugats beeinflus-

sen kann. Um möglichst alle funktionellen Gruppen für eine unveränderte Bindungsaf-

finität von 4-OHT zu ERα zu konservieren, wurde daher der Ansatz verfolgt, den Spacer 

zunächst durch Nucleophile Substitution über das primäre Amin von Norendoxifen 28  

bzw das sekundäre Amin von Endoxifen 32  zu verknüpfen, um die Funktion als H-Brü-

cken-Akzeptor in der LBD zu erhalten. Zur Realisierung solcher Leitstrukturen wurde 

Spacer 4  zunächst mit O-TBDMS geschützten Norendoxifen 40  umgesetzt (siehe Abb. 

4.8, #1). Die TBDMS-Schutzgruppe wurde hierbei zunächst gewählt, um einer O-Alky-

lierung vorzubeugen, obgleich das Amin das Nucleophilere Zentrum unter den gewähl-

ten Bedingungen darstellt. Die TBDMS-geschützte Variante des Liganden 41, Verbin-

dung 42,  wurde hierbei nur als ein nicht chromatographierbares Gemisch von Mono- 

und Disubstituierten Produkt neben Edukt 40  erhalten. Durch Reaktionsverfolgung mit-

tels DC konnte die Bildung des zweifach substituierten Produkts parallel zur Zielverbin-

dung gleich zu Beginn der Reaktion gezeigt werden, eine Verkürzung der Reaktionszeit 

wäre demnach nur wenig zielführend gewesen, um die Ausbeute an Zielprodukt 42  zu 

erhöhen. Die Angabe der Ausbeuten beruht in solchen Fällen auf der Integration cha-

rakteristischer Signale im NMR-Spektrum; das Vorliegen zweifach substituierter Spe-

zies wurde massenspektrometrisch überprüft.  Die Verlagerung der Reaktion in Rich-

tung des Monosubstituitonsprodukts 42  gelang teilweise durch Anwendung eines opti-

mierten Protokolls zur Monofunktionalisierung aliphatischer Amine im System 

DBU/THF bzw. NEt3/THF nach Solanki und Mitarbeitern (Abb. 4.8, #3).[315]  Die Ausbeute 

des Monosusbtitutionsproduktes bei Verwendung von DBU/THF war hier nur marginal 

erhöht und der Anteil disubstituierten Nebenprodukts im Verhältnis sogar größer. Zu-

dem wurde eine Abspaltung der TBDMS-Schutzgruppe sowohl beim Zielprodukt als 

auch beim Edukt beobachtet, was eine aufwändige Sequenz mehrmaliger säulenchro-

matographischer Aufreinigungen des Rohgemisches notwendig machte. Diese gestal-

tete sich aufgrund des zusätzlich aus 40  gebildeten Norendoxifens 28  als unnötig 

schwierig. Eine genaue Literaturrecherche zu diesem Sachverhalt ergab, dass das Sys-

tem DBU/THF durchaus dazu verwendet werden kann selektiv phenolische TBDMS -
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Schutzgruppen zu entfernen, eine weitere Anwendung des Protokolls auf 40  ist dem-

nach obsolet.[316,317]  Allerdings beinhaltet die Arbeit von Solanki auch eine Vorschrift 

mit NEt3/THF, wonach ohne katalytische Mengen von DBU gute Ausbeuten des Mono-

substitutionsprodukts erhalten werden können. Dies wurde in einem entsprechenden 

Ansatz (#2) bestätigt, das Zielprodukt wurde mit 44% Ausbeute neben dem zweifach 

substituierten Produkt (23%) isoliert, die Abspaltung der TBDMS-Schutzgruppe wurde 

nicht beobachtet. Parallel hierzu wurde das System DBU/THF in einem Ansatz mit No-

rendoxifen 28 (#4) zum Aufbau von Ligand 41  ohne TBDMS-Schutzgruppe getestet. Die 

Zielverbindung wurde nach 4 h in moderater Ausbeute von 33% isoliert, eine zweite 

Fraktion ist nach erneuter säulenchromatographischer Aufreinigung der Mischfraktion 

zugänglich, der Anteil von disubstituiertem Nebenprodukt war gering. Eine zweite Vor-

schrift nach Soloshonok und Mitarbeitern im System DIPEA/MeCN (#5) liefert nahezu 

identische Ausbeuten von 41 bei gleicher Reaktionszeit, Nebenprodukte konnten nicht 

gefunden werden. Die Tatsache, dass der Ligand 41  ohne zusätzliche Schutzgruppen-

Chemie in moderaten Ausbeuten und vertretbarem chromatographischen Aufwand 

über das System DBU/THF zugänglich ist, veranlasste zur Synthese der zweiten Zielver-

bindung Ligand 43 im gleichen System ausgehend von Endoxifen 32.[318]  Sowohl über 

das System DBU/THF (#6) als auch über DIPEA/MeCN (#7) ist Ligand 43 in guter (71%) 

Abb. 4.8: Syntheseversuche zu den Liganden 41 und 42 (aus 28) und 40 (aus 32) durch Reak-

tion mit Spacer 4. 
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bzw. moderater Ausbeute (31%) zugänglich und kann ohne signifikante  Mengen an 

zweifach substituiertem Produkt isoliert werden. Über das  Vorhandensein der pheno-

lischen Protonen-Signale im 1H-NMR-Spektrum von 41  und 43  in Aceton-d6 wurde die 

Substitution am Stickstoff verifiziert. 

Ausgehend von Norendoxifen 28 sind zwei weitere Zielverbindungen zugänglich (siehe 

Abb. 4.9), von welchen Ligand 44  ein Harnstoff-Motiv zur Anknüpfung von Spacer und 

Effektormolekül aufweist und darüber hinaus eine terminale Alkohol-Gruppe für eine 

Phosphitylierung zum Aufbau eines Phosphoramidits trägt. Ligand 45 hingegen besitzt 

ein Carbamat-Motiv und ist Azid-terminiert, um in einem Plattform-basierten Ansatz 

post-synthetisch an das ASO on-bead geknüpft zu werden. Verbindung 45 wurde hier-

bei durch Reaktion von Norendoxifen 28 mit TEG-Spacer 8  in einer Mischung aus Dich-

lormethan und Pyridin mit 73% Ausbeute erhalten. Die Reaktion verläuft chemoselektiv 

durch Nucleophilen Angriff des primären Amins von 28  an der aktivierten Car-

bonylgruppe von 8. Dies ist anhand der  Kopplung des Stickstoffprotons der Carbamat-

Gruppe mit den benachbarten Methylenprotonen der Ethyl -Seitenkette im 1H,1H-Kor-

relationsspektrum und das Protonensignal der phenolischen Gruppe nachvollziehbar. 

Die Synthese von Ligand 44 erfolgt hingegen über eine Aktivierung der Amino-Gruppe 

von 10 in situ, da sich 10  nicht als carbonylaktive Spezies analog zu 8 isolieren lies. 

Hierzu wurde 10 zunächst eine Stunde mit CDI aktiviert, bevor eine Lösung von 28 in 

THF der Reaktionsmischung hinzugefügt wurde. Lediglich das Rohprodukt wurde nach 

dieser Herangehensweise isoliert und sofort weiter mit einer Lösung von 

Abb. 4.9:  Synthese der Liganden 45 und 44 aus Norendoxifen 28 bzw. aus TBDMS-ge-

schütztem Norendoxifen 40. 
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Tetrabutylammoinumfluorid in THF behandelt, um beide TBDMS-Schutzgruppen abzu-

spalten. Die Zielverbindung 44  wurde mit einer Ausbeute von nur 15% erhalten, wobei 

nicht abschließend geklärt ist, welcher der beiden Schritte ausbeutelimitierend war. 

Möglicherweise verlief die Aktivierung von 10 mit CDI nicht lange genug, da nach säu-

lenchromatographischer Aufreinigung 30% der eingesetzten Menge von 40 als ent-

schütztes 28 reisoliert werden konnten. Via Dünnschichtchromatographie konnte dar-

über hinaus der Verlauf der globalen Entschützung bis zum Verbrauch des intermediä-

ren Kupplungsproduktes bestätigt werden.  

Die bei der Synthese von 42  aus 40 aufgetretene Instabilität der phenolischen TBDMS- 

Schutzgruppe konnte ein weiteres Mal bei der Synthese der Liganden 46 und 47 beo-

bachtet werden. Hierbei handelt es sich um Liganden, bei welchen der TEG -Spacer zu-

sammen mit der den Derivaten von 4-OHT eigenen Ethylamin-Seitenkette in das Triphe-

nylethylengerüst 23 über eine SN2-Reaktion am freien Phenol eingeführt werden sollte. 

Aus den Synthesen zu Endoxifen 32 konnte zudem die Erkenntnis gewonnen werden, 

dass sich gängige und literaturbekannte Reaktionsbedingungen (vgl Abb. 4.7) zur Ein-

führung dieser Seitenkette unter basischen Bedingungen als problematisch erweisen 

können, drastischere Reaktionsbedingungen (vgl Abb. 4.10) erscheinen hierbei wenig 

sinnvoll. Substitutionen nach SN2 böten unter den bereits auf 23 angewendete SN2-

Bedingungen eine Option bei Verwendung von iodierten Aliphaten, eine Finkelstein-

Reaktion mit dem Ziel einer Umhalogenierung von 14 und 15  wäre aber nur options-

los.[292]  Mit dem Ziel, die Pivaloyl-Ester Schutzgruppe durch eine basenstabilere Schutz-

gruppe zu ersetzen, wurde die phenolische Gruppe in 23 TBDMS-geschützt und Verbin-

dung 48 synthetisiert, welche nach chromatographischer Aufreinigung in methanoli-

scher Natronlauge hydrolisiert wurde. Neben der beabsichtigten, quantitativen Versei-

fung des Esters wurde die TBDMS-Schutzgruppe unerwarteterweise hierbei wieder ge-

spalten, wodurch unbeabsichtigt Verbindung 49 erhalten wurde. Möglicherweise 

führte die freigesetzte Pivalinsäure zur Spaltung des Esters.  Verbindung 49  ist auch 

über eine McMurry-Reaktion aus 20 mit Propiophenon im Multigramm-Maßstab zu-

gänglich. Die vorhandenen Mengen 49  wurde daher genutzt, um analog zur Umsetzung 

von 20  zu 22  jeweils ein Äquivalent der TEG-Spacer 14  und 15  mit Natriumhydrid als 

Base in THF durch Veretherung in 49 einzuführen. Ligand 47  wurde hierbei mit einer 

Ausbeute von 32%, Ligand 46  mit einer Ausbeute von 45% erhalten.  
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Die disubstituierten Nebenprodukte konnten säulenchromatographisch von den Ziel-

produkten isoliert werden und fielen mit Ausbeuten von 19% und 10% an. Das zweifach 

alkylierte Nebenprodukt zu 47 zeigt im gewählten Eluentengemisch (DCM/MeOH 93:7) 

eine stärkere Retention als die Zielverbindung, das Azid -terminierte, zweifach alky-

lierte Nebenprodukt zu 46  hingegen eine schwächere Retention und eluiert daher frü-

her. Ligand 46  kann über eine Klick-Reaktion plattform-basiert an das ASO gebunden 

werden, Ligand 47  hingegen analog zu Ligand 44  phosphityliert um im Synthesezyklus 

der SPOS als Amidit-Baustein integriert zu werden.  Ligand 50  bietet ebenfalls die Mög-

lichkeit zu einem Phosphoramidit-Baustein umgesetzt zu werden und wurde durch Re-

aktion von 31  mit Spacer 2  mit einer Ausbeute von 39% erhalten (Abb. 4.11). Das Edukt 

31 dieser Reaktion löste sich hierbei nur schlecht in dem gewählten klassischen Lö-

sungsmittelgemisch, über die Reaktionsverfolgung via DC wurde allerdings 

Abb. 4.10:  Synthese der Liganden 47 und 46 in 3 Stufen ausgehend von 23 über 48 und 49. 

48  49  

20  

23  

47 

46  

Abb. 4.11:  Synthese von Ligand 50 ausgehend von Synthon 31. 
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vollständiger Umsatz von 31  angezeigt. Die Kupfer-katalysierte Huisgen 1,3-dipolare 

Cycloadditionsreaktion lieferte selektiv das 1,4-disubstituierte 1,2,3-Triazol mit dem 

Ziel, den größtmöglichen Abstand zwischen dem primären Alkohol des Spacer  und des 

Effektormoleküls zu gewährleisten. Die Triazol-Gruppe sorgt darüber hinaus für eine 

Rigidisierung an der Anknüpfungsstelle zwischen Effektor-Molekül und TEG-Spacer und 

ist darüber hinaus in der Lage, in der LBD H-Brücken auszubilden.  

4.3.2 Estradiol-TEG-Liganden 

Im späteren Verlauf sollen neben den dargestellten, auf dem SERM 4 -OHT aufbauenden 

Liganden 41  und 43  (Amin-Verknüpft), 44  und 45  (Harnstoff- und Carbamat-verknüpft), 

46 und 47  (Amid-verknüpft) und 50 (Triazol-verknüpft) auch Liganden auf Basis des A-

gonisten 17β -Estradiol 51  zur Konjugation an das ASO verwendet werden. In Anlehnung 

an eine Arbeit von Bang und Mitarbeitern wurde Ligand 52 durch Reaktion von 51 mit 

Spacer  4  durch Nucleophile Substitution an Position 3 des steroidischen A-Rings aufge-

baut (Abb. 4.12, A).[48] Anders als in Bangs Arbeit ist der Spacer hierbei nicht terminal 

phosphityliert, um in einer SPOS implementiert zu werden, sondern mit einer Azid-

Gruppe für eine plattform-basierte Konjugation ausgestattet. Allerdings steht somit die 

phenolische Alkohol-Gruppe zur Wechselwirkung mit der LBD nicht mehr zur Verfü-

gung. Der Ligand 53 hingegen verfügt über beide Alkohole um idealerweise eine hohe 

Bindungsaffinität zur LBD von ERα zu gewährleisten  und soll im Kompetitions-Assay mit 

Ligand 52  verglichen werden. Die Arbeit von Alexis und Mitarbeitern bot einen ersten 

Ansatzpunkt zum direkten Aufbau des in Position 3 ungeschützten, 17β-substituierten 

Estradiol-Derivats 53  mit potenter Bindung zu ERα.[295] Überschüsse von Homologen 

des Propargylalkohols (8 Äquivalente) wurden hierbei vorgelegt, mit einem großen 

Überschuss Kaliumethanolat (14 Äquivalente) deprotoniert und mit Estron 54 zur je-

weils 17β-alkylierten Verbindung unter C-C Bindungsknüpfung umgesetzt. Erst im An-

schluss sollte eine Mesylierung des Alkinols und danach die Umsetzung mit Natriumazid 

zum terminalen Azid erfolgen. Allerdings konnte unter den beschriebenen Bedingun-

gen kein Umsatz von 54  mit 18 beobachtet werden. Die dünnschichtchromatographi-

sche Reaktionsverfolgung zeigte hingegen den Verbrauch des TEG -Spacers unter Bil-

dung einer Vielzahl an nicht näher charakterisierten Nebenproduk ten an. Die in Alexis 

Arbeit verwendeten Spacer stellten ausschließlich aliphatische Alkinole da, möglicher-

weise eignet sich TEG-Spacer 18 als Mehrfach-Ether unter den stark basischen 
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Bedingungen nicht zur Ausbildung einer C-C-Bindung. Geringere Überschüsse an Spacer 

(1.2 Äquivalente) und Base (2.0 Äquivalente) konnten zwar das Auftreten von Neben-

produkten verringern, die Bildung der Zielverbindung 53 dennoch nicht beobachtet 

werden. Um Nebenreaktionen der ungeschützten Alkohol -Gruppen zu umgehen, wurde 

ein Ansatz von Poirier und Mitarbeitern verfolgt, bei welchem C-Nucleophile erst nach 

vorheriger Schützung der phenolischen Gruppe von Estron als Silylether eingeführt 

werden.[304] In diesem Zuge wurde auch der primäre Alkohol in Spacer 18 in das Mesylat 

19 überführt (vgl Abb. 4.4) und Spacer 19  mit einem Äquivalent n-Butyllithium vorge-

legt. Hierbei konnte die charakteristische Fällung des Lithiumalkinyls als orangener 

Feststoff beobachtet werden, welcher sich nach Zugabe der Lösung von TBDMS -Estron 

55 wieder löste. Die dünnschichtchromatographische Reaktionsverfolgung zeigte die 

Bildung weitaus weniger Nebenprodukte an, unter anderem die eines neuen Produkts, 

welches nach Aufarbeitung und säulenchromatographischer Isolierung als Zielverbin-

dung 56  identifiziert wurde. Nach einer Vorschrift von Adamczyk und Mitarbeitern[294]  

bietet sich bei 56  nun die Möglichkeit, die Abspaltung der TBDMS-Schutzgruppe zusam-

men mit der Substitution des Mesylats durch die Azid-Gruppe vorzunehmen. Verbin-

dung 56 wurde daher in DMPU gelöst, mit einem Überschuss Natriumazid versetzt und 

4 Tage bei 50 °C erhitzt. Tatsächlich wurde die Zielverbindung 53 als alleiniges Produkt 

nach einfacher säulenchromatographischer Aufreinigung mit einer Ausbeute von 89% 

Abb. 4.12:  Synthese von Agonist-Ligand 52 aus 17β-Estradiol 51 (A) und von Agonist-Ligand 53 

über 55 und 56 (B). 

52  51  

4 

53  54  

56  55  

18  
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isoliert. DMPU ist analog zu HMPA in der Lage, Alkali -Kationen zu solvatisieren was eine 

stärkere Nucleophilie der entsprechenden, meist kleinen Anionen zur Folge hat.[319–321]  

Dies wird bei der Spaltung von Silylethern ausgenutzt, so z.B bei der Spaltung der SEM-

Schutzgruppe mit TBAF in DMPU[322] oder bei der Totalsynthese von (+)-Spongistatin 2 

mit Natriumsalzen in DMPU.[323]   

4.4 Bestimmung der Bindungsaffinität an Estrogenrezeptor α mittels 

Kompetitionsassay 

4.4.1 Wahl und Aufbau des Assay  

Sowohl die gezeigten, SERM-abgeleiteten Liganden 41  und 43  (Amin-verknüpft), 44  und 

45 (Harnstoff- und Carbamat-verknüpft), 46  und 47  (Amid-verknüpft), 50  (Triazol-ver-

knüpft) sowie die Agonist-abgeleiteten Liganden 52  und 53 sollten in einem Verdrän-

gungs-Assay auf ihre Bindungsaffinität zu ERα untersucht werden. Der Assay arbeitet 

hierbei nach dem Prinzip der Fluoreszenzpolarisation (Mix-and-Read-Assay-Format). 

Die Studien wurden an gelöstem ERα durchgeführt, als fluoreszente Sonde diente ein 

rigidisiertes Konjugat bestehend aus Estardiol, an welchem in 17β-Position Fluorescein 

kovalent angeknüpft ist  (Fluormone ES2 Green Tracer).[303]  Sonde und Rezeptor wurden 

zunächst prä-inkubiert und eine Testsubstanz anschließend hinzugefügt. Die starre Fi-

xierung der Sonde in der LBD des Rezeptors verursacht hierbei  nach Fluoreszenzanre-

gung bei 490 nm hohe Ausbeuten planar polarisierten Lichts (PII) bei 540 nm als Emis-

sionswellenlänge. Der Anteil dieses polarisierten Lichts sinkt , sobald eine ausreichende 

Konzentration der Testsubstanz vorhanden ist, da die Sonde aus der starren Fixierung 

der LBD zunehmend verdrängt wird. Somit wird statistisch mehr vertikal polarisiertes 

Licht (P+) durch die freie Rotation dieses Moleküls detektiert. Die Fluoreszenzpolarisa-

tion ergibt sich aus folgender Gleichung zu 

𝑃 =
P𝐼𝐼−P+

PII+P+
     (1). 

Im Fall eines guten Binders werden hohe Werte für P bei niedrigen Konzentrationen 

gefunden, niedrige Werte für P bei hohen Konzentrationen des gleichen Binders. Ge-

mäß des Anwenderprotokolls wurde eine Stammlösung von Estradiol als Positivkon-

trolle verwendet. Die Verbindung dient ebenfalls als Referenzsubstanz. Trotz mehrfa-

cher Versuche konnte der im Protokoll angegebene Wert für den relativen IC 50 von 
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Estradiol nicht bestimmt werden. Generell wurde selbst bei 8-fach höheren Konzentra-

tionen als benötigt (c(Sonde) = 32 nM vs c(Sonde) = 4 nM) kein Unterschied in der Flu-

oreszenzemission (540 nm) und damit in den P-Werten zwischen der Positivkontrolle 

(10 µM E2) und der Negativkontrolle (Sonde + ERα) nachgewiesen. Eine Vermessung 

der Sonde bei verschiedenen steigenden Konzentrationen in Puffer ergab erst ab einer 

um den Faktor 72 erhöhten Konzentration (288  nM) ein Signal/Rausch-Verhältnis, mit 

welchem gearbeitet werden könnte (Faktor 5). Dies legte den Schluss nahe, dass die 

verwendete Sonde von geringer Qualität ist, was durch Fluoreszenzanregungs- und 

Emissionsspektren bestätigt wurde (siehe Abb. 4.13). Die Sonde zeigte bei einer Kon-

zentration von 72 nM und Fluoreszenzanregung im Bandbreitenbereich von 350-

700 nm keine signifikante Emission bei 540  nm ± 5 nm, unabhängig von der verwende-

ten Anregungswellenlänge (vgl. Abb. 4.13, links). Zudem zeigt die Sonde keine nen-

nenswerte und vor allem von anderen Wellenlängen klar abgehobene Emission im Ban-

denbereich von 490 -650 nm bei einer Anregung mit 490 nm ± 5 nm (vgl. Abb. 4.13, 

rechts). Diese Ergebnisse wurden mit verschiedenen, vom Hersteller bereitgestellten 

Chargen der Sonde erhalten. Da sich die betreffende Sonde somit für die durchzufüh-

renden Kompetitionsexperimente als ungeeignet herausstellte, wurde nach einer 

neuen Sonde gesucht.  

Ein passendes und in seiner Gesamtheit sehr elegantes Hochdurchsatz -Verfahren 

wurde 2005 von Gurer und Mitarbeitern publiziert und nutzt das Phytoestrogen 

Abb. 4.13:  Fluoreszenzanregungsspektrum der Sonde bei konstanter Emissonswellenlänge 

540 nm (links) und Fluorszenzemissonsspektrum bei konstanter Anregungswellenlänge 490 nm 

(rechts). 
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Coumestrol als fluoreszente Sonde. Die Auswertung basiert hierbei jedoch auf der Flu-

oreszensemission und nicht der Polarisation.[302]  Der neu etablierte Assay erlaubt die 

Bestimmung relativer EC 50-Werte potentieller Liganden des ERα , welche mit diesem 

eine bindende Wechselwirkungen eingehen. Die Evaluierung der Bindungsstudien an 

ERα erfolgt anhand der Messung der Fluoreszenzemission der autofluoreszenten Sonde 

Coumestrol. Coumestrol zeigt bei Fluoreszensanregung mit 355 nm eine moderat 

gesteigerte Floureszenzemission bei 408 nm, sobald es gebunden in der 

Bindungstasche des Rezeptors vorliegt. Sonde und Protein befinden sich in der 

Versuchsanordnung prä-äquilibriert in Lösung. Anschließend wird die Testsubstanz 

hinzugegeben und die Abnahme der Floureszenzintensität bei 408 nm in Folge der 

Kompetition um die LBD gemessen. Sowohl Positv- als auch Negativkontrollen wurden 

zusätzlich vermessen. Die Positivkontrolle beinhaltet e neben Rezeptor und Sonde 

zusätzlich den natürlichen Agonisten Estradiol, welcher als etablierter Standard gilt. 

Estradiol verdrängt Coumestrol aus der LBD, wodurch eine Abnahme der Floureszenz 

bei 408 nm hervorgerufen wird - die Positivkontrolle ruft somit die geringste Intensität 

an Floureszenzlicht (Ipos) hevor. Die Negativkontrolle beinhaltet lediglich Rezeptor und 

Sonde. Da Coumestrol in der Negativkontrolle vollständig gebunden vorliegt 

(idealisiert), weist diese Kontrolle bei 408 nm die höchste Intensität an Floureszenzlicht 

(Ineg) auf. Alle weiteren gemessenen Werte für den Liganden (IL) liegen in diesem von 

den Kontrollen aufgespannten Raum. Die Menge substituierte n Coumestrols als Maß 

für die Bindungsaffinität ergibt sich unter Berücksichtigung beider Kontrollen nach 

folgender Formel: 

Coumestrol − Verdrängung (%) =
Ineg −IL

Ineg −Ipos
   (2). 

Die für Experimente dieser Art zu erwartende sigmoide Kurve ergibt sich durch die 

Auftragung des Anteils substituierten Coumestrols in Prozent (%  Coumestrol-

Verdrängung) gegen den negativen dekadischen Logarithmus der Konzentration  (in 

[nM]) des eingesetzen Liganden. Zur Beurteilung der  Qualität jeder Messung wurde von 

Zhang und Mitarbeitern[324]  der dimensionslose Faktor  Z eingeführt, welcher den 

natürlichen Schwankungen innerhalb der Experimente und zwischen den Tagen der 

Experimente Rechnung trägt.  Der Z-Faktor erlaubt somit konkret eine Aussage über die 

dynamische Breite des Signals sowie über das Verhältnis des gemessenen Signals im 

Vergleich zum Grundrauschen. Je kleiner der Wert des Zählers, umso größer ist das 
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Separationsband. Folglich liegen die Werte für Positiv- bzw. Negativkontrolle weit ge-

nug auseinander, um sie klar voneinander trennen zu können. [325] Er ist somit ein Maß 

für die Aussagekraft eines Assays und ist definiert als:  

Z = 1 −
3∙σpos+3∙σneg

|μpos−μneg |
     (3) 

mit μ als Mittelwert der jeweiligen Kontrolle und σ als zugehörige Standardabweichung 

des Mittelwertes der Kontrolle. Der Faktor kann Werte zwischen 0 und 1 annehmen, 

wobei Werte zwischen 0.5 und 1 den Assay als exzellent beschreiben, Wert e unter 0.5 

hingegen den Assay als schlecht einstufen.[325]  Die Grundzüge des Assays sind 

maßgeblich an die Arbeit von Gurer angelehnt, allerdings wurde bei ersten Versuchen 

eine unzureichende Diskriminierung zwischen Grundrauschen und der Fluoreszenz von 

Coumestrol festgestellt. Daher wurde ein Emissionsspektrum des angegebenen 

Konzentrationsverhältnisses von Sonde und Rezeptor (100:14)  bei einer Anregung mit 

355 nm aufgenommen und mit den Emissionspektren eines kleiner werdenden  

Verhältnisses zwischen Sonde und Rezeptor verglichen (Abb. 4.14). 

Abb. 4.14:  Fluoreszenzemissionsspektrum von Coumestrol (schwarz, gestrichelt) und 

Spektren der verschiedenen Coumestrol/ERα-Verhältnisse mit dem für den Assay neu 

gewählten Verhältnis (gold, gestrichelt).  
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Der Assay wird nach Gurer im 96-Well-Plate-Format mit einem Arbeitsvolumen von 

205 µL bei einer Coumestrol -Konzentration von 100 nM und einer ERα Konzentration 

von 14 nM durchgeführt. Es ist erkennbar, dass die Wahl dieses Verhältnisses nur zu 

einer sehr schwachen Steigerung der Emission bei 408  nm im Vergleich zur 

Grundfloureszenz von Coumestrol führt (ca. 2-fach, vgl. rote und schwarze Kurve). Das 

in der Arbeit von Gurer gezeigte Spektrum mit einem Plateau von 408 –441 nm wird 

hingegen erst annähernd bei einer Konzentration ERα von 100  nM erreicht. Die 

bindungsinduzierte Fluoreszenz des Coumestrol-LBD-Komplexes ist hier ca. 7-fach 

größer im Vergleich zur Autofluoreszenz von Coumestrol  und ca. 3-fach größer im 

Vergleich zu einem Coumestrol/ERα-Verhältnis von 100:14. Der Assay wurde demnach 

auf dieses Verhältnis umgestellt . Zudem wurde untersucht, ob die gewählte 

Anregungswellenlänge und die damit verbundene Intensität der zur Detektion 

gewählten Emissionswellenlänge optimal sind (Abb. 4.15). Es wurde ersichtlich, dass 

das von Gurer gewählte Anregungs-/Emissionswellenlängenpaar 355/408 nm bei dem 

Verhältnis Coumestrol/ERα 100:14 ein Maximum an Intensität bietet ( Abb. 4.15, links). 

Dies reichte allerdings zur Erzeugung eines guten Signal/Rausch-Verhältnisesses nicht 

aus (vgl Abb. 4.14). Die absolute Intensität bei 408 nm ist für das Verhältnis 

Coumestrol/ERα 100:14 zwar ca. 3-fach höher als für das Verhältnis  100:100 (Abb. 4.15, 

rechts), wie auch aus den Emissionsspektren in Abb. 4.14  ersichtlich ist. Allerdings 

verschiebt sich das tatsächliche Intensitätsmaximum zu dem Wellenlängenpaar 

370/430 nm. Aufgrund der Tatsache, dass die bindungsinduzierte gesteigerte 

Abb. 4.15:  Vergleich der Anregungs-Emissionsspektren der Coumestrol-ERα-Verhältnisse 

100:14 (links) und 100:100 (rechts) in Assay-Puffer. Die Intensitäten der Emission bei 408 nm 

sind für Anregungswellenlängen von 320-400 nm entlang des Pfeils gezeigt.  
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Fluoreszenz für Coumestrol bei 408  nm auftritt und der Assay nicht grundsätzlich 

geändert, sondern lediglich adaptiert werden soll, wurde das Anregungs -

/Emissionswellenlängenpaar unverändert auf  355/408 nm festgelegt. Im Rahmen 

dieser Arbeit wurde der Assay im Vergleich zur Originalpublikation von Gurer 

hinsichtlich einiger Punkte modifiziert (vgl. Tabelle 4-1). 

Tabelle 4-1: Änderungen des Assays im Vergleich mit den Bedingungen nach Gurer. 

 Gurer-Orhan et al.[57] Angepasster Assay 

Well-Platten-Format 96 384 

Arbeitsvolumen [µL] 205 20 

Konzentration ERα [nM] 14 100 

Konzentration Coumestrol [nM] 100 100 

Expression von ERα 
Rekombinant, E.coli 

BL21(DE3), His6-tagged 

Rekombinant, 

Spodoptera frugiperda, 

untagged 

4.4.2 Durchführung und Ergebnisse des Assay s 

Von jedem Liganden wurden Duplikate aufgenommen. Jede Kurve setzt sich 

idealerweise aus zwölf Messpunkten, gleichmäßig verteilt über einen 

Konzentrationsbereich von 0.05–10000 nM, zusammen. Jede Konzentration wurde 6-

fach bestimmt. Die Messpunkte wurden hierfür mit der 4-Parameter-Logistik-Funktion 

(4PL) Dose-Response  ohne Restriktion eines Parameters angenähert, welche wie folgt 

definiert ist: 

y = 𝐴1 +
𝐴2−𝐴1

1+10(𝐿𝑂𝐺(𝑋0−𝑋))∙𝑝    (4) 

, mit y als Funktionswert, A1 und A2 als Top- bzw Boden-Asymptote. Dies sind die Werte 

der Positiv- (Maximalwert, vollständige Verdrängung, A1) und Negativkontrolle 

(Minimalwert, keine Verdrängung, A2). X0 ist der Wendepunkt und damit der 

Mittelpunkt des zwischen den Asymptoten aufgespannten Raums, X ist die 

unabhängige Variable und im vorliegenden Fall die Konzentration des eingesetzen 

Liganden. Der Paramter p ist der Hill-Koeffizient und damit die Steigung der Kurve. Als 

Standards wurden Estradiol, Ethinylestradiol und Tamoxifen verwendet, deren Werte 

zur Validierung des Assays direkt mit den Werten aus der Arbeit von GURER  verglichen   
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wurden. In Abb. 4.16  sind die Bindungskurven der SERM-abgeleiteten (links) und der 

Estradiol-abgeleiteten Liganden (rechts) gezeigt. Hierbei ist auffällig, dass der 

Wendepunkt der Kurve nicht immer mit der Marke von 50% zusammenfällt. Dieses 

Phänomen ist der Tatsache geschuldet, dass die Sonde auch bei Abwesenheit eines 

Kompetitors nicht vollständig gebunden, sondern in einem dynamischen Gleichgewicht 

mit der umgebenden Lösung vorliegt. Dies führt dazu, dass schon bei sehr geringen 
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Abb. 4.16:  Bindungskurven, daraus bestimmte EC50-Werte und RBAs der SERM-abgeleiteten 

Liganden (#1-7, links), der metabolischen Derivate des SERM 4-OHT (#8-11), der endogenen Fo-

likelhormone (#12-13) sowie von Ethinylestradiol (#14) (rechts), bezogen auf Estradiol.  
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Konzentrationen eines Kompetitors eine fälschlicherweise erhöhte Verdrängung und 

damit eine verringerte Emission bei 408 nm vorgetäuscht wird. Geringe 

Konzentrationen des Kompetitors  erzeugen daher leicht positve Werte über 0%. Da 

Coumestrol mit ERα eine schwächere Bindung eingeht als der endogene Agonist 

Estradiol, führen hohe Estradiolkonzentrationen zu einer vollständigen Verdrängung 

von Coumestrol aus der LBD und somit zu einer niedrigeren Emssion bei 408 nm. Dies 

ist insbesondere bei der Positvkontrolle zu beobachten .[244] Dieser Effekt tritt auf, 

sobald Sonde und Positivkontrolle nicht identisch sind, so wie es im vorliegenden Assay 

der Fall ist und von Gurer beschrieben wurde. Somit erzeugt Estradiol bei der für die 

Positivkontrolle gewählten Konzentration eine niedrigere Emission bei 408  nm als es 

Coumestrol bei identischer Konzentration täte. Dadurch werden bei hohen 

Konzentrationen eines guten Binders relative Bindungsaffinitäten über 100% 

Verdrängung erzeugt.[326] Zu Anschauungszwecken werden daher oftmals die 

Fluoreszenzwerte der „Top-“ und „Bottom-Asymptote“ (bzw. Positiv- und 

Negativkontrolle) zu 100% bzw. 0% gesetzt. Die Restriktion dieser Iterationsparameter 

ist allerdings sehr kontrovers diskutiert und wird nicht empfohlen, solange die Werte 

an den Rändern der Konzentrationsreihe eine Differenz von 20% in Bezug auf die 

Kontrollen nicht überschreiten. Dies wurde für keinen der gemessenen Liganden 

gefunden.[327] Die Restriktion eines Parameters macht zudem nur Sinn, sofern für die 

entsprechende Kontrolle ein definierter Wert auf Basis weiterer Vereinfachungen  

herangezogen werden kann.[328]  Dies ist allerdings in den meisten Fällen nur schwer 

möglich, da zu viele Parameter die Fluoreszenz der Kontrollen beeinflussen. Innerhalb 

einer Versuchsreihe können dies die irreversible Autoxidation der Sonde oder die 

(teilweise) Denaturierung des Proteins sein. Generell stellt die Aufkonzentration der 

Kontrolllösungen infolge von Verdampfung der in den Wells verwendeten geringen 

Arbeitsvolumina eine zusätzliche Fehlerquelle da. Das Verhältnis von Rezeptor zu 

Sonde und die Absolutkonzentration beider Komponenten im Vergleich zu der 

gewählten Konzentrationsreihe der Proben ist hier ebenso zu berücksichtigen. Werte, 

welche anhand verschiedener Assay-Formate bestimmt wurden (Radiolabeling, 

Fluoreszenzpolarisation, Fluoreszenzemission, HPLC-MS) sind grundsätzlich nicht 

miteinander vergleichbar. Ein konkretes Problem ergibt sich zuletzt aus den 

elektronischen Eigenschaften der Liganden selbst. Wie bereits eingangs dargelgt, ist 
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die Doppelbindungsgeometrie einem ständigen Isomerisierungsvorgang unterworfen. 

Daher ist es unmöglich, sowohl die Liganden als auch die Standards Tamoxifen, 4 -

Hydroxytamoxifen, Endoxifen und Norendoxifen bei identischen E/Z-Verhältnissen zu 

vermessen. Eine Absolutbestimmung der EC50-Werte ist allerdings nicht notwendig, da 

die Bestimmung der Größenordnung und ihr Vergleich zu etablierten Standards ist zur 

Bewertung der Liganden vollkommen ausreichend ist. Als Maß wird standardmäßig die 

bereits in Kapitel 2.5  vorgestellte relative Bindungsaffinität gewählt, die einen 

Vergleich mit Werten aus anderen Assay-Formaten auf Basis von 17β-Estradiol als 

Positivkontrolle ermöglicht (Abb. 4.16).[329]  Alle durchgeführten Messungen weisen 

einen Z-Faktor > 0.5 auf, das Separationsband ist also mindestens 3-fach größer als die 

Streuung um die Mittelwerte der Kontrollen ( Diskriminierung zwischen Positiv- und 

Negativkontrolle). 

Die gefundenen RBAs der SERM-Standards entsprechen hierbei literaturbekannten 

Werten, welche auf Basis von Fluoreszenzpolarisations-Experimenten mit einer auf 

17α/β-Estradiol basierenden Sonde für explizite Verhältnisse von Sonde/ERα (13:1 –

3:1) erhalten wurden. Das Kompetitionsverhalten von 4-OHT (55%) findet sich auch bei  

Parker (22%)[254] und Johnson (35%).[255] Tamoxifen (3%) bindet aufgrund der fehlenden 

Hydroxyl-Gruppe wesentlich schlechter, was von Parker (2.9%)[254]  und Ohno (1.7%)[254]  

bestätigt wurde, von Gurer jedoch abweicht (23%).[302]  Die RBA von Endoxifen (25%) 

entspricht dem von Johnson (25%)[255]  gefunden Wert und nähert den von Keely 

(13%)[281]  sehr gut an. Norendoxifen ist eigentlich kein Substrat der 

Estrogenrezeptoren, zeigt aber das von Cushman (32%) gefundene 

Kompetitionsverhalten für ERα (11%).[292] Erwartungsgemäß wurden für die 4-Hydro-

xytamoxifen-abgeleiteten Liganden 41  und 43  (Amin-verknüpft), 44  und 45 (Harnstoff- 

und Carbamat-verknüpft), 46  und 47 (Amid-verknüpft) und 50 (Triazol-verknüpft) grö-

ßere RBAs (7-25%) als für das nicht-hydroxylierte Prodrug Tamoxifen (3.1%) nachge-

wiesen. Die Liganden 41  (14%) und 43  (25%), die beide über ein protonierbares 

Strukturelement zur Ausbildung einer Salzbrücke zwischen der Seitenkette und des AS-

Rests Asp-351 verfügen, zeigten hierbei zweistellige RBAs, die im Vergleich zu ihren 

Strukturanaloga Endoxifen (25%) und 4-OHT (55%) lediglich halbiert sind. Ligand 46  

zeigt ebenfalls eine zweitstellige RBA (15%), bemerkenswert ist allerdings der Vergleich 

mit dem zweiten amidischen Ligand 47 (6%) - beide Liganden unterscheiden sich 
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lediglich in der Terminierung am TEG-Spacer und besitzen jeweils einen H-Donor (Amid-

H) und H-Akzeptor (Carbonylgruppe). Es konnte leider keine Erklärung gefunden 

werden, weshalb das Azid im Vergleich zum Alkohol zu einer 3-fach höheren RBA führen 

soll und Ligand 46  eine fast identische RBA wie Ligand 41  trotz Fehlen eines 

protonierbaren Strukturelements zeigt. Die Liganden 44 (7.7%) und 45 (7.8%) zeigen 

einen isosteren Austausch zueinander (Harnstoff ↔ Carbamat), welcher im Vergleich  

zu 41 zwar nicht den Aufbau einer Salzbrücke über ein protonierbares Strukturelement 

zulässt, allerdings über einen H-Akzeptor (Carbonylgruppe)  und im Fall von 44  sogar 

über zwei H-Donoren (Amid-H) verfügt. Beide Liganden zeigen demnach auch ähnliche, 

einstellige RBAs. Ligand 50 (7%) zeigt eine RBA, welche mit den Werten von 44 (8%) 

und 45  (7%) identisch ist. Der Triazolring kann als pharmakophore Gruppe über ein 

Wassermolekül eine H-Brücke aufbauen und damit ASP-351 als 

Wechselwirkungspartner mit einbeziehen. Unerwarterweise zeigten die Estradiol-

abgeleiteten Liganden 52  (0.6%) und 53  (1.3%) eine sehr schwache Bindung zur LBD  

und damit niedrigere RBAs im Vergleich zu den Standards Estron (66%) und 

Ethinylestradiol (110%). 

Die zweistellige RBA von Estron konnte von Ohno (28%)[59]  bestätigt werden. 

Ethinylestradiol bindet laut Gurer auch marginal besser als Estradiol (126%).[302]  Der 

große Unterschied in den RBAs ist aus Abb. 4.17  ersichtlich, die Sigmoide der Liganden 

52 und 53  sind entlang der X-Achse deutlich zu höheren Konzentrationen verschoben.  

Dieses Verhalten erscheint insbesondere für 53  sehr ungewöhnlich, da Spacer mit einer 

vergleichbaren aliphatischen Spacerstruktur und Kettenlänge in der Arbeit von 

Adamczyk zumindest einstellige RBAs zeigen. [294]   

Zudem werden fluorophormarkierte Estradiol -Derivate mit sterisch anspruchsvolleren 

Resten als Sonden für Fluoreszenzpolarisationsexperimente eingesetzt.[254,255,294,303]  

Letztlich ist eine hohe Bindungsaffinität allein aber nicht ausschlaggebend für da s 

Auftreten estrogener bzw. anti-estrogener Effekte, die eine 

Signaltransduktionskaskade initiieren oder zu einer rezeptorvermittelten Aufnahme 

eines Binders führen.[330,331] Dies wurde eindrucksvoll von Cushman in einer SAR-Studie 

zu Derivaten von Norendoxifen-Analoga gezeigt.[288] Die Expression des 

Progesteronrezeptors (PGR) als Maß der translatierenden Aktivität von ERα wurde zur 

Beurteilung potentieller estrogener bzw. anti -estrogener Wirkung eines Liganden 
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herangezogen.[332] Norendoxifen bewirkte eine Reduktion der PGR-mRNA von 86% bei 

einem EC50 von 27 nM, wohingegen 4'-Hydroxynorendoxifen eine Reduktion von 96% 

bei einem EC50 von 1920 nM hervorrief. Von zentraler Bedeutung zur Diskriminierung 

zwischen estrogener und anti-estrogener Wirkung gilt zudem die in Kapitel  2.5  disku-

tierte Repositionierung der Helix  12 nach Bindung eines Liganden. [333] Darüber hinaus 

zeigt die Arbeit von Bang, dass Spacer-dekorierte Estradiol-Derivate wie Ligand 52  

ungeachtet ihrer Bindungsaffinität zu ERα  eine gesteigerte zelluläre Aufnahme von ON-

Konjugaten ermöglichen und in der Folge einen im Vergleich zu nicht konjugierten, 

untransfizierten Oligonucleotiden stärkere biologische Wirkung generieren.[293]  
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4.5 Synthese von 5'-modifizierten Oligonucleotid-Konjugaten 

4.5.1 Aufbau von Oblimersen durch festphasengestützte Oligonucleotid-Synthese 

Sowohl die Oblimersen-Sequenz als auch die Mismatch-Sequenzen wurden 

vollautomatisiert an einem DNA-Synthesizer mit einer Ansatzgröße von 200 nmol des 

Startnukleosids in 3' → 5'-Richtung hergestellt (vgl. Abb. 4.18). 

Abb. 4.18:  Vierteiliger Synthesezyklus der festphasengestützten ON-Synthese nach der von 

Beaucage, Matteucci und Caruthers entworfenen Phosphoramidit-Methode. 
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Hierbei ist es aufgrund des PT-Backbones notwendig, in Abweichung vom klassischen 

Zyklus bestehend aus Entschützung (1), Aktivierung & Kupplung (2), Capping (3) und 

Oxidation (4) die letzten beiden Schritte zu tauschen.[334] Im ersten Schritt wurde durch 

Protonierung des Ether-Sauerstoffs mithilfe der TCA-Lösung die 5'-DMTr-Schutzgruppe 

entfernt und der 5'-Alkohol für die Kupplung mit einem Monomer-Baustein zugänglich 

gemacht. Der Baustein wurde hierbei mit dem Aktivator im großen Überschuss einge-

setzt, was zunächst zur Protonierung der Diisopropylamino-Gruppe des Monomers 

führt, wodurch diese als gute Abgangsgruppe durch das Tetrazol -Derivat substituiert 

wird. Das aktivierte Phosphoramidit wird nucleophil durch den 5'-Alkohol der wachsen-

den Kette angegriffen und somit in die Kette implementiert. Die Oxidation des Phospit-

Triesters (P(III)) zum Phosphorthioat-Triester (P(V)) erfolgt durch nucleophilen Angriff 

des freien Elektronenpaares des Phosphit -Triesters am β-Schwefelatom der Disulfid-

Brücke von DDTT (nicht gezeigt).[335,336]  Der Fünfring wird hierbei geöffnet und die ent-

stehende Dithiocarbaminsäure (rechter Teil der Brücke) greift nucleophil am Kohlen-

stoff des Thiazolidinrests (linker Teil der Brücke) unter Eliminierung von Schwefel 

an.[334]  Trotz optimierter Synthesizereinstellungen reagierten nicht alle 5'-Alkohole der 

wachsenden Kette mit dem entsprechenden Monomer-Baustein ab. Ein geringer Anteil 

(< 1%) an freien Hydroxylgruppen musste zunächst als Ester abgefangen werden, da 

sonst mit jedem Schritt die um einen Baustein verkürzte ON-Kette (Short-mer) als un-

erwünschtes Nebenprodukt mitwächst und somit zu Problemen bei der Aufreinigung 

des Ziel-ON führt. Darüber hinaus werden O6-phosphitylierte dG-Bausteine, welche als 

Nebenprodukte auftreten können, durch Reaktion mit den beim Capping verwendeten 

Anhydriden gespalten.[337,338] Die um einen Baustein verlängerte ON-Kette durchläuft 

den Zyklus daraufhin so oft, bis die gewünschte Zielsequenz aufgebaut ist. Das Capping 

erfolgte bei der Synthese von PT-Triestern stets nach der Oxidation (Verschwefelung),  

da die verwendete Lösung von Phenoxyessigsäureanhydrid in THF (5%) andernfalls zur 

unerwünschten Bildung von Phosphaten aus den intermediär gebildeten Phosphit-

Triestern führt.[339,340] 

Da ferner alle Konjugate mit einem basenlabilen Cyanin -5-Farbstoff am 5'-Ende termi-

niert werden sollten, wurden statt der Benzoyl-geschützten Standard-Amidite 2'-Des-

oxyadenosin (dAbz), 2'-Desoxycytosin (dCbz) und Isobutyryl-geschütztem 2'-Desoxgua-

nosin (dG ib) die sog. „ultra-mild“-Amidite verwendet. Das exocyclische Amin von dA 
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trägt hierbei die Phenoxyacetyl-Schutzgruppe (dAPac), das Amin von dG die Isopropy-

lphenoxyacetyl-Schutzgruppe (dGiPr-Pac) und statt dCbz wurde Acetyl-geschütztes 2'-

Desoxycytosin (dCAc) gewählt. Sowohl die Pac- als auch die Ac-Schutzgruppe lassen sich 

unter milderen Bedingungen bei verkürzten Reaktionszeiten abspalten, was für die In-

tegrität des Cy5-Labels von zentraler Bedeutung ist. Eine Zusammenstellung von Ent-

schützungsbedingungen ist in Tabelle 4-2 gegeben, wobei unter Berücksichtigung des 

Cy5-Labels die Methoden UltraMild-A und -B in Betracht gezogen werden konnten.  

Die Kupplung eines jeden Bausteins wurde UV -Vis-spektroskopisch überwacht und eine 

step-to-step-Ausbeute konnte für jede Kupplung auf Basis der Transmission des nach 

jeder Entschützung entstehenden Dimethoxytrityl-Kations bei 498 nm angegeben 

werden. Als Referenz dient ein im Gerät hinterlegter Kalibrationswert für eine 

Kupplungseffizienz von 0% (vollständige Transmission). Die Kupplungseffizienz YK 

ergibt sich gemäß der Gleichung zu 

YK =  
log

VK
VCal

log
V2

VCal

 ∙ 100%  

wobei VCal der hinterlegte Kalibrationswert für vollständge Transmission (1100) ist. V2 

ist der Transmissionswert des Trityl-Kations nach der ersten Monomer-Kupplung an die 

Festphase und zeigt typischerweise Werte zwischen 10 und 50. Das Verhältnis der 

Transmissionswerte V2 und VCal legt die maximal  mögliche Ausbeute nach der 

vollständigen Synthese der Sequenz fest, da alle weiteren Amidite an diesen ersten 

Baustein angeknüpft werden. Der Wert des Verhältnisses dient also als „100%“-

Referenz, wonach der Wert für V 2-möglichst gering sein sollte. Dies setzt vorraus, dass 

sämtliche Reagenzien unter größter Sorgfalt zum Ausschluss von Luftsauerstoff und 

Feuchtigkeit am Gerät angeschlossen wurden. V2-Werte um den Wert 30 bieten hierbei 

einen guten Kompromiss zwischen hoher Ausbeute und der Möglichkeit, Probleme 

während der Kupplung, welche meist auf die Zersetzung der Amidite zurückzuführen 

sind und einen drastischen Abfall der step-to-step-Ausbeute zur Folge haben, frühzeitig 

zu detektieren. Bei Werten von V2 über 60 sollte die Synthese sofort abgebrochen 

werden. In diesem Fall können nämlich die Transmissionswerte VK jeder nachfolgenden 

Kupplung durchaus Werte von YK > 100% erzeugen, sofern die Kupplung des nächsten 

Amidits (VK) im Vergleich zur Kupplung des Ersten (V2) besser funktionerte. Da das 
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Programm die Werte von YK lediglich bis 100% anzeigt, werden z.B. Kupplungen mit 

einer step-to-step-Ausbeute von 95% (VK = 55), was nach 20 Kupplungen einer 

Maximalausbeute von lediglich 36% entspricht, dennoch mit einer Kupplungseffizienz 

(YK) von 100% angezeigt. Beträgt der Wert für V2 hingegen die favorisierte 30, so 

werden nachfolgende Kupplungen mit einem V K von 55 mit einem Wert für YK von 85% 

ausgegeben und liefern somit einen realistischen Wert für die Kupplungseffizienz, der 

zum Vergleich mit den vorangegangenen Kupplungsschritte n herangezogen werden 

kann. Alle nachfolgenden Kupplungen (VK+1) werden also stets im Verhältnis zur ersten 

Kupplung (V2) betrachtet und lassen keinen Rückschluss auf die reale Gesamtausbeute, 

sondern lediglich auf eine Ausbeute im Verhältnis zur ersten Kupplung zu. In Abbildung 

Abb. 4.19 sind die step-to-step-Ausbeuten der Oblimersen-Sequenz (A) (BCl2/G3139) 

und der Mismatch-Sequenz G4126  (B) für fünf Chargen gezeigt. Von der Mismatch-

Sequenz MM  wurden drei Chargen hergestellt (C). Zudem ist eine schematische 

Darstellung der Struktur der synthetisierten Sequenzen abgebildet ( D). Das Branching-

Amidit DBCO-dT wurde hierbei in Abweichung zum Herstellerprotokoll in einer 0.075-

molaren Lösung statt einer 0.1-molaren Lösung in DCM/MeCN (3:1) am Synthesizer 

angeschlossen. Durch die Volumenvergrößerung ist es möglich, drei ON-Ketten an der 

Festphase zu modifizieren statt der üblicherweise zwei. Ana log wurde bei der 

Herstellung der Lösung des Cy5-Labels verfahren. Aus der Auftragung der 

Kupplungeffizienz YK gegen die fortlaufend eingebauten Monomerbausteine ist 

ersichtlich, dass die Amidite der Mismatch-Sequenzen G4126  und MM nahezu 

quantitativ kuppelten, die step-to-step-Ausbeute lag nach 19 Kupplungen bei 99.8% 

mit V2-Werten zwischen 11 und 27. Die Synthese der G3139 Sequenzen aus Charge 3-5 

zeigten anaolges Verhalten (V2-Werte 16, 17 und 32), bei Charge 1 und 2 hingegen 

mussten trotz Vorliegen niedriger V2-Werte (18 bzw. 13) im Verlauf der Synthese 

Ausbeuteeinbußen durch schadhafte Monomer -Lösungen hingenommen werden. Der 

Einbruch der step-to-step-Ausbeute ab der vierten Kupplung konnte auf das Ausfallen 

eines Anteils schadhafter Monomere in der Lösung und der damit einhergehenden 

verringerten Monomerkonzentration der Lösung zurückgeführt werden. Mit Hinblick 

auf die biologische Testung wurden je eine Charge G3139  und G4126  nur mit dem Cy5-

Label modifiziert (G3139-Cy5 bzw. G4126-Cy5), um den Beitrag des Spacers-Apparates 

in Bezug auf die zelluläre Aufnahme der untransfizierten Konjugate zu ermitteln. Die 
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Cy5-gelabelte Mismatch-Sequenz MM  wurde aus Ermangelung an Monomerbausteinen 

kommerziell bezogen. Aus Abb. 4.19  ist ferner ersichtlich, das eine Kupplungseffizienz 

YK für die Kupplung des Cy5-Amidits nicht abgebildet ist. Der Tritylmonitor ist invariabel 

auf das Absorptionsmaximum des Dimethoxytrityl -Kations bei 498 nm eingestellt, das 

Cy5-Amidit wird allerdings nur als MMTr-geschütze Variante kommerziell angeboten. 

Die Angabe einer Gesamtausbeute nach 20 Kupplungen inklusive der Cy5-Amidit-

Kupplung ist daher nicht aussagekräftig und wird daher nicht angegeben. 

Abb. 4.19:  Step-to-step-Ausbeuten der ON-Chargen für die BCl2-Sequenz (G3139) (A), die Mis-

match-Sequenzen G4126 (B) und MM (C) sowie die schematischen Strukturen der synthetisierten 

ONs mit der DBCO-dT Branching-Einheit und Cy5-Fluoreszenzlabel (D). Die Mismatch-Nukleoba-

sen in A-C sind in roten Kästchen hervorgehoben. 
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4.5.2 Konjugationen an festphasengebundenen Oligonucleotiden und ihre 

Isolierung 

Zur Anknüpfung an die festphasengebundenen ON-Sequenzen wurden die Liganden 43, 

45, 52  und 53 ausgewählt. Die SERM-abgeleiteten Liganden 43  und 45 (vgl. Abb. 4.8) 

vertreten hierbei den jeweils besten und einen der weniger guten Binder  des Rezeptors 

in Bezug auf den IC50 Wert. Die Liganden 52  und 53  wurden als Vertreter Estradiol-

abgeleiteter Liganden ausgewählt. Mit Blick auf die biologische Testung wurde zudem 

Spacer 5  als „Dummy-Ligand“ ausgewählt. Das Konjugat aus Spacer 5 und den ON-

Sequenzen diente als Kontrolle und soll den Beitrag des Spacer-Apparat auf die 

zelluläre Aufnahme des untransfizierten Konjugats durch lipophile Effekte von dem 

Eintrag an Konjugat in die Zelle abgrenzen, welcher durch rezeptorvermittelte 

Endocytose erfolgt. 

Im weiteren Verlauf wurden die festphasengebundenen ONs in einer kupferfreien 

Klick-Reaktion on-bead mit den Liganden 5, 43, 45, 52  und 53  umgesetzt, wobei die 

terminale Azid-Funktion der Liganden mit der unter Ringspannung stehenden 

Dreifachbindung der DBCO-Gruppe unter Bildung einer Triazol-Gruppe reagiert.[341]  

Diese als SPAAC bezeichnete Reaktion birgt den Vorteil, auf zytotoxische[342,343]  und 

redoxaktive Kupfersalze[343,344] verzichten zu können, wobei nur marginale Einbußen in 

Bezug auf die Reaktivität[345]  im Vergleich zur Cu(I)-katalysierten Azid–Alkin 

Cycloaddition (CuAAC)[346] hingenommen werden müssen. Cu(I)-Salze können darüber 

hinaus zu Strangbrüchen und dem Abbau der DNA -Einzelstränge während der Synthese 

führen.[347] Allerdings verläuft diese Form der Klick-Reaktion unter Bildung der beiden 

möglichen Regioisomere des Triazols ab.[348] Erste Reaktionen hierzu wurden in 

Anlehnung an eine Arbeit von DELFT  und Mitarbeitern durchgeführt.[349]  Klick-

Reaktionen wurden hier an ONs in Lösung über ein neuartiges DBCO-Phosphoramidit 

realisiert. Eine Lösung der Liganden in DMSO/Wasser-Gemischen im Verhältnis 9:1 bis 

1:1 wurde demnach mit dem ON-beladenen CPG-Material auf einem Rüttler bei 37 °C 

für 24 h inkubiert. Es stellte sich allerdings schnell heraus, dass die Verwendung solcher 

Gemische für die Konjugationen in Lösung on-bead aufgrund der schlechten Löslichkeit 

der betreffenden Liganden in DMSO eher unpraktikabel ist.[350] DMSO ließ sich zudem 

trotz mehrfachen Spülens der Festphase nicht vollständig entfernen. Daher wurde ein 

Ansatz von HEANEY  und Mitarbeitern verfolgt, bei welchem Klick-Reaktionen über 
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monozyklische Cyclooctin-Gruppen an festphasengebundenen ONs in chlorierten 

Lösungsmitteln in hohen Ausbeuten durchgeführt wurden. [191]  Hierzu wurden 

Stammlösungen der Liganden 5, 43, 45, 52 und 53 im Überschuss (20 Äq.) in DCM 

angesetzt und zusammen mit dem Festphasenmaterial auf einem Rüttler bei 40°C für 

24 h inkubiert (vgl. Abb. 4.20). 

Tabelle 4-2: Varianten zur Entschützung der geschwindigkeitsbestimmenden dG -Base. 

dG-SG 
Klassischa UltraFASTb[351] UltraMild-Aa[352] UltraMild-Bc[352] UltraMild-Cd[353] 

T [°C] t [h] T [°C] t [min] T [°C] t [h] T [°C] t [h] T [°C] t [h] 

iBu-dG 

25 36 25 120 

 60 6 55 16 37 30 

65 8 55 10 

dmf-dG, 

Ac-dG 

25 16 

65 5  60 6 55 4 

65 2 

iPrPac-dG 
25 2 

 
25 2 25 4 60 6 

55 0.5       

a 28-33% NH4OH; b 28-33% NH4OH/MeNH2 1:1; c 0.05 M K2CO3/MeOH; d n-Butylamin/H2O (1:3) 

 

Abb. 4.20:  Workflow zur Synthese entschützter ON-Konjugate ausgehend von festphasenge-

stützter ON-Synthese und anschließender kupferfreier Klick-Reaktion an der Festphase. 
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Nach Zentrifugation wurde der Überstand entfernt und das CPG-Material mehrfach mit 

frischem DCM gewaschen, um Reste der Liganden zu entfernen. Konjugate des 

Liganden 43 tragen hierbei neben der Bezeichnung der jeweilgen Sequenz das Suffix 

Tam1, Konjugate mit 45  das Suffix Tam2. Konjugate mit den Estradiol-abgeleiteten 

Liganden tragen im Fall von Ligand 52  das Suffix E1, Konjugate mit Ligand 53  das Suffix 

E2 (siehe Abb. 3.1). Das getrocknete CPG-Material wurde nach der Methode UltraMild-

A (vgl. Tabelle 4-2) mit ammoniak-alkalischer Lösung behandelt, wobei die 

Basenschutzgruppen, die Cyanoethylschutzgruppen und die Spaltung der ON -

Konjugate vom Trägermaterial gleichzeitig erfolgen. Erste Versuche in 

Eppendorfgefäßen waren weniger erfolgreich, da der Ammoniak aus dem 

Kappenverschluss entwich und die Konzentration der Base somit zu gering war, um die 

Entschützung vollständig ablaufen zu lassen. Oftmals waren auch die Kappen nicht 

dicht genug, sodass die Lösung der ONs ebenfalls aus dem Eppendorfgefäß entwich, 

was zu drastischen Ausbeuteverlusten führte. Die Reaktion w urde daher in 

verschraubbaren, opaken Kryo-Vials durchgeführt. Zudem wurde beobachtet, dass bei 

Reaktionszeiten von mehr als 3  h eine Zersetzung des Cy5-Labels stattfand, was durch 

eine grüne Trübung der ansonsten tiefblauen Lösung erkennbar war. Nach 

Zentrifugation werden die gesammelten Überstände zunächst an der 

Vakuumzentrifuge auf ca. 500 µL eingeengt, wodurch auch überschüssiger Ammoniak 

der Lösung weitestgehend entzogen wird. In diesem Schritt ist es zudem obligatorisch, 

den Überstand mit den gelösten ON-Konjugaten von Resten des CPG-Materials, welche 

sich am Boden des Eppendorfgefäßes sammelten, zu trennen.  

Die Rohlösungen wurden anschließend HPLC-chromatographisch an einem 

Anionenaustausch-Harz gereinigt. Hierzu wurde das DNAPac™-System mit Vorsäule 

verwendet, welches die Aufreinigung synthetischer und modifizierter ONs in der 

Größenordnung analytischer bis zu halbpräparativer Trennungen ermöglicht. Auf die 

Vorsäule sollte keinesfalls verzichtet werden, da  sie dispergiertes, nicht vollständig 

abgetrenntes CPG-Material abfängt und somit die Trennsäule schützt. Typischerweise 

wurden zunächst 25 µL der Rohlösung mit 25 µL des Starteluenten vermischt und via 

Rheodyne injiziert. Wurde das obere Detektiorlimit nicht zur Hälfte erreicht, wurden in 

den darauffolgenden Trennungen 50 µL Rohlösung injiziert. Abb. 4.21  zeigt 

exemplarisch das Roh-Elugramm eines solchen Aliquots von Konjugat G4126-Tam  
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aufgenommen bei 260 nm (A, 1) und 595 nm (A, 2). Da jedes Konjugat ein Cy5-Label 

trägt, können potentiell nur die Fraktionen 2 und 4 die Zielverbindung enthalten. Als 

Nebenprodukt zu Zielverbindung G4126-Tam1 kommt u.A. die Kontollverbindung 

G4126-Cy5 in Frage, welche als Referenz auch kommerziell bezogen wurde und unter 

gleichen Bedingungen eluiert wurde (A, 4). Eine Coinjektion von G4126-Cy5  mit einem 

Aliquot der Rohlösung (nicht gezeigt) zeigte darüber hinaus einen Anstieg der Intensität 

von Fraktion 2, sodass diese Fraktion dem Nebenprodukt  G4126-Cy5  zugeordnet 

wurde. Fraktion 4 sollte demnach das gewünschte Zielprodukt G4126-Tam1 sein. 

DNAPac™-Säulen trennen nicht nur auf Basis von Anionenaustausch und damit in 

Abhängigkeit von der Anzahl der Ladungen des Analyten, sondern aufgrund der 

Verankerung der anionenaustauschenden Gruppen über Alkylketten auch auf Basis der 

Lipophilie des Analyten. Zieverbindung G4126-Tam1 konnte nur in der zuletzt 

eluierenden Fraktion vorliegen, was mittels HRMS bestätigt wurde (vgl. B  und C). 

Abb. 4.21:  Elugramme von ON G4126-Tam1 (Rohlösung (1,2) & isoliert (3)) und G4126-Cy5 (4)  

bei 260 bzw. 595 nm (blau) (A). Das HRMS-Vollspektrum (B) sowie die hieraus durchgeführte 

Dekonvolution (C) bestätigen die Bildung des Konjugats aus Mismatch -Sequenz G4126 mit dem 

Liganden 43 als Produkt (D). 
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Aufgrund der hohen Retentionszeit und der Breite des Signals war Fraktion 3 

mutmaßlich das Konjugat G4126-Tam1 ohne Cy5-Label. Dies konnte 

massenspektrometrisch allerdings noch nicht nachgewiesen werden. ONs zeigen im 

Falle der Ionisierung mit einer ESI-Quelle die charakteristische wellenförmige 

Verteilung der verschiedenen Ladungszustände um eine Peakgruppe (vgl.  B),[354,355]  

welche wiederum die Isotopenverteilung der makromolekularen Struktur ab dem 

monoisotopischen Peak abbildet.[356,357] In Abb. 4.21  ist in Panel C die 

Isotopenverteilung nach dem monoisotopischen Peak mit der Masse 7548.3255 des 

Zielprodukts G4126-Tam1 gezeigt. Zum Vergleich mit der theoretischen, exakten Masse 

musste für die Dekonvolierung eine zusätzliche Protonenmasse in der Summenformel 

des Zielprodukts G4126-Tam1 ergänzt werden, um den quarternisierten Stickstoff der 

3H-Indol-Gruppe des Cy5-Labels im Negativ-Modus simulieren zu können. Diese 

Näherung ist für den Vergleich mit der experimentell gefundenen Masse zulässig, führt 

aber v.a. bei der Dekonvulierung der höheren Natriumadukte zu Abweichungen bis zu 

28 ppm. In Tabelle 4-3 sind die theoretischen und experimentellen monoisotopischen 

Massen neben den Ausbeuten angegeben, zudem sind die Schmelzpunkte mit der 

komplementären Target-mRNA sowie die freien Reaktionsenthalpien der Duplex-

Bildung angegeben. Die Bestimmung dieser Werte sowie ihre Interpretation werden im 

nächsten Kapitel diskutiert . 

4.5.3 mRNA-Belegungsgrad und Van‘t Hoff-Analyse von Heteroduplices mit ON-

Konjugaten 

Die biologische Wirkung von ON-Therapeutika basiert im wesentlichen auf der Bindung 

mit dem entsprechenden, komplementären Gegenstück, der mRNA. Die Ausbildung der 

Heteroduplex im Fall von ASOs führt hierbei entweder zur Inhibierung der ribosomalen 

Translation des schadhaften bzw. überexprimierten Proteins oder zur Aktivierung der 

RNase H und somit zum aktiven Abbau der Target-mRNA. Die Bestimmung des 

Schmelzpunkts (Tm) dieser Heteroduplex liefert einen ersten Anhaltspunkt, ob eine 

ausreichende Bindung der Target-mRNA zu erwarten ist. Zudem können hieraus die 

thermodynamischen Paramter ΔG °, ΔH° und TΔS° zur Bildung dieser Duplex sowie der 

Belegungsgrad der mRNA (θ37°C) bei Körpertemperatur bestimmt werden. In Abb. 4.22  

ist exemplarisch die Schmelzkurve des unmodifierten ASOs BCl2  mit der 

komplementären Target-mRNA abgebildet (A). Zur Ermittlung des Schmelzpunktes 
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wurde die Methode der Ausgleichsgeraden angew endet und die Plateaus bei hohen 

bzw. niedrigen Temperaturen mit Ausgleichsgeraden angenähert. Dieses von BRESLAUER 

und Mitarbeitern[358]  angewendete Verfahren ermöglicht trotz subjektiver Bestimmung 

der Messpunkte für den linearen Fit der Geraden eine genauere Bestimmung des Tm als 

durch simple Ableitung der Hyperchromizität nach der Temperatur .[359] Die Ableitung 

ist prinzipiell nur für intramolekulare Gleichgewichte eines einzelnen Strangs  zulässig  

und Bedarf im Fall der Ableitung der mRNA-Belegung (folded fraction  θ) nach der 

Temperatur als erste Näherung verschiedener Korrekturfaktoren. [360] In Abb. 4.22 sind 

die Schmelzpunkte der BCl2- und der Mismatch-Konjugate mit der Target-mRNA 

angegeben (C). Sowohl die SERM-abgeleiteten ASO-Konjugate BCl2-Tam1  

(ΔTm = - 4.0 °C) und BCl2-Tam2 (ΔTm = - 1.9 °C) als auch die Mismatch-Konjugate G4126-

Tam1 (ΔTm = - 3.7 °C) und G4126-Tam2 (ΔTm = - 1.8 °C) zeigten hierbei die größten 

Abweichungen von den Referenz-Duplices (unmodifizierte ONs BCl2 (Tm = 63.9 °C) und 

G4126 (Tm = 48.6 °C)) mit der Target-mRNA. Das Estradiol-abgeleitete ASO-Konjugat 

BCl2-E1 (ΔTm = - 2.2 °C) und die Mismatch-Konjugate G4126-E1 (ΔTm = - 0.7 °C) und 

G4126-E2 (ΔTm = - 1.0 °C) zeigten lediglich marginal niedrigere Tm-Werte, die Duplices 

der Konjugate des Dummy-Liganden BCl2-TEG (ΔTm = + 0.1 °C) und G4126-TEG 

(ΔTm = ± 0.0 °C) zeigen im Rahmen der Messgenauigkeit ein unverändertes 

Schmelzverhalten. Die Schmelzpunkte der  Mismatch-Konjugate aller Liganden zeigten 

im Mittel eine Differenz von 15.3 °C im Vergleich zum Mittel der ASO-Konjugate und 

lagen zudem alle über 37 °C. Dies hat für die mRNA-Belegung und damit für eine 

potentielle biologische Wirkung die Implikation einer unzureichenden Diskriminierung 

zwischen Positiv- und Negativkontrolle (D). Die Mismatch-Konjugate belegen die 

Target-mRNA im Mittel zu 93.8 %, die ASO-Konjugate im mittel zu 99.3 %, wodurch im 

Falle eines ribosomalen Blockings der mRNA-Translation nahezu gleiche Aktivitäten zu 

erwarten wären. Dies erscheint ungewöhnlich, da die von Genasense entwickelte Mis-

match-Sequenz in mehreren Studien erfolgreich als Negativkontrolle herangezogen 

wurde, so zum Beispiel zu Untersuchungen in leukämischen K562-Zellen[361]  oder in 

metastasierten Melanozyten (518A2-Zellen) in Kombination mit Dacarbazin.[289]  Hier-

bei konnte neben der apoptotischen Aktivität der G3139-Sequenz (61%) allerdings auch 

eine apoptotische Aktivität von G4126 (29%) nach Transfektion der ASOs mit Lipofecta-

min bei einer Konzentration von 100 nM festgestellt werden, welche sich von der 
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Kontrolle (11%) signifikant unterscheidet .[233] Nach drei Tagen waren die von beiden 

ASOs hervorgerufene Caspase 3-/7-Aktivitäten sogar annähernd gleich. In A375-Zellen 

hingegen war die apoptotische Aktivität von G4126 im Vergleich zu G3139 vernachläs-

sigbar, die Herabsetzung des BCl2-Protein Levels durch die ASOs konnte hierbei aber 

nicht bestätigt werden.[233]  In ERα-positiven MCF7-Brustkrebszellen hingegen korreliert 

die Gabe der ASOs G3139  und G4126  als DODAC/DOPE-Liposomkomplex (800 nM ASO) 

allerdings sehr wohl mit der apoptotischen Wirkung. Der resultierenden zytotoxische 

Effekt ist in der Kontrollzellinie MDA435/LCC6 (9-fach geringeres Expressionslevel von 

Abb. 4.22:  Schmelzkurve der Heteroduplex (C) des ASOs BCl2 mit komplementärer Target-

mRNA (A) und daraus abgeleitete Auftragung der mRNA-Belegung gegen die Temperatur (B). Die 

Schmelztemperaturen (F) der Heteroduplices der Mismatch-Konjugate (D) von G4126  und des 

ASOs BCl2 liegen über 37 °C und zeigen im Mittel keinen signifikanten Unterschied in Bezug auf 

die mRNA-Belegung (E). 
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BCl2) gleichermaßen ausgeprägt und hebt sich deutlich von G4126  ab.[233] Eine erwei-

terte Diskussion hierzu erfolgt an anderer Stelle (siehe Kapitel 4.6), da G4126  auch in 

der vorliegenden Arbeit im Vergleich zu G3139 keinen Unterschied in Bezug auf die 

biologische Wirkung in T47D und MCF7-Zellen zeigte. Aufgrund dieses wechselhaften 

Verhaltens wurde die Sequenz G4126 zum Einsatz als Negativkontrolle für ungeeignet 

befunden und durch die neue Mismatch-Sequenz MM ersetzt (Abb. 4.22 D), welche 

zusätzliche Mismatches in Position 3, 12, 15 und 17 entlang 3' → 5' aufweist. Alle MM-

Konjugate zeigten keinen Tm  mit der Target-mRNA und infolgedessen auch keine mRNA-

Belegung. Die alleinige Betrachtung des Tm als Maß der Duplexstabilität erlaubt aller-

dings nur eine Aussage darüber, ob zwei Stränge bei physiologischer Te mperatur vor-

zugsweise als Duplex vorliegen oder nicht.[233]  Ob diese Duplexbildung thermodyna-

misch bevorzugt ist, kann nur anhand der freien Gibbs-Energie ΔG° der Duplexbildung 

nachvollzogen werden, welche aus der Gleichgewichtskonstante Ka  der Duplexbildung 

errechnet werden kann und temperaturabhängig ist  (siehe Abschnitt 7.1.6.11).[362] Die 

Auftragung dieser aus der mRNA-Belegung θ  zugänglichen Gleichgewichtskonstanten 

gegen den inversen Wert der zugehörigen Temperatur in Kelvin zeigt für Verhältnisse 

von θ im Bereich 0.15  - 0.85 lineares Verhalten und erlaubt die Bestimmung der 

Standardbildungsenthalpie ΔH° aus der Steigung und des entropischen 

Kompensationsfaktors TΔS° aus dem Y-Achsenabschnitt der erhaltenen Geraden. [363,364]  

Dieses Vorgehen ist gültig, solange ein zwei-Zustände-Modell (θ  = 1: vollständige 

Duplex und θ  = 0: vollständig dissozierte Einzelstränge) und die Unabhängigkeit der 

thermodynamischen Zustandsgrößen von der Temperatur innerhalb des linearen 

Bereichs der Van‘t-Hoff-Auftragung vorausgesetzt werden können. In Abb. 4.23  sind 

für das ASO-Konjugat BCl2-Tam1 (A) und das entsprechende Mismatch-Konjugat 

G4126-Tam1 (B) die Hyperchromizität und der natürliche Logarithmus der 

Gleichgewichtskonstanten Ka  gegen die Temperatur aufgetragen. Bereits bei Vergleich 

der Steigung der Hyperchromizitätskurven von BCl2-Tam1 und G4126-Tam1 war 

ersichtlich, dass die Gleichgewichtskonstanten der Mismatch-Duplex stärker 

temperaturabhängig sind als diejenigen der ASO-Duplex. Dies wirkt sich auf die 

Steigung der Ausgleichsgeraden aus, anhand welcher der Wert für die 

Standardbildungsenthalpie ΔH° bestimmt wird und die für die Mismatch-Duplex 

(- 157 kJ/mol) im Vergleich zur ASO-Duplex (-286 kJ/mol) um 45% reduziert ist. Bei der 
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Bildung der Mismatch-Duplex wurde also weniger Wärme freigesetzt, die Bindung der 

Target-mRNA ist demnach aufgrund des Austauschs von dC durch dT in Pos ition 6 und 

von dG durch dA in Postion  9 erwartungsgemäß schwächer als die des ASO-Konjugats. 

Die entropische Strafe zur Ausbildung dieser enthalpisch komprom mittierten Duplex 

(- 142 kJ/mol) ist im Vergleich zur ASO-Duplex (-265 kJ/mol) unter physiologischen 

Bedingungen in absoluten Werten um 46% verringert, da die Duplex nicht vollständig 

unter Wegfall aller notwendigen Freiheitsgrade ausgebildet  werden kann. Die 

entropische Strafe kompensiert daher den enthalpischen Energiegewinn nur marginal 

schwächer (90%) als bei Ausbildung der ASO-Duplex (93%), was sich final anhand der 

berechneten freien Reaktionsenthalpien ΔG37°C unter physiologischen Bedingungen 

zeigte. Die Bildung der ASO-Duplex (BCl2-Tam1) ist mit ΔG37°C = -21 kJ/mol nur um 23% 

weniger exergonisch als die Referenz-Duplex mit unmodifiziertem BCl2-Strang 

(- 27 kJ/mol). Es zeigte sich allerdings auch, dass die freie Energie ΔG37°C  zur Bildung 

der Mismatch-Duplex (G4126-Tam1) (-6 kJ/mol) sowie der Referenz-Duplex mit 

unmodifizierter G4126 Sequenz (-5 kJ/mol) im Vergleich zur ASO-Duplex zwar um 72% 

reduziert ist, aber immer noch exergonisch verläuft. Dies l ieß sich für alle Mismatch-

Konjugat-Duplices finden und zeigt, dass G4126  aufgrund des exergonischen 

90 80 70 60 50 40 30

0

5

10

15

20

25

2,8×10-3 2,9×10-3 3,0×10-3 3,1×10-3 3,2×10-3 3,3×10-3

-10

-5

0

5

10

15

20

90 80 70 60 50 40 30

0

5

10

15

20

25

2,8×10-3 2,9×10-3 3,0×10-3 3,1×10-3 3,2×10-3 3,3×10-3

-10

-5

0

5

10

15

20

H
y
p

e
rc

h
ro

m
iz

it
ä
t 

[%
]

Temperatur [°C]

 BCl-Tam1

 ln(Ka)

1/T [K-1]

 - DH°= -286 ± 4  [kJ/mol]

-TDS°=  265 ± 3  [kJ/mol]

 - DG°=   -21 ± 1  [kJ/mol]

  -DH°= -157 ±   4  [kJ/mol]

-TDS°=  142 ± 12  [kJ/mol]

  -DG°=     -6 ±   1  [kJ/mol]

Temperatur [°C]

 G4126-Tam1

L
n

(K
a
)

 ln(Ka)

1/T [K-1]

f(x)= -102.99 + 34419*x f(x)= -54.98 + 17712*x

A B

Abb. 4.23:  Van‘t Hoff-Graphen der Duplices aus ASO-Konjugat BCl2-Tam1 mit der Target-mRNA 

(A) und aus Mismatch-Konjugat G4126-Tam1 mit der Target-mRNA (B). Über die durch Annähe-

rung des linearen Bereichs erhaltenen Ausgleichsgeraden wurden die thermodynamischen Zu-

standsgrößen (ΔS°) und Potentiale (ΔH° und ΔG°) für die Duplices bestimmt (Kästen).  
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(spontanen) Bindungsverhaltens zur Target-mRNA als Negativkontrolle ungeeignet ist 

(siehe Anhang, 9.4  und 9.5). 

Tabelle 4-3: Übersicht zu den Ausbeuten, Tm-Werten, Duplexbelegungsgraden (θ37°C), massen-

spektrometrischen Charakterisierungen und thermodynamische n Parameter von Tam- bzw. E-

Konjugaten im Vergleich mit nicht-konjugierten ONs. 

[a] Ausbeuten wurden anhand der Lambert-Beer Gleichung mit den wellenlängenspezifischen Extinktionskoeffizient en, 

εBCl2 = 156000 [L/(mol·cm)], εMM = 165600 [L/(mol·cm)] und εG4126 = 160200 [L/(mol·cm)] bestimmt. [b] Gemessen in 

phosphatgepufferter Salzlösung (10 mM NaH2PO4, 100 mM NaCl, pH 7.4) , 10 µM je Strang. [c] Über die Auftragung der „folded  

fraction θ“ gegen die Temperatur in °C bestimmt. [d] Theoretische monoisotopische Masse and experimentelle 

monoisotopische Masse im Vergleich.  

  

ASO Ausbeute [%] [a] Tm [°C][b] θ37°C [%][c] ΔG [kJ/mol] Mtheo./Mexp. [Da][d] 

BCl2-Cy5 50 64.5 98.3 -19.7 ± 0.30 6229.76/6229.79 

MM-Cy5 51  6257.77/6257.79 

G4126-Cy5 44 48.2 95.5 -6.08 ± 0.25 6228.77/6228.78 

BCl2-TEG 50 64.0 99.3 -26.4 ± 0.50 7208.14/7208.17 

MM-TEG 19  7236.14/7236.15 

G4126-TEG 20 48.6 95.3 -7.33 ± 0.42 7207.14/7207.14 

BCl2-Tam1 57 59.9 98.5 -20.5 ± 0.20  7549.31/7549.31 

MM-Tam1 25  7577.32/7577.35 

G4126-Tam1 35 44.9 88.3 -5.46 ± 0.24 7548.32/7548.32 

BCl2-Tam2 30 62.0 99.8 -28.4 ± 0.20 7579.29/7579.36 

MM-Tam2 35  7607.30/7607.27 

G4126-Tam2 25 46.8 93.3 -4.93 ± 0.23 7578.29/7578.32 

BCl2-E1 33 64.7 99.7 -28.1 ± 0.20 7448.29/7448.30 

MM-E1 18  7476.30/7476.29 

G4126-E1 18 47.6 95.8 -5.70 ± 0.29 7447.29/7447.31 

BCl2-E2 26 61.7 99.2 -22.8 ± 0.20 7502.30/7502.33 

MM-E2 10  7530.31/7530.33 

G4126-E2 9 47.9 95.3 -5.13 ± 0.22 7501.30/7501.31 
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4.6 Biologische Evaluierung der ON-Konjugate in ERα-angereicherten 

T47D- und ERα-defizitären HepG2-Zellen 

4.6.1 Proliferationsraten und Caspase-Aktivität 

Sämtliche in Kapitel 4.6 dargestellten Ergebnisse wurden mit freundlicher Unterstüt-

zung von Frau Dr. Charlotte Dahlem im Arbeitskreis von Frau Prof. Dr. Kiemer erzielt. 

Sowohl die ASO-Konjugate der Liganden 43 (BCl2-Tam1), 45 (BCl2-Tam2), 52 (BCl2-E1) 

und 53  (BCl2-E2) als auch die Konjugate der Liganden mit der angepassten Mismatch-

Sequenz (MM-Tam1, MM-Tam2, MM-E1, und MM-E2) wurden zunächst auf ihre Hemm-

wirkung des Zellwachstums (Konfluenz der Zellen) untersucht. Diese gilt als Maß der 

wiederhergestellten apoptotischen Aktivität in ERα -überexprimierenden T47D-Zellen 
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Abb. 4.24:  Proliferationsraten der Brustkrebszellinie T47D als Maß der apoptotischen Aktivität 

nach Inkubation in 500 nM  Lösung des unmodifizierten ON BCl2 und des Konjugats BCl2-Tam1 

(transfiziert vs untransfiziert) (A) und Vergleich der Proliferationsraten mit den Mismatch -Kon-

trollen MM und MM-Tam1 (untransfiziert) (B). Die Proliferationsraten in Gegenwart von aktiven 

Metaboliten 4-OHT und Estradiol sowie des Apoptose-Induktors Staurosporin (D) wurden als Po-

sitivkontrollen der Liganden neben der unmodifizierten Positiv- (BCl2) und Negativ-Kontrollse-

quenz (MM) der Konjugate (transfiziert) bestimmt (C). 
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in Folge einer verringerten Expression des Bcl-2-Proteins. Es wurden verschiedene 

Standards unter identischen Bedingungen vermessen. Als Positivkontrolle wurde Stau-

rosporin (ein Apoptose-Induktor) verwendet.[200]  4-Hydroxytamoxifen wurde als Posi-

tivkontrolle für die SERM-abgeleiteten Konjugate, Estradiol als Positivkontrolle für die 

entsprechend abgeleiteten Agonist-Konjugate herangezogen. Estradiol zeigte hierbei 

nur eine geringe Proliferationssteigerung von 7% nach 72 h, was den literaturbekann-

ten Werten entspricht.[365]  Staurosporin, 4-OHT[366]  und die Mismatch-Kontrolle redu-

zierten in nahezu gleichem Ausmaß die Proliferation moderat um 15%. Alle Kontrollen 

wurden in einer Konzentration von 500  nM, diejenigen der ONs (BCl2  und G4126) zu-

sätzlich transfiziert eingesetzt. Zunächst wurde überprüft, ob die ASO-Konjugate ohne 

Zuhilfenahme eines Transfektionsmittels im Vergleich zu dem unmodifizierten ASO 

BCl2 Einfluss auf die Proliferationsrate nehmen können (vgl Abb. 4.24, A). Erwartungs-

gemäß änderte sich die Proliferationsrate nach Gabe des unmodifizierten ASO BCl2  im 

Vergleich zu unbehandelten Zellen nicht signifikant, das ASO-Konjugat BCl2-Tam1 hin-

gegen hemmte die Proliferation untransfiziert nach 72 h um 21%, nach 96 h um 23%. 
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Abb. 4.25:  Proliferationsraten der Brustkrebszellinie T47D als Maß der apoptotischen Aktivität 

nach Inkubation in 500 nM  Lösung der ASO-Konjugate bzw. Mismatch-Konjugate BCl2/MM-Tam2 

(A), BCl2/MM-TEG (B), BCl2/MM-E1 (C) und BCl2/MM-E2 (D). 
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Beide ONs wurden daraufhin mit Transfektionsmittel inkubiert  und zeigten nach 72 h 

eine nahezu identische Proliferationshemmung von 32% im Vergleich zu unbehandel-

ten Zellen. Nach 96 h zeigte das Konjugat BCl2-Tam1 mit 36% eine um 5% verbesserte 

Hemmung als das unmodifizierte ASO. Das Konjugat BCl2-Tam1 zeigt demnach untrans-

fiziert (21% Proliferationshemmung) unter Berücksichtigung der Messgenauigkeit  eine 

nur leicht geringere Aktivität als das transfiziert eingesetzte ASO BCl2 (31% Proliferati-

onshemmung). Anschließend wurde überprüft, ob das untransfizierte Konjugat BCl2-

Tam1 im Vergleich zur Mismatch-Kontrolle MM-Tam1 eine signifikante Diskriminierung 

in Bezug auf die apoptotische Aktivität hervorruft und sich diese im Vergleich zu den 

unkonjugierten, untransfizierten ONs BCl2  und MM  signifikant unterscheidet (vgl Abb. 

4.24, B). Letztere zeigten im Vergleich zueinander und zu unbehandelten Zellen erwar-

tungsgemäß keinen signifikanten Unterschied in Bezug auf die Proliferation. Das Mis-

match-Konjugat MM-Tam1 hemmte die Proliferation hingegen um 6% nach 72 h und 

zeigt unter Berücksichtigung der Messgenauigkeit einen statistisch signifikanten Unter-

schied zu ASO-Konjugat BCl2-Tam1 (21%). Hierbei trägt das Konjugat BCl2-Tam1 gemäß 

dem Kompetitions-Assay den potentesten, von Endoxifen abgeleiteten Liganden 43 mit 

tertiärer Amino-Gruppe (RBA = 25%) und zeigte hierbei als einziges der getesteten Kon-

jugate einen signifikanten Einfluss auf die Proliferation in T47D-Zellen (vgl. Abb. 4.25). 

Ferner wurde überprüft, ob die im Vergleich zum unkonjugierten ASO BCl2  hervorge-

rufene Proliferationshemmung des ASO-Konjugats BCl2-Tam1 durch die gezielte Ver-

wendung des SERM-abgeleiteten Liganden 43  hervorgerufen wird. Ein eventueller  lip-

ophiler Beitrag zur Proliferationshemmung, welcher durch den umfassenden Spacer-

Apparat über passive zelluläre Aufnahme hervorgerufen werden könnte, sollte somit 

unter Verwendung des Dummy-Konjugats aus Ligand 5 mit dem ASO BCl2 abgeschätzt 

werden (vgl. Abb. 4.25, D). Die entsprechenden Konjugate BCl2-TEG und MM-TEG zeig-

ten hierbei eine dem Mismatch-Konjugat MM-Tam1 analoge, nicht signifikante Prolife-

rationshemmung (5% bzw. 7%). Hieraus wurde geschlossen, dass keine Beteiligung des 

Spacer-Apparates an der apoptotischen Aktivität durch lipophile Beiträge des Konju-

gats BCl2-Tam1 im Vergleich zu unmodifiziertem BCl2  vorliegt. Unglücklicherweise 

zeigte das zweite, SERM-abgeleitete Konjugat BCl2-Tam2 mit einer Proliferationshem-

mung von lediglich 6% keinen signifikanten Einfluss . Letzteres unterschied sich auch 

nicht von der Aktivität, welche durch das korrespondierende Mismatch-Konjugat 
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hervorgerufen wurde (7%). Analoges Verhalten wurde zudem für die Estradiol -abgelei-

teten Konjugate BCl2-E1 (1%) und BCl2-E2 (0%) festgestellt. Es konnte auch keine Dis-

kriminierung zu den entsprechenden Mismatch-Konjugaten (0% bzw. 3%) gezeigt wer-

den (vgl. Abb. 4.25). Dieses Verhalten erscheint für Konjugat BCl2-Tam2 überraschend, 

da die RBA des Liganden 45  zwar um den Faktor 3.5 (7.1%) im Vergleich zum Liganden 

43 (25%) reduziert ist, der EC50-Wert aber immer noch im nM-Bereich liegt. Zudem han-

delt es sich bei beiden Liganden um SERM-abgeleitete Derivate. Die niedrigen RBA-

Werte der Estradiol-Liganden 52 (0.6%) und 53 (1.3%) bieten zwar einen Erklärungsan-

satz für das Ausbleiben einer biologischen Aktivität in Folge einer geringen Affinität der 

Konjugate zu ERα, letztlich ist eine hohe Bindungsaffinität allein aber nicht 

ausschlaggebend für das Auftreten (anti-) estrogener Effekte, welche zur 

rezeptorvermittelten Aufnahme eines Binders führen. [330,331]  Weitaus wichtiger in die-

sem Zusammenhang ist die Betrachtung des endosomalen Transports von therapeuti-

schen ONs, besonders nach erfolgter Rezeptorbindung. [68,367,368] Der in Kapitel 2.5 dar-

gestellte Sachverhalt sollte allerdings für alle Konjugate gleichermaßen gelten. Es er-

scheint daher unwahrscheinlich, dass z.B Konjugat BCl2-Tam2 lediglich aufgrund eines 

strukturellen Unterschieds in der Anbindung des TEG-Spacers stärker in den Endoso-

men zurückgehalten wurde als Konjugat BCl2-Tam1. Eine weiterführende Erklärung für 

das Verhalten der ASO-Konjugate BCl2-Tam2, BCl2-E1, BCl2-E2 sowie ihrer Mismatch-

Analoga konnte bisher nicht gefunden werden.  Einen genaueren Einblick in die Ursache 

der Proliferationshemmung im Fall des Bcl-2-Targetings in Brustkrebszellen bietet hin-

gegen die Betrachtung der Caspasen-Aktivität der behandelten Zellen.[231]  Das Absin-

ken des zellulären Bcl-2-Gehalts führt zur Destabilisierung der Mitochondrienmembran 

und in der Folge zur Cytochrom C-Ausschüttung.[201] Hierbei werden die Effektor-

Caspasen 3 und 7 aktiviert,[199]  wodurch der intrinsische Pathway der Apoptose in den 

Karzinomzellen hochreguliert wird. [204]  Die Caspasen wiederum schneiden die für sie 

spezifische DEVD-Peptidsequenz (Asp-Glu-Val-Asp), wodurch ein entsprechend konju-

gierter, DANN-bindender Fluorophor freigesetzt wird, dessen Emission zur Quantifizie-

rung herangezogen wurde (Abb. 4.26). 

Im Vergleich zu unbehandelten Zellen wurde für das untransfiziert eingesetzte Mis-

match-ON (MM) eine Aktivitätssteigerung um den Faktor 4.2 festgestellt, für das ASO 

eine Steigerung um den Faktor 7 (A). Im Vergleich zu den Werten der 
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Proliferationshemmung sind dies um zwei Größenordnung verbesserte Effekte; die 

Proliferationhemmung wird demnach trotz stark gesteigerter Caspasen-Aktivität mut-

maßlich durch andere anti-apoptotische Effektoren gehindert.[369]  Das unmodifizierte 

ASO BCl2  steigert die Aktivität der Caspasen damit signifikant im Vergleich zu MM um 

den Faktor 1.6 und zeigt damit ein ähnliches Verhältnis im Vergleich zu den Daten der 

Proliferationshemmung (Faktor 2.1). Die Effekte der Konjugate  MM-Tam1 und BCl2-

Tam1 wurden daher auf die Aktivität des unkonjugierten Mismatch-ON als Negativkon-

trolle bezogen und zeigten im Vergleich dazu eine Aktivitätssteigerung der Caspasen 

um 30% bzw. um den Faktor 2.4 (vgl. Abb. 4.26, A). Die Konjugate MM-Tam1 und BCl2-

Tam1 zeigten somit deutlich signifikante Unterschiede zueinander , das ASO-Konjugat 

zeigte im direkten Vergleich zu unmodifiziertem ASO BCl2  eine Steigerung der Caspa-

sen-Aktivität von 50%. BCl2 und BCl2-Tam1 wurden daraufhin auch transfiziert einge-

setzt und sowohl mit den Dummy-Konjugaten MM-TEG und BCl2-TEG als auch mit der 

Positivkontrolle Staurosporin verglichen (Abb. 4.26, B). Hierbei zeigte das unkonju-

gierte ASO (BCl2) analog zu den Messungen der Proliferationshemmung eine im Ver-

gleich zum Konjugat gesteigerte Caspase-Aktivtät von 42%. Das Konjugat BCl2-Tam1 

selbst zeigte im Vergleich zu dem Dummy-Konjugat BCl2-TEG eine Aktivitätssteigerung 

der Caspasen um den Faktor 6.2, die Dummy-Konjugate zeigten untereinander und so-

wohl im Vergleich zur Negativkontrolle MM (nicht gezeigt) als auch zu unbehandelten 

Zellen keinen signifikanten Unterschied in der Aktivitätssteigerung. Auch die zusätzli-

chen Kontrollen Estradiol und 4-Hydroxytamoxifen zeigten im Vergleich zu 

Abb. 4.26:  Aktivität der Caspasen 3/7 nach Behandlung mit untransfiziert  eingesetzten Konju-

gaten BCl2-Tam1 und MM-Tam1 und unkonjugierten ONs nach 72 h (A). Die Caspase 3/7-Aktivität 

der transfiziert eingesetzten Leitsubstanz BCl2-Tam1 wurde mit unkonjugiertem ASO und den 

Dummy-Konjugaten neben unbehandelten Zellen als Kontrolle verglichen (B). 
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unbehandelten Zellen keinen signifikanten Unterschied in der Caspasen-Aktivität (nicht 

gezeigt). Hiermit konnte ein weiteres Mal gezeigt werden, dass der Spacer-Apparat auf-

grund seiner Lipophilie keinen Beitrag zur Caspase-Aktivität lieferte und die Aktivität 

des Konjugats BCl2-Tam1 auf den selektiven Gebrauch des kovalent angebundenen An-

tiestrogens 4-Hydroxytamoxifen als Targeting-Einheit zurückzuführen war. 

4.6.2 Western-Blot Analyse-Analyse 

Nachdem sich herausgestellt hatte, dass das ASO-Konjugat BCl2-Tam1 einen Einfluss 

auf das Zellwachstum über die Aktivierung der Caspasen 3/7 nimmt, wurde anhand ei-

ner Western-Blot-Analyse der Bcl-2-Gehalt der behandelten T47D-Zellen bestimmt. Die 

durch BCl2-Tam1 hervorgerufene Proliferationshemmung infolge der Aktivierung der 

Caspasen 3/7 sollte so mit der Hemmung der hierfür codierenden Target-mRNA korre-

liert werden. Gleichzeitig wurden auch die Bcl-2-Gehalte der mit dem Mismatch-Kon-

jugat MM-Tam1 und mit den Dummy-Konjugaten BCl2-TEG und MM-TEG behandelten 

Zellen bestimmt (Abb. 4.27, B). Das ASO-Konjugat BCl2-Tam1 zeigte hierbei im Ver-

gleich zu den mit unmodifiziertem ASO BCl2  behandelten Zellen einen um 60% redu-

zierten Proteingehalt und damit einen deutlichen Unterschied zum Mismatch-Konjugat 

MM-Tam1, welches eine Verdopplung des Bcl-2-Proteinlevels hervorrief. Die Dummy-

Abb. 4.27:  Bcl-2-Gehalt der mit den Konjugaten BCl2-Tam1 und MM-Tam1 behandelten T47D-

Zellen (untransfiziert) im Vergleich zu unkonjugierten ONs und Dummy-Konjugaten BCl2-TEG 

und MM-TEG nach 72 h (A). Tubulin wurde als interner Standard verwendet. Visuell ist die Her-

runterregulierung des Bcl-2-Gehalts im Vergleich zu den Kontrollen im Western-Blot erkennbar 

(B). 
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Konjugate zeigten wie die unmodifizierten ONs keine signifikante Absenkung der Pro-

teingehalte (B). Die Werte sind auf die unmodifizierte Mismatch -Sequenz MM nor-

miert. Zuletzt wurde überprüft, ob ein Zusammenhang zwischen dem in T47D-Zellen 

überexprimiert vorliegenden ERα und dem durch das ASO-Konjugat BCl2-Tam1 hervor-

gerufenen Abfall des Bcl-2-Gehalts besteht. Die Konjugate BCl2-Tam1 und MM-Tam1 

wurden daher an ERα -defizitären HepG2-Zellen zunächst untransfiziert getestet  und 

mit den unmodifizierten ONs BCl2  und MM verglichen.[370]  Die Abwesenheit von ERα 

verursacht erwartungsgemäß keine signifikant veränderten Proliferationsraten durch 

Behandlung mit den ONs untereinander und auch nicht im Vergleich zu unbehandelten 

Zellen (Abb. 4.28, A). Die Verwendung eines Transfektionsmittels führte hingegen  zu 

einer Proliferationshemmung durch das ASO-Konjugat BCl2-Tam1 im Vergleich zu un-

behandelten Zellen von 11%. Damit ist im Vergleich zu T47D-Zellen einer Halbierung 

der antiproliferativen Aktivität festzustellen (vgl. Abb. 4.24). Allerdings unterscheiden 

sich das duktale Karzinom an Epithelzellen des Brustgewebes (T47D) auch deutlich von 

den Epithel-ähnlichen Karzinomen der Leber (HepG2), v.a.in Bezug auf den Grunds pie-

gel von Bcl-2 und anderer, pro- und anti-apoptotisch wirksamer Signalwege.[371]  Be-

trachtet man die Ergebnisse zu Zellproliferation, der Caspasen-Aktivität, der Gehalts-

bestimmung des Bcl-2 Proteins und der Kontrollmessungen in einer ERα-defizitären 

Zelllinie zusammen, lässt sich eine darauf aufbauende und fortführende Arbeitshypo-

these formulieren: 

Die in Bezug auf die Apoptose signifikant gesteigerte Aktivität des in ERα-
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Abb. 4.28:  Vergleich der Proliferationsraten in HepG2 Zellen als Maß der biologischen Aktivität 

nach Inkubation in 500 nM Lösung der unmodifizierten ONs BCl2 und MM und der Konjugate 

BCl2-Tam1 und MM-Tam1 untransfiziert (A) und transfiziert (B). 
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überexprimierenden T47D-Zellen untransfiziert eingesetzten ASO-Konjugats BCl2-Tam1 

wird durch eine aktive, Rezeptor-vermittelte Endozytose hervorgerufen. 

4.6.3 Untersuchungen zur Zellaufnahme der ON-Konjugate 

Um die gesamte Arbeitshypothese zu überprüfen, wurden erste Zellaufnahmestudien 

durch automatisierte Fluoreszenzmikrokopie mithilfe des in den ASO-Konjugaten ange-

brachten Cy5-Labels durchgeführt und die Fluoreszenzsignale 24  h nach Behandlung 

der Zellen quantifiziert (Abb. 4.29). Zunächst wurde die Fluoreszenzintensität des Cy5-

Labels bei 670 nm quantifiziert und die daraus bestimmten Werte für die Zellaufnahme 

der ASO-Konjugate BCl2-Tam1, BCl2-Tam2, BCl2-E1 und BCl2-E2 mit der Dummy-Kon-

trolle BCl2-TEG und dem unmodifizierten ASO BCl2  verglichen (A). Die Konjugate wur-

den hierbei auf den Wert des unmodifizierten ASO BCl2  normiert. Die mit Konjugat 

BCl2-Tam1 behandelten Zellen zeigten im Vergleich zu mit unmodifiziertem ASO BCl2  

behandelten Zellen überraschend keine signifikant gesteigerte Aufnahme . Die Interna-

lisierung des Dummy-Konjugats BCl2-TEG dagegen ist im direkten Vergleich zu BCl2-

Tam1 sogar um 80% erhöht, gleiches gilt für die Konjugate BCl2-E1 (82%) und BCl2-E2 

(45%). Konjugat BCl2-Tam2 wurde verglichen mit unmodifiziertem ASO BCl2  von den 

Zellen um 60% verringert aufgenommen. Die stärker aufgenommenen ASO-Konjugate 

BCl2-E1 und BCl2-E2 trugen den endogenen Agonisten Estradiol als Targeting-Liganden, 

zeigten allerdings trotz relativ niedriger RBA-Werte der Liganden 52 (0.6%) und 53  

(1.3%) im Vergleich zu unkonjugiertem ASO BCl2 keine biologische Wirkung in Bezug 

auf eine gesteigerte Apoptoseinduktion. Konjugat BCl2-Tam2, welches analog zum 

apoptotisch aktiven Konjugat BCl2-Tam1 den SERM 4-Hydroxytamoxifen als grundle-

gende Targeting-Einheit trug, zeigte trotz eines relativ hohen RBA-Wertes des entspre-

chenden Liganden 45  (7.1%) im Vergleich zum Liganden 43  (25%) in BCl2-Tam1 keine 

Induktion von Apoptose und eine verringerte Internalisierung. Es erschien daher ange-

bracht, die Konjugate BCl2-Tam1 und BCl2-Tam2 auf ihr Kompetitionsverhalten an ERα 

zu untersuchen. Somit sollte eruiert werden, ob eventuell eine verringerte Affinität des 

Targeting-Liganden 43  im Konjugat BCl-Tam1 vorliegt, welche ausschlaggebend für die 

verringerte Internalisierung von  BCl-Tam1 und BCl2-Tam2 und damit für das Ausbleiben 

einer Apoptoseinduktion sein könnte (vgl. Abb. 4.29, B). Es stellte sich allerdings her-

aus, dass die ASO-Konjugate BCl2-Tam1 (x 4.2), BCl2-Tam2 (x 13.4) und BCl2-E2 (x 8.5) 

wesentlich höhere Affinitäten zu ERα aufweisen als die  entsprechend unkonjugierten 
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Liganden. Eine Bindungskurve des Konjugats BCl2-E1 konnte aufgrund seiner sehr 

schlechten Affinität nicht aufgenommen werden. Einen möglichen Erklärungsansatz 

bietet die Betrachtung des raumeinnehmenden, kovalent angebundenen ASOs. Die Po-

sitionierung der Struktur vor dem Eingang der LBD bei Bindung des konjugierten Ligan-

den verhindert möglicherweise die kompetitive Verdrängung des gebundenen 

Abb. 4.29:  Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von T47D-Zellen nach Gabe der ASO-Konju-

gate BCl2-Tam1, BCl2-TEG und BCl2 24 h nach Behandlung der Zellen. Die Fluoreszenzintensität 

der ASO-Konjugate BCl2-Tam1 und BCl2-TEG  wurde auf den Wert des unmodifizierten ASO BCl2 

normalisiert (A). Verdrängungskurven des Kompetitions-Assays an ERα mit den ASO-Konjugaten 

BCl2-Tam1, BCl2-Tam2 und BCl2-E2 sind mit ihren EC50-Werten (in nM) und RBAs (in %) gezeigt 

(B). Repräsentative Aufnahme der Zellen nach Gabe von BCl2-TEG im Vergleich zu BCl2 mit Cy5-

Label zur Detektion der markierten ONs (C). Die zelluläre Verteilung der Konjugate BCl2-Tam1 

und BCl2-TEG im Vergleich zu BCl2 wurde durch zusätzliches Anfärben der Zellkerne bzw. der 

Konjugate mit DAPI und ERα mit monoklonalem Antikörper (markiert mit AlexaFluor488) visua-

lisiert. 
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Liganden durch Coumestrol. Zusätzliche Stabilisierung der Konformation könnte durch 

hydrophobe Wechselwirkung des PT-Backbones mit der Proteinoberfläche erreicht 

werden, welche für PT-modifizierte ASOs für eine Vielzahl an Proteinen bereits nach-

gewiesen werden konnte.[27]  Für die SERM-abgeleiteten Konjugate BCl2-Tam1 (105%) 

und BCl2-Tam2 (95%) konnte eine im Rahmen der Messgenauigkeit nahezu gleich hohe 

RBA zu ERα gefunden werden, wobei lediglich Ersteres auch einen biologischen Effekt  

zeigte. Konjugat BCl2-E2 zeigte ebenfalls eine hohe Affinität zum Rezeptor (11%), indu-

zierte allerdings keine Apoptose. Ein Erklärungsversuch für das Ausbl eiben der 

Apoptose-Induktion in T47D-Zellen bei Gabe der ASO-Konjugate BCl2-Tam2, BCl2-E2  

und BCl2-E2 ist demnach nicht auf Basis einer zu geringen Bindung der Konjugate an 

ERα über ihre Targeting-Einheit möglich und scheint einem komplexeren Zusammen-

hang zu unterliegen. Die Betrachtung der zellulären Signaltransduktionskaskade nach 

erfolgter Bindung eines Rezeptorl iganden bietet einen anderen Ansatzpunkt zur Klä-

rung dieser widersprüchlichen Beobachtungen. Bisher ist bekannt, dass die Signalwei-

tergabe und damit auch die Internalisierung von ERα  nach Bindung von Estradiol-ge-

bundenen, makromolekularen Strukturen von der GTPase Dynamin II abhängig ist und 

über Caveolae vermittelt wird.[257,262] Marczell und Mitarbeiter zeigten, dass die Inter-

nalisierung eines E2-BSA-Konjugats verhindert wird, sobald die durch Dynamin II einge-

leitete Vesikelbildung mit dem nicht-kompetitiven Inhibitor Dynasore unterbunden 

wird.[257,372,373] Durch doppelte Antikörperfärbung konnte hierbei auch gezeigt werden, 

dass Caveloin-1-beladene Lipid-Rafts die eingeschnürten Rezeptoren stabilisieren und 

im Transport der Endosomen von der Zellmembran zur Kernmembran maßgeblich be-

teiligt sind.[373–375] Das Zusammenspiel  von ERα mit Dynamin  II ist somit eine grundle-

gende Wechselwirkung, welche nach Bindung der ASO-Konjugate konserviert sein 

muss, um die rezeptorvermittelte Endozytose einleiten zu können. Dieser Punkt wird 

in Kapitel 6 ausführlicher aufgegriffen. Ebenfalls von Interesse ist in diesem Zusam-

menhang die Positionierung der Helix  12 der LBD von ERα.[249] Die Repositionierung 

dieser am Carboxyl-Terminus der LBD befindlichen α-Helix unterscheidet sich hinsicht-

lich der Bindung eines Antagonisten signifikant von d er bei Bindung eines (partiel-

len) Agonisten und beeinflusst die Bindung weiterer Cofaktoren sowie assoziierter Pro-

teine.[333]  Agonisten wie Estradiol stabilisieren hierbei die transkriptionell aktive Kon-

formation, welche die Bindung von Coaktivatoren in einer von Helix 3, Helix 5 und 12 



4. Ergebnisse und Diskussion  103 

geschaffenen hydrophoben Tasche zulassen.[376,377]  Helix 12 wird dabei vor dem Ein-

gang der LBD positioniert.[333,378]  Bei Bindung des Antagonisten 4-OHT hingegen ist ein 

Verschluss der LBD durch Helix 12 aufgrund der Wechselwirkung der Dimethylamino-

gruppe mit Asp-351 nicht möglich, infolgedessen die Ausbildung der hydrophoben Bin-

dungstasche für Coaktivatoren gestört  ist.[253,378] Ob diese Bindungstasche und damit 

die ligandspezifische Positionierung von Helix 12 auch für die Aktivierung von Dyna-

min II notwendig ist, konnte trotz intensiver Literaturrecherche nicht gefunden wer-

den.  

Letztlich bot die Feststellung der  Co-Lokalisierung von ERα und den ASO-Konjugaten 

eine zusätzliche Möglichkeit, die rezeptorvermittelte Aufnahme zu untersuchen. Fluo-

reszenzmikroskopische Aufnahmen von T47D-Zellen 24 h nach der Gabe von BCl2, 

BCl2-TEG oder BCl2-Tam1 (untransfiziert) wurden untereinander und im Vergleich mit 

unbehandelten Zellen ausgewertet  (Abb. 4.29, C). Hierbei zeigte sich, dass  sowohl das 

unmodifizierte BCl2 als auch die Konjugate BCl2-TEG und BCl2-Tam1 von den Zellen 

aufgenommen wurden und sich sowohl im Cytosol als auch an der Kernmembran anla-

gerten. Die ONs wurden hierbei durch die Fluoreszenzemission von Cy5 im Rot -Kanal 

detektiert und die Zellkerne zusätzlich mit 4′,6-Diamidin-2-phenylindol-(DAPI)-Färbung 

im Blau-Kanal sichtbar gemacht. Hierdurch konnte festgestellt werden, dass das unmo-

difizierte ON BCl2  sich vorzugsweise im Zellkern und an der Kernmembran anreicherte, 

wohingegen sich das Dummy-Konjugat BCl2-TEG gleichmäßig in Cytoplasma und Kern 

verteilte. Das ASO-Konjugat BCl2-Tam1 zeigte ähnlich wie BCl2  eine Anreicherung in 

den Zellkernen, gleichzeitig ist aber auch eine stärkere Fluoreszenz des ERα -Antikör-

pers an der Kernmembran feststellbar. Der Anteil an Kernmembran-gebundenen ERα 

ist in Brustkrebszellen stets größer als der Anteil Zellmembrangebundener, wobei die 

Isoform ERα66 vorzugsweise an der Kernmembran und die Isoform ERα36 an der Zell-

membran zu finden ist.[248]  Im Vergleich zu mit BCl2  bzw. BCl2-TEG behandelten Zellen 

ist bei BCl2-Tam1-behandelten Zellen allerdings eine stärkere Fluoreszenz in den Ker-

nen zu beobachten. Dies ist auch im Vergleich mit unbehandelten Zellen deutlich er-

kennbar. Eine Erklärung für dieses Phänomen bietet die Betrachtung des Rezeptor-

Shuttling von zellmembranständigen ERα . Nach Bindung eines Liganden in der LBD er-

folgt die Einschnürung des Rezeptors an der Zellmembran zu einem Vesikel, welches 

zur Kernmembran transportiert wird. Dort initiiert ERα weitere transkriptionelle 
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Vorgänge.[379,380] Die erhöhte Fluoreszenz innerhalb des Zellkerns nach Inkubation von 

T47D-Zellen mit BCl2-Tam1 im Vergleich zu unbehandelten Zellen lässt daher die Ver-

mutung zu, dass eine Internalisierung des ASO-Konjugates nach Bindung des Rezeptors  

stattgefunden hat, und sowohl Konjugat als auch ERα somit an der Kernmembran co-

lokalisiert vorliegen. Denkbar ist allerdings auch, dass das ASO -Konjugat BCl2-Tam1 

durch andere Transportmechanismen internalisiert wurde und durch Bindung an zellu-

läre ERα an die Kernmembran gelangt ist. [381]  Abschließend kann diese Frage nicht be-

antwortet werden. Auch die Frage, weshalb die ASO-Konjugate untereinander ein solch 

inkonsistentes Verhalten bezüglich der proliferativen Aktivität  zeigen, und v.A. Konju-

gat BCl2-Tam2 im Vergleich zu BCl2-Tam1 in Bezug auf die zelluläre Aufnahme einen 

solch deutlichen Unterschied zeigt, kann an dieser Stelle nicht geklärt werden. Mögli-

che Optionen zur weiteren Untersuchung der rezeptorvermittelten Aufnahme werden 

in Kapitel 6 aufgezeigt. 

4.7 Phosphoramidate als Backbone-Modifikation in Oligonucleotiden 

Die strukturelle Modifikation von ON-Therapeutika ist obligatorisch und hat wie in Ka-

pitel 2.3  gezeigt den Zweck, die pharmakokinetischen und pharmakodynamischen Ei-

genschaften zu verbessern und damit die biologische Wirkung zu erhöhen bzw. Off-

Target Effekte zu reduzieren. Hierbei sind Modifizierungen des ON-Backbones von ent-

scheidender Bedeutung, da sie zum einen Nukleasestabilität verleihen und zum ande-

ren eine Option zur nativen, polyanionischen Struktur  bieten. Die Verwendung von 

Phosphor(di)amidaten hat sich in diesem Rahmen bereits als veritable Option heraus-

gestellt[155]  und wird in verschiedenen ASOs erfolgreich eingesetzt . So werden zum Bei-

spiel zur Behandlung der Duchenne-Muskeldystrophie die ONs Eteplirsen[44], Golodir-

sen[45], Viltolarsen[46]  und Casimersen eingesetzt.[47] Die in den genannten ONs einge-

setzte Backbone-Modifizierung ist i.d.R. permanent und kann die Wirkung der Thera-

peutika auch negativ beeinflussen, z.B. bei der Hybridisierung mit der Target-Se-

quenz.[382]  Um dieses Problem zu umgehen, wurden Prodrug-Ansätze auf Basis von 

Phosphoramidaten entwickelt, welche eine Abspaltung der ladungsmaskierenden 

Gruppe z.B. bei definierten pH-Werten ermöglichen.[383–386] In Anlehnung an diese Ar-

beiten wurde ein Prodrug-Konzept gewählt, welches auf Basis von substituierten Imida-

zolen die Hydrolyse der P-N-Bindung durch sterische Abschirmung mithilfe von in Posi-

tion 2 installierten Alkylketten moduliert. Zu diesem Zweck wurden zunächst Referenz-
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Modellverbindungen (Abb. 4.30, A) von einfachen, N-alkylierten Phosphoramidaten 

ausgehend von Dimethylphosphit 57 in Tetrachlorkohlenstoff über die Atherton-Todd-

Reaktion hergestellt  (58  - 64).[387,388]  Die intermediär gebildeten Chlorphosphate wur-

den durch Substitution des Chlorids durch die eingesetzten Amine in die Amidate über-

führt. Die Amine werden hierbei im Überschuss eingesetzt, um die entstehende Salz-

säure als Ammoniumsalz auszufällen. Die Halbwertszeit dieser Verbindungen in Bezug 

auf die sauer vermittelten Hydrolyse der P-N-Bindung wurde mit einer Serie von analog 

hergestellten Diisopropyl-(2-Alkylimidazol-1yl)-phosphoramidaten (65 - 70) verglichen 

(Abb. 4.30, B). Bei der Synthese der Diisopropyl -(2-Alkylimidazol-1yl)-

Abb. 4.30:  Synthese von substituierten Dimethyl-N-Alkylphosphoramidaten aus Dimethylphos-

phit (A) und Synthese von Diisopropyl-(2-Alkylimidazol-1yl)-phosphoramidaten aus Diisopropylp-

hosphit (B) zur Untersuchung der Hydrolysegeschwindigkeit in Modelversuchen. 

57  

58  59  60  61  62  63  64  

71  

65  66  67  68  70  69  
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phosphoramidate wurde Triethylamin als Base zur Erzeugung der intermediären Chlor-

phosphate benutzt. Anfängliche Synthesen dieser Amidate aus Dimethylphosphit 57  

verliefen leider erfolglos, weshalb auf das Homologe Diisopropylphosphit 71 zurückge-

griffen werden musste. Die aliphatischen Amidate 58  bis 64  zeigten erwartungsgemäß 

unter physiologischen Bedingungen keine signifikante Hydrolyse,[389–391]  in Essigsäure-

/Acetat-Puffer hingegen konnte bei pH 4 eine Hydrolyse der P-N-Bindung beobachtet 

werden.[392] Die Hydrolyse wurde hierbei über das Verhältnis der Integration des 31P-

NMR-Signals des jeweiligen Edukts zum entsprechenden Hydrolyseprodukt (Dimethyl-

phosphat) bestimmt und die Halbwertszeit durch Anwendung einer Kurvenanpassung 

für das Geschwindigkeitsgesetz pseudo-erster Ordnung (Box Lucas Fit) mithilfe der Da-

tenverarbeitungssoftware Origin bestimmt. Die Gleichung zur Bestimmung der Hydro-

lyse lautet hierbei:  

𝑦 = 𝑎 ∙ (1 − 𝑒−𝑏𝑥) 

, wobei der Parameter a den Sättigungsbereich der Kurve und der Parameter b die Stei-

gung zu Beginn der Zerfallsreaktion beschreibt. Aus diesen Parametern ergibt sich die 

Halbwertszeit (x = t1/2; y = 50%) durch Umstellen der Gleichung nach x zu:  

𝑡1/2 =
ln (−

50
𝑎

+ 1)

−𝑏
 

Verbindung 58  zeigte hierbei als kleinstes Homologes in der Reihe der aliphatischen 

Amidate eine Halbwertszeit von 23 h. Die Einführung einer zweiten Methylgruppe 

senkte die Halbwertszeit auf 6  h (60). Der zusätzliche induktive Effekt der Methyl-

gruppe überkompensiert hierbei die sterische Hinderung zunächst, da die Basizität des 

disubstituierten Stickstoffs im Vergleich zum monosubstituierten erhöht und die Bin-

dung unter sauren Bedingungen somit leichter hydrolysierbar ist. Bei Wechsel zu Ethyl-

Substituenten zeigte sich ein deutlicher Anstieg der Halbwertszeit bei Vergleich von 58  

mit 59 um den Faktor 3 (62 h) und bei Vergleich von 59 mit dem Diethylamin-Derivat 

61 um den Faktor 4 (240 h) im Falle des disubstituierten Produkts. Verbindung 61 zeigte 

damit in der Reihe der aliphatischen Amidate die größte Halbwertszeit (240  h). Über-

raschenderweise zeigte sich beim Wechsel von Ethyl-Substituenten (61) zu sterisch an-

spruchsvolleren Isopropyl-Substituenten (62) ein Absinken der Halbwertszeit auf 100  h, 

obwohl die pKs-Werte von Diethylamin und Diisopropylamin sich kaum voneinander 

unterscheiden.[300] Analoges Verhalten wurde bei Vergleich des Morpholin-Derivats 63  
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(92 h) mit dem Piperidin-Derivat 64 (29 h) beobachtet. Piperidin (pKS = 10.9) und Mor-

pholin (pKS = 9.2) zeigen nur einen geringen Unterschied hinsichtlich ihres pK S-Werts 

und auch sterisch liegt beiden Molekülen ein Sechsring zugrunde .[300] Zusammenfas-

send war somit keine sterische Kontrolle der hydrolytischen Spaltung der P-N-Bindung 

für die aliphatischen Amidate 58  bis 64 bei pH-Wert von 4 oder unter physiologischen 

Bedingungen ableitbar, allerdings konnte dies für die Imidazol-Derivate 65  bis 70 unter 

physiologischen Bedingungen beobachtet werden.[393,394]  Verbindung 65  mit Imidazol 

als Substituenten am Phosphor zeigte hierbei eine Halbwertszeit von 1.5 h, welche sich 

durch Anbringen einer Methyl-Gruppe in Position 2 des Imidazol-Rings in 66  auf 2.1 h 

steigern lies. Die Verwendung des nächsten Homologen als Substituenten erhöhte ein 

weiteres Mal die Halbwertszeit auf nun 2.7 h (67). Unter Berücksichtigung der Mess-

genauigkeit bewirkte die Verwendung der Propyl -Gruppe keine signifikante Steigerung 

der Halbwertszeit von 68 (2.9 h) im Vergleich zu 67  (2.7 h). Das Isopropyl-Derivat 69  

hingegen zeigte eine deutlich erhöhte Halbwertzeit von 4.6  h. Interessant ist an dieser 

Stelle der Vergleich des Isobutyl-Derivats 70  mit dem Propyl-Derivat 68 und dem Isop-

ropyl-Derivat 69. Die zusätzliche, in β-Position zur in 68 vorliegenden Propyl-Gruppe 

angebrachte Methylgruppe modulierte die Halbwertszeit von 70 auf den Wert 3.9 h, 

welcher im Rahmen der Messgenauigkeit zwischen den für 68  und 69  gefundenen Wer-

ten liegt. In Verbindung 69  befindet sich die Methyl-Gruppe in α-Position und erzeugt 

somit eine um eine Methylengruppe verkürzte Alkylkette, welche weniger Rotations-

möglichkeiten und somit eine relative sterische Fixierung aufweist. Eine Modulation 

der Halbwertszeit lässt sich demnach im Fall der Diisopropyl -(2-Alkylimidazol-1-yl)-Mo-

dellverbindungen vornehmen. Dies ermutigte zur Synthese von Dinukleotid-Modellen, 

an Welchen die Hydrolyse eines DNA-Ausschnitts in einem verfeinerten Modell unter-

sucht werden sollte. Hierfür wurden zunächst wieder aliphatische Amidate als Refe-

renzverbindungen synthetisiert. 

Die Synthese der Amidate erfolgte in Anlehnung an eine Vorschrift von FERRIS und Mit-

arbeitern ausgehend von Desoxythymidin  72  (Abb. 4.31).[395]  Der 5'-Alkohol in 72  

wurde hierbei zunächst mit TBDMS-Cl und Imidazol in DMF geschützt und in Verbin-

dung 73 anschließend eine DMTr-Schutzgruppe am 3'-Alkohol (74) eingeführt. Die 

TBDMS-Schutzgruppe wurde durch Reaktion mit 1 M TBAF-Lösung in THF entfernt und 

der für die Dinukleotid-Kupplung benötigte Baustein 75  mit einer Ausbeute von 69% 
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über drei Stufen erhalten. Der zweite Baustein 76  wurde durch Reaktion von 5'-DMTr-

Thymidin 77  mit Phosphortrichlorid in einem Gemisch von DCM und NMM hergestellt. 

Die Verbindung wurde nach Behandlung des Rohprodukts mit frisch hergestellter 

Abb. 4.31:  Synthese von Dinukleotid-N-Alkyl-Phosphoramidaten ausgehend von 5'-Dimethoxy-

tritylthymidin-(3,5)-H-Phosphonyl-3'-Dimethoxytritylthymidin 76 durch Atherton-Todd Reak-

tion. 
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Triethylammoniumbicarbonat-Lösung in das Triethylammoniumsalz des  H-Phospho-

nats in quantitativer Ausbeute überführt. Die Bausteine 75 und 76  wurden anschlie-

ßend mit Pivaloylchlorid als Aktivator zum H-Phosphonat-Dinukleotid 78 mit einer Aus-

beute von 79% umgesetzt. Aus der Publikation von Ferris ist allerdings ersichtlich, dass 

eine weiterführende Abspaltung der beiden DMTr-Gruppen in 78 die hydrolytische Zer-

setzung des entsprechenden Dinukleotid-H-Phosphonats (nicht gezeigt) massiv be-

günstigt; dies konnte in einem Testansatz bestätigt werden. Daher wurden zunächst 

ausgehend von 78  die Derivatisierung zum Amidat durch Umsetzung mit einem Über-

schuss der Amine in Tetrachlorkohlenstoff erzielt; die Amine wirken hierbei auch als 

Base zur Erzeugung der intermediären Chlorphosphat-Zwischenstufe. Die Rohprodukte 

wurden durch säulenchromatographische Aufreinigung weitestgehend von den über-

schüssigen Aminen abgetrennt und zur Abspaltung der DMTr-Schutzgruppen in 80%-

iger Essigsäure weiter umgesetzt. Nach säulenchromatographischer Aufreinigung wur-

den die Zielverbindungen 79  - 83 über zwei Stufen ausgehend von 78  in moderater bis 

guter Ausbeute erhalten (vgl. Abb. 4.31). Die P-N-Bindung dieser Referenzverbindun-

gen zeigte in humanem Zelllysat allerdings keine signifikante Hydrolyse (Abb. 4.32).[396]   

Anschließend wurden mehrere Versuche unternommen, 78  analog zu den entsprechen-

den Thymidyl-3',5'-Thymidin-(2-Alkylimidazol-1-yl)-phosphoramidaten umzusetzen. 
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Abb. 4.32:  Stabilität der Dinukleotid-N-Alkyl-Phosphoramidate 79 - 83 in humanen Zelllysat 

(U937) bei einer Konzentration von 3.3 µM. 

80

82  
83  

79  

81  



4. Ergebnisse und Diskussion  110 

Hierbei zeigte die dünnschichtchromatographische Reaktionsverfolgung der Umset-

zung von 78  mit Imidazol  zwar die Bildung mehrerer neuer Produkte, allerdings konnte 

nach säulenchromatographischer Aufreinigung kein Zielprodukt isoliert werden. Auch 

die Verwendung von 2-Isopropylimidazol, welches in 69  im Vergleich zum Imidazol-De-

rivat 65 einen Anstieg der Halbwertszeit um den Faktor 3 bewirkte, führte zur Bildung 

lediglich geringer Mengen der Zielverbindung, welche lediglich über das 31P-NMR-

Spektrum charakterisiert werden konnte. Der Versuch eines massenspektrometrischen 

Nachweises der Zielverbindung blieb erfolglos . Anhand der 31P-NMR-Spektren konnte 

zudem festgestellt werden, dass sich die Zielverbindung  unter physiologischen Bedin-

gungen innerhalb von 30 min. vollständig zersetzte. Imidazol ist ein schwach nucleo-

philer N-Heterozyklus und die Isolierung phosphorylierter N-Heterozyklen mit schwa-

chen Nucleophilen ist aufgrund der äußerst säurelabilen P-N-Bindung oftmals proble-

matisch.[397]  Die Stabilität unter sauren Bedingungen ist allerdings eine notwendige 

Mindestanforderung an eine potentielle Backbone-Modifikation, da im Laufe der auf 

Abb. 4.33:  Synthese von Thymidyl-3',5'-Thymidin-(2-Alkylimidazol-1-yl)-phosphoramidaten 

ausgehend von 5'-Dimethoxytritylthymidin-(3,5)-H-Phosphonyl-3'-Dimethoxytritylthymidin 84 

durch Atherton-Todd Reaktionen. 
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Amidit-Bausteinen aufbauenden, konventionellen SPOS die Abspaltung der DMTr-

Gruppe mit Trichloressigsäure nach jedem Kupplungsschritt erfolgt. Die Imidazol-Ami-

date erscheinen vor diesem Hintergrund daher zu instabil, um für eine zuverlässige 

Synthesestrategie im Rahmen einer SPOS einsetzbar zu sein. Sie sind somit  für eine 

potenzielle Anwendung als Backbone-Modifizierung ungeeignet, weshalb keine weite-

ren Untersuchungen hierzu durchgeführt wurden.  
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5 Zusammenfassung 

Im Rahmen des vorliegenden Projekts sollte das klinisch relevante Bcl-2-ASO Oblimer-

sen mit ausgewählten Agonisten und Antagonisten des ERα  über einen plattformba-

sierten Ansatz kovalent verbunden werden. Im Sinne eines Targeted Drug Delivery-An-

satzes sollte untersucht werden, ob die Verwendung hochaffiner Liganden auf Basis 

des exogenen SERM 4-Hydroxytamoxifen als auch auf Basis des endogenen Agonisten 

17β-Estradiol zu einer gesteigerten Internalisierung des Bcl-2-ASOs im Vergleich zu un-

modifiziertem ASO in T47D-Zellen führt.  

Die hierzu synthetisierten und in Abb. 5.2  gezeigten ON-Konjugate bestehen hierbei 

aus modularen Bausteinen, welche erst an der Festphase zu den entsprechenden Kon-

jugaten verknüpft wurden. Eines dieser Module stellen die mit TEG -Spacern dekorier-

ten Rezeptorliganden aus der Gruppe SERMs 43 (Tam1) und 45 (Tam2) und aus der  

Gruppe der Östrogene 52  (E1) und 53  (E2) dar, welche zunächst vollsynthetisch aus 

kommerziell erhältlichen Grundstoffen hergestellt wurden  (siehe Abb. 5.1).Die Syn-

these der hierfür notwendigen Linker auf Basis der TEG-Spacer 4  und 8  gelang nach 

Synthesevorschriften von Deng in einer Gesamtausbeute von 75% nach drei Stufen 

bzw. 81% nach zwei Stufen. Die Synthese der zum Aufbau der SERM-Liganden benötig-

ten 4-OHT-Kerngerüste gelang hierbei unter Anwendung und Kombination von z.T. op-

timierten Synthesevorschriften von Gauthier, Fauq und Cushman. [288,290–292] Die aktiven 

Metabolite von 4-OHT, Norendoxifen 28  und Endoxifen 32  wurden jeweils nach 4 bzw. 

5 Stufen mit einer Ausbeute von 41% bzw. 18% ausgehend von 4,4' -Dihydroxybenzo-

phenon 20  erhalten, wobei die Desymmetrisierung von 20  den limitierenden Schritt in 

Bezug auf die Ausbeute darstellte. Die Verbindungen 28 und 32  wurden als Ausgangs-

punkte für die Anknüpfung der TEG-Spacer gewählt, die entsprechenden Liganden 43  

(Tam1) und 45 (Tam2) wurden somit in einer Gesamtausbeute von 30% bzw. 13% erhal-

ten. Die Synthese der Estradiol-Liganden gestaltete sich als weniger aufwendig, Ligand 

52 (E1) wurde analog zur Vorschrift von Bang in einer Stufe ausgehend von 17β -Estra-

diol durch Reaktion mit Spacer 4  mit einer Ausbeute von 66% erhalten. Ligand 53  (E2)  

wurde durch Kombination der Vorschriften von Alexis und Adamczik nach drei Stufen 

mit einer Ausbeute von 28% ausgehend von Estron 54 erhalten, wobei sich die C-C-

Bindungsknüpfung zwischen TBDMS-Estron 55 und Spacer 19  aus synthetischer Sicht 



5. Zusammenfassung  113 

als Schlüsselschritt und in Bezug auf die Ausbeute als der limitierende Schritt heraus-

stellte.  

Insgesamt 12 ON-Konjugate wurden durch Reaktion der Liganden Tam1 und Tam2 sowie 

E1 und E2 mit der festphasengebundenen ON-Sequenz Oblimersen (BCl2) sowie mit 

zwei weiteren Mismatch-Sequenzen (G4126 und MM) unter kupferfreien Klick-Bedin-

gungen in 200 nmol Ansatzgröße dargestellt. Eine dieser Mismatch-Sequenzen ist be-

reits literaturbekannt (G4126) und wurde im Zusammenhang mit der Oblimersen-Se-

quenz in Publikationen stets als Mismatch-Kontrolle herangezogen. Eine zweite Mis-

macht-Kontrolle mit sechs anstelle von lediglich zwei Basen-Mismatches wurde not-

wendig, nachdem in Schmelzpunkt-Experimenten eine hohe Affinität der Sequenz 

G4126 zur Target-mRNA der BCl2-Sequenz gezeigt werden konnte. Insgesamt sechs 

20  
28  
32  

43  

45  

54  

51  

53  

52  

Abb. 5.1:  Synthese der SERM-Liganden 43 und 45 ausgehend von 20 (A) und der Agonist-Lig-

anden 52 und 53 ausgehend von Estradiol 51 bzw. Estron 54 (B) mit Angabe der Ausbeuten und 

relativen Bindungsaffinitäten zu ERα. 
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Kontroll-Konjugate wurden dargestellt, welche am 5'-Ende der jeweiligen Sequenz le-

diglich das Cy5-Label (BCl2- / G4126- / MM-Cy5) oder den gesamten Spacer-Apparat 

(BCl2- / G4126- / MM-Cy5) ohne die Targeting-Einheiten Tam1 und Tam2 sowie E1 und 

E2 trugen. Die Ausbeuten der ON-Konjugate sind mit Werten zwischen 10% und 57% als 

moderat einzustufen. Die Werte inkludieren hierbei die Step-to-Step-Ausbeuten der im 

Verlauf der SPOS wachsenden ON-Kette, die Implementierung der Spezial-Amidite 

DBCO-dT und Cy5 sowie die Klick-Reaktion zwischen den festphasengebundenen ONs 

und den Rezeptorliganden. Aus Abb. 4.19  ist ersichtlich, dass die Kupplung der Ultra-

mild-Amidite dAPac, dG iPr-Pac und dCAc recht zuverlässig mit hohen Step-to-Step-Ausbeu-

ten erfolgte, nichtsdestotrotz ist ein Austausch der Amidit-Lösungen bei längerem Ge-

brauch des Synthesizers ratsam. Vor Allem die Lösung von dG iPr-Pac erscheint sehr in-

stabil, was sich in einem leichten Einbruch der V2-Werte äußerte. Die Kupplung des 

Branching-Amidits DBCO-dT erfolgte mit V2-Werten < 50 und ist demnach von der Qua-

lität der Kupplungen der Standard-Amidite nicht zu unterscheiden. Dennoch konnte 

während der HPLC-chromatographischen Reinigung in vielen Fällen eine Fraktion iso-

liert werden, welche eine Retentionszeit vergleichbar mit dem als internen Standard 

gebrauchten, unmodifizierten ON BCl2  aufweist (vgl. Abb. 4.21, Fraktion I). DBCO-dT 

ist aufgrund seiner Struktur unter stark oxidativen Bedingungen instabil und wird bspw. 

bei Oxidationen mit Iod gespalten, weshalb die Verwendung von (1S)-(+)-(10-

Camphersulfonyl)oxaziridin (CSO) als Oxidans zu empfohlen ist. Zum Aufbau eines lü-

ckenlosen PT-Backbones muss allerdings eine Lösung von DDTT verwendet werden, 

dessen Einfluss auf die Stabilität von DBCO-dT bisher nicht eruiert wurde. Möglicher-

weise führt die Verwendung von DDTT zur Abspaltung der DBCO-Gruppe; diese Behaup-

tung konnte experimentell allerdings noch nicht überprüft werden. Die Kupplung des 

Cy5-Amidites konnte UV-Vis-spektroskopisch am DNA-Synthesizer nicht verfolgt wer-

den, da die Absorptionswellenlänge gerätetechnisch invariabel auf die Wellenlänge des 

Dimethoxytritylkations eingestellt ist. Die Elugramme der Rohlösungen der ON -Konju-

gate zeigten stets eine zu hohen Retentionszeiten zugehörige Fraktion (vgl. Abb. 4.21,  

Fraktion III). Diese Fraktion eluiert durchschnittlich ca. 8 -10 min. vor der Zielfraktion 

und zeigte keine Absoption im charakteristischen Wellenlängenbereich des Cy 5-Labels 

(650 ± 20 nm). Mutmaßlich erscheinen diese Eigenschaften für ein DBCO -BCl2-
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Konjugat plausibel, welches die Klick -Reaktion nicht eingegangen ist und welches kein 

Cy5-Label als 5'-Terminus trägt (vgl. Kapitel 4.5.2). Dies konnte massenspektrometrisch 

allerdings nicht bestätigt werden.  

Der biologischen Testung vorrangehend wurden für ON-Konjugate typische Spezifikati-

onen bestimmt, wozu v.A. das Schmelzverhalten der Heteroduplex aus ON-Konjugat 

Abb. 5.2:  Strukturelle Übersicht zu den Estradiol-abgeleiteten E1 und E2 sowie den 4-OHT ab-

geleiteten Tam1- und Tam2- ON-Konjugaten mit der aktiven ASO-Sequenz BCl2 (G3139), G4126  

und MM. Die Ausbeuten und RBA-Werte sind für die ASO-Konjugate angegeben. 
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und Target-mRNA zählt. Auf Basis der temperaturabhängigen Hyperchromizität wurde 

eine Van’t Hoff Analyse zur Bestimmung des mRNA-Belegungsgrads, der extensiven Zu-

standsgröße Entropie sowie der thermodynamischen Potentiale Gibbs -Energie und Bil-

dungsenthalpie der Duplexbildung bestimmt.  Hierbei konnte gezeigt werden, dass die 

Bildung der Duplex aus Target-mRNA und der ASO-Konjugate BCl2-Tam1, BCl2-Tam2, 

BCl2-E1 und BCl2-E2 exergonisch und damit spontan verläuft. Im Vergleich zur unmodi-

fizierten Sequenz zeigten diese Konjugate nur geringfügig verringerte Schmelzpunkte 

(ΔTmax.< 4 °C). Der Belegungsgrad der Target-mRNA bei Verwendung der Konjugate 

BCl2-Tam1 und BCl2-Tam2 wurde zu > 98%, bei Verwendung der Konjugate BCl2-E1 und 

BCl2-E2 zu > 95% bestimmt; die Heteroduplex der Kontrolle BCL2-TEG zeigte einen Be-

legungsgrad von 99%. Die ASO-Konjugate zeigen somit eine hinreichende Affinität zur 

Target-mRNA. Die Mismatch-Konjugate mit sechs Basenfehlpaarungen (MM-Konju-

gate) zeigen erwartungsgemäß kein Schmelzverhalten mit der Target -mRNA, die Mis-

match-Konjugate mit lediglich zwei Basenfehlpaarungen (G4126-Konjugate) hingegen 

solche mit einem Unterschied von ΔTmax. ≈ 20 °C. Die Bildung sowohl der ASO-Duplices 

als auch die der Mismatch-Konjugate auf Basis der G4126-Sequenz verlaufen damit 

exergonisch, mit Werten für ΔG° ≈ -22 kJ/mol bzw. ≈ -6 kJ/mol und somit freiwillig. Der 

massenspektrometrische Nachweis der ON-Konjugate erfolgte durch Dekonvulierung 

mittels FT-ICR-Massenspektrometrie erhaltenen, kumulierten ESI-Spektren; die Imple-

mentierung des Cy5-Labels zur zellulären Verfolgung des Internalisierungsprozesses 

wurde durch Aufnahme von UV-Absorptionsspektren der Konjugate verifiziert.  

Die in den ON-Konjugaten integrierten, modifizierten Rezeptorliganden wurden in ei-

nem neu etablierten Kompetitionsassay an ERα auf ihre Rezeptoraffintät überprüft; die 

hieraus aufgebauten Konjugate wurden ebenfalls auf Rezeptoraffinität getestet. Hier-

bei zeigten die Konjugate eine um den Faktor 10 gesteigerte Rezeptoraffinität. Als Kon-

trollen dienten hierbei ausgewählte, in ERα -Assays etablierte Standards. Die gefunde-

nen Werte wurden zum Zweck der Vergleichbarkeit auf den Standard 17β -Estradiol be-

zogen und in Form von relativen Bindungsaffinitäten (RBA) angegeben. Die Liganden 

Tam1 und Tam2 zeigten im ERα-Kompetitionsassay hohe Affinitäten zum Target-Rezep-

tor ERα mit RBA-Werten von 27% bzw. 7%. Die auf Basis dieser Liganden dargestellten 

ASO-Konjugate BCl2-Tam1 und BCl2-Tam2 zeigten im Rahmen der Messgenauigkeit Af-

finitäten, welche der Positivkontrolle 17β -Estradiol mit RBA-Werten von 105% bzw. 
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95% entsprachen. Die Liganden E1 und E2 zeigten hingegen nur eine sehr geringe Affi-

nität zu ERα mit RBA-Werten von 0.6% bzw. 1.3%, was sich auch auf die entsprechen-

den Konjugate BCl2-E1 und BCl2-E2 auswirkte. Das Konjugat BCl2-E2 zeigte einen RBA-

Wert von lediglich 11%, die Messungen zu Konjugat BCl2-E1 waren nicht auswertbar, 

weshalb das Vorhandensein einer Affinität von BCl2-E1 zu ERα nicht bestätigt werden 

konnte. 

Die ON-Konjugate wurden in in vitro-Experimenten hinsichtlich ihrer biologischen Ei-

genschaften untersucht. Hierzu wurden sowohl die Proliferation von ERα-überexpri-

mierenden T47D-Zellen im Vergleich zur Proliferation von ERα -defizitären HepG2-Zel-

len als auch der Gehalt des Bcl-2 Proteins in T47D-Zellen nach Gabe der Konjugate be-

stimmt. Als Kontrollen wurden die Grundstrukturen der Liganden, 4 -OHT und 17β-Est-

radiol, sowie die Kontroll-Konjugate herangezogen. Hierbei konnte insbesondere eine 

signifikante Proliferationshemmung nach Gabe des ASO-Konjugats BCl2-Tam1 beobach-

tet werden. Ebenso wurde nach Gabe des Konjugats BCl2-Tam1 ein Absinken des Bcl-2-

Gehalts beobachtet. Hier  wurden alle Konjugate jeweils transfiziert und untransfiziert 

eingesetzt, um die Änderung des Proliferationsverhaltens von T47D-Zellen mit der Bcl-

2-Expression in selbigen zu Korrelieren und somit die Fähigkeit zur self-delivery  zeigen 

zu können. BCl2-Tam1 zeigte eine signifikante Proliferationshemmung von bis zu 20% 

in T47D-Zellen nach untransfizierter Inkubation bei einer Konzentration von 500 nM an. 

Diese Proliferationshemmung korrelierte hierbei mit der Caspasenaktivität, welche ein 

Indikator der wiederhergestellten Apoptose ist. Ebenfalls konnte durch das Western-

Blot Verfahren ein Absinken des Bcl-2-Gehalts der Zellen unter die Detektionsgrenze 

nach Inkubation mit BCl2-Tam1 gezeigt werden. Die im Vergleich zum untransfiziert  

eingesetzten ASO BCl2  (unmodifiziert) gesteigerte apoptotische Aktivität der Zellen 

nach Inkubation mit ASO-Konjugat BCl2-Tam1 konnte noch nicht abschließend und aus-

schließlich mit einer rezeptorvermittelten Endozytose in Zusammenhang gebracht wer-

den (vgl. Abb. 4.29).  

Zur genaueren Untersuchung dieses Sachverhalts  wurde durch Vergleich fluoreszenz-

mikroskopischer Aufnahmen der ERα-überexprimierenden T47D-Zellen mit denjenigen 

von ERα-defizitären HepG2-Zellen das Aufnahmeverhalten der Zellen bewertet. Um ei-

nen lipophilen Beitrag der Sonde ausschließen zu können, welcher die Aufnahme der 

Konjugate durch passives Targeting falsch-positiv beeinflussen könnte, wurden 



5. Zusammenfassung  118 

Kontroll-ASOs mit lediglich Cy5-terminierten Sequenzen (BCl2- / G4126- / MM-Cy5)  

herangezogen. Eine erweiterte Kontrolle stell ten Dummy-Konjugate da, welche neben 

der Sonde auch den Spacer-Apparat ohne zusätzliche Targeting-Einheit trugen 

(BCl2- / G4126- / MM-TEG), um etwaige lipophile Beiträge durch die Target-Einheiten 

als Bestandteil der biologischen Wirkung eruieren zu können. Global konnte im Rahmen 

dieser umfangreichen Experimente keine bevorzugte Internalisierung der mit Liganden 

dekorierten ASOs gefunden werden. Vor Allem die im Vergleich zu BCl2-Tam1 größere 

Aufnahme des Dummy-Konjugates BCl2-TEG wirft die Frage auf, ob nicht andere Trans-

portmechanismen maßgeblich am Internalisierungsprozess der ON-Konjugate beteiligt 

sind. Dennoch konnte anhand der fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen gezeigt 

werden, dass sich BCl2, BCl2-TEG und BCl2-Tam1 in unterschiedlichem Maße in der  

Zelle verteilen, was aufgrund der unterschiedlichen Verteilung von ERα selbst nur den 

Schluss einer Interaktion der ON-Konjugate mit eben diesen Rezeptoren nahelegt. An-

hand von Kontrollmessungen in HepG2-Zellen konnte eine Beteiligung von ERα an der 

Internalisierung der ON-Konjugate zumindest sichergestellt werden. Weitere Optio-

nen, welche zur Klärung dieses Sachverhaltes beitragen könnten, werden im folgenden 

Kapitel aufgezeigt. Zuletzt erscheint naheliegend, das Potential der aus medizinal-che-

mischer Sicht gefundenen Hit-Verbindung BCl2-Tam1 im Vergleich zu anderen, aus me-

dizinischer Sicht relevanten Bcl-2-ASOs zu betrachten. An dieser Stelle wird allerdings 

explizit darauf hingewiesen, dass solch ein Vergleich aufgrund der vielfältigen Variati-

onen der biologischen Evaluation nicht zielführend ist. Die in Kapitel 2.4 angeführten 

Beispiele unterscheiden sich hinsichtlich ihrer distinkten Sequenzen und damit in ihren 

mRNA-Targets. Zudem wurden die genannten ASOs in gänzlich unterschiedlichen Zell-

linien bei unterschiedlichen Konzentrationen und Zellzahlen getestet. Letztendlich ist  

die Wahl der Detektionsmethode zur Bestimmung der Zellviabilität entscheidend und 

bei allen oben zitierten Quellen nicht uniform. Nichtsdestotrotz soll im anschließenden 

Kapitel auf verschiedene, weiterführende Überlegungen eingegangen werden, welche 

zum einen die Optimierung der biologischen Wirkung der Hit-Verbindung BCl2-Tam1 

und zum anderen die Verfolgung und Klärung des Internalisierungsprozesses zum Ziel  

haben. 
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6 Ausblick 

Die anfängliche Arbeitshypothese sah vor, die pharmakokinetischen Eigenschaften des 

Bcl-2ASO Oblimersen durch Konjugation mit hochaffinen Rezeptorag onisten und -An-

tagonisten des membranständigen ERα zu verbessern. Anders formuliert kann die Ar-

beitshypothese auch lauten, sowohl die pharmakokinetischen als auch und pharmako-

dynamischen Eigenschaften von 4-OHT und seinen aktiven Metaboliten zu verbessern . 

Das übergeordnete Ziel ist, die Therapie endokrinen Brustkrebses durch Kombinati on 

der Vorteile beider Wirkstoffklassen zu verbessern.  

6.1 Internalisierung des Konjugats BCl2-Tam1 

Ein zentraler Aspekt dieses gewählten aktiven Drug Targeting Ansatzes ist zunächst die 

Internalisierung des Konjugats aus beiden Wirkstoffen durch rezeptor-vermittelte En-

dozytose. Das Konjugat sollte hierbei ebenfalls eine möglichst hohe Affinität zum Re-

zeptor besitzen, um einen potenten Kompetitionspartner im Vergleich zu endogenen 

Bindern wie bspw. dem Agonisten Estradiol darzustellen. Die Verdrängung des prolife-

rativ wirkenden Estradiols durch das ON-Konjugat beruht auf einer weiteren Eigen-

schaft des SERM 4-OHT. Durch „Einfrieren“ der antiproliferativen Konformation des 

membranständigen ERα soll die Zellproliferation durch Eingriff in die Signaltransduk-

tion der Karzinomzellen zunächst gestoppt werden. Konkret führt die geänderte kon-

formative Stellung der Helix 12 zur Blockierung der transkriptionellen Aktivität der 

Zelle, in einem zweiten Schritt sollte das Konjugat rezeptorvermittelt  in Endosomen 

von der Zelle aufgenommen werden. [295]  Anhand der in Kapitel 4.6  diskutierten fluo-

reszenzmikroskopischen Aufnahmen wurde der Schluss gezogen, dass diese Behaup-

tung bisher nicht zweifelslos bewiesen ist. Die zur Quantifizierung genutzte Absorption 

des Cy5-Labels entspricht nicht dem angenommenen Modell bzw. eine bevorzugte In-

ternalisierung der ON-Konjugate kann trotz hoher Affinität sowohl des Liganden als 

auch der Konjugate nicht bestätigt werden. Allerdings ist ersichtlich, dass Konjugat 

BCl2-Tam1 zusammen mit ERα colokalisiert in Endosomen vorliegen , wohingegen das 

Dummy-Konjugat eher diffus im Cytosol verteilt vorzuliegen scheinen. Einen genaueren 

Einblick würde die Verwendung eines hochaufgelösten Fluoreszenzmikroskops, bspw. 

ein STED- oder 3D-SIM-Mikroskop bieten, da hier die Endsomen sowohl optisch besser 

aufgelöst sind als auch eine zeitaufgelöste Verfolgung derselben ermöglicht wird.  
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Darüber hinaus böte die 3D surface enhanced Raman spectroscopy  (3D SERD) eine Op-

tion zur genauen Lokalisierung der ASO-Konjugate im Vergleich zum Dummy-Konjugat, 

sofern den ON-Konjugaten nanopartikuläre Eigenschaften vorausgesetzt oder besten-

falls nachgewiesen werden können. Ein konkreter, weiterführender Nachweis zur Ab-

hängigkeit der Bcl-2-Expression von der rezeptorvermittelten Aufnahme des ON-Kon-

jugats böte die Rücktitration einer konstant gehaltenen Menge des ASO-Konjugates 

BCl2-Tam1 mit steigenden Äquivalenten von Estradiol. [257]  Mit steigender Konzentra-

tion des proliferativ wirkenden Estradiols sollten sowohl die Gesamtproliferation der 

Zellen als auch der Gehalt von Bcl-2 in der Zelle wieder zunehmen. In einem anschlie-

ßenden, zukünftigen Experiment wird der GTPase-Inhibitor Dynsore™ dazu verwendet, 

die Dynamin-abhängige Endozytose des Rezeptors wieder reversibel zu beeinflus-

sen.[373] Steigende Konzentration von Dynsore sollten bei gleichbleibender Konzentra-

tion des ASO-Konjugates die Proliferationshemmung aufheben, da die Einschnürung 

gebundener, membranständiger Rezeptoren durch Blockieren von Dynamin II unter-

bunden wird. Ein Kontrollexperiment hierzu böte die analoge Durchführung mit kon-

stanten Mengen Estradiol als potentem und proliferativ wirkendem Agonisten. Stei-

gende Konzentrationen von Dynasore würden dann die Proliferation der Zellen eher 

hemmen. Rückschlüsse auf den Internalisierungsprozess würden somit allerdings indi-

rekt über die Zellproliferation gezogen wer den. Außer Acht gelassen wird hierbei die 

Tatsache, dass die Abnahme des Gehalts von Bcl-2 im Konkreten durch andere antia-

poptotische Proteine der Bcl-2-Familie kompensiert werden kann. Die Experimente 

sollten daher in jedem Fall fluoreszenzsmikroskopisch verfolgt werden, um eine direkte 

Korrelation der Zellaufnahme über das Fluoreszenzsignal des Cy5 -Labels der Konjugate 

zeigen zu können. Titriert man also eine konstante Menge des ASO-Konjugates BCl2-

Tam1 mit steigenden Estradiol-Konzentrationen zurück, sollte die Fluoreszenzintensität 

abnehmen, da vermehrt Estradiol anstelle des ASO -Konjugats die Rezeptoren an der 

Zelloberfläche belegt und somit internalisiert wird. Gleichzeitig sollten steigende Kon-

zentrationen von Dynasore den gleichen Effekt nicht durch kompetitive Verdrängung 

am Rezeptor, sondern durch zeitlich reversible Blockade der Rezeptoreinschnürung 

selbst zeigen – die Fluoreszenzintensität bei der Emissionswellenlänge von Cy5 nimmt 

bei steigender Dynasore-Konzentration innerhalb der Zelle ab.[372]  Kann bei beiden Ex-

perimenten kooperatives Verhalten gezeigt werden, so liegt die Vermutung einer 
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rezeptorvermittelten Endozytose des ASO-Konjugats nahe. Es konnte bisher jedoch 

nicht gezeigt werden, dass die ON-Konjugate ausschließlich über rezeptorvermittelte 

Endozytose in das Cytosol gelangen. Aufgrund der Vielzahl möglicher aktiver und pas-

siver Transportmechanismen ist dies auch nicht zu erwarten. Dennoch könnte mit den 

oben beschriebenen Experimenten zumindest der Beitrag zur Internalisierung eruiert 

werden, welcher der ursprünglichen Arbeitshypothese entsprechend über den ERα  er-

zielt wird. 

6.2 Sequenz-Screening für Tam1-konjugierte ONs 

Die in Kapitel 2.4 gezeigten Bcl-2-ASOs zielen auf unterschiedliche Abschnitte (Nukleo-

tidsequenzen) derselben mRNA (Target-mRNA, Sense-Strang) ab. 

ASO-2009 

TI-AS / 

BP1002 

ASO-4625 / 

ASO-5005 

Abb. 6.1:  Ausschnitt des mRNA-Transkript des humanen Bcl-2-Proteins (Isoform Alpha) im FASTA-

Format. Dargestellt sind Abfrage (Query) und Datenbankeintrag (Sbjct). Die Target-Sequenzen der Bcl-

2-ASOs innerhalb der Target-mRNA sind hervorgehoben. BLAST Sequenz ID: NM_000633.3. 

Oblimersen  
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Diese wird auf Basis des codogenen Strangs der für das Bcl-2-Protein codierenden DNA 

durch Transkription erzeugt. Letztendlich entspricht also die Sequenz des eingesetzten 

ASOs des für das Bcl-2 Protein codierenden (nicht als Templat für die RNA-Polymerase 

genutzten) DNA-Strangs. Das Transkript des codogenen Strangs, die mRNA, ist in Abb. 

6.1 dargestellt. Hierbei ist lediglich der Bereich von Nukleotid 801 bis 1501  dargestellt; 

die folgende Tabelle fasst hierzu die Target-Sequenzen mit Positionen innerhalb der 

Target-mRNA (nt-Nr.) der prominentesten Bcl-2-ASOs mit ihrer jeweiligen Kettenlänge 

(nt) zusammen. 

Tabelle 6-1: Sequenz-Übersicht prominenter ASOs gegen Bcl-2 mit Sequenzlänge und Lage der 

Target-Sequenz innerhalb des für Bcl-2 translatierenden Bereichs. 

Eintrag nt-Sequenz (5ꞌ→3ꞌ) nt ASO-Name / Komplementär zu 

1 
ASO TCT CCC AGC GTG CGC CAT     

18 
Oblimersen 

Target AUC GCG CAC GCU GGG AGA     Translations-Initiations Region 

2 
ASO CAG CGT GCG CCA TCC TTC CC   

20 
TI-AS/BP1002 

Target GGG AAG GAU GGC GCA CGC UG   Pre-Translationsregion 

3 
ASO AAT CCT CCC CCA GTT CAC CC   

20 
ASO-2009 

Target GGG UGA ACU GGG GGA GGA UU   Translationsregion 

4 
ASO AAG GCA TCC CAG CCT CCG TT   

20 
ASO-4625/5005 

Target AAC GGA GGC UGG GAU GCC UU   Translationsregion 

5 
ASO CTC CCA ACG TGC GCC A     

16 
SPC2996 

Target UGG CGC ACG UUG GGA G     n.a.*2 

6 
ASO CAC GCA CGC GCA TCC CCG CCC GTG 

24 
PNT100 

Target CAC GGG CGG GGA UGC GCG UGC GUG P1 Promotorregion 

*1 nicht-translatierender Bereich *2 abgeleitet von Oblimersen (3x MM) 

 

Die Auswahl weiterer ASO-Sequenzen für ein Targeting der Bcl-2-mRNA mit der neu 

etablierten Konjugations-Plattform ist hierbei durchaus vielversprechend und aus syn-

thetischer Sicht mit nur geringem Aufwand verbunden. Allerdings sollten folgende 

Punkte berücksichtigt werden. Auffällig ist, dass die Target-Sequenz von Oblimersen 

sich mit der Target-Sequenz der ASOs TI-AS bzw. BP1002 überschneidet. Die ersten 13 

nt von Oblimersen entsprechen den letzten 13 nt  der Sequenz von TI-AS bzw. BP1002. 

Nur 5 nt befinden sich zusätzlich vor der Translations-Initiationssequenz (Codon 1-6 

des translatierenden Bereichs).  Das ASO SPC2996 stellt lediglich eine Scramble-
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Variante von Oblimersen dar und weisst im Vergleich zu Oblimersen sogar 3 Basenmis-

matches in Bezug auf die Target-Sequenz (Codon 1-6) auf. ASO-2009 zielt ebenso wie 

Oblimersen auf den translatierenden Bereich, allerdings auf die Codons 141-147. Ge-

mäß der Arbeit von Zangenmeister-Wittke zeigten diejenigen ASOs, welche diesen Tar-

get-Sequenzbereich avisierten, die größte Zytotoxizität. [209]  Das ASO PNT100 zielt auf 

die P1-Promotorregion ab, dessen Target-Sequenz im nicht-translatierendem Bereich 

der Bcl-2 mRNA liegt und somit nicht in Abb. 6.1 gezeigt ist. Die Sequenz erscheint nur 

in der beschrieben Formulierung als Lipoplex eine Option zu sein, da nur so starke und 

unerwünschte Toxizitäten vermieden werden können .[225]  

Aufgrund der guten bis moderaten Reduktion des mRNA- und Bcl-2-Proteinlevels in 

MDA-MB-231 und MCF-Zellen kommen die ASOs 4625 und 5005 als potentielle Sequen-

zen für eine Verwendung in der  neu etablierten Konjugationsplattform in Betracht. 

Abb. 6.2:  Explorativer Ansatz für ein Screening in Bezug auf Proliferationshemmung durch 

Verknüpfung anderer Bcl-2-ASOs mit der ERα-basierten Konjugationsplattform DBCO-Tam1. 
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Allerdings gilt zu beachten (siehe Kapitel 2.4), dass die Ergebnisse mit transfizierten 

ASOs erzielt wurden. Letzter potenzielle Kandidat wäre das ASO BP1002 (P-Ethoxy-Mo-

difikation), welches sich aktuell noch in der klinischen Studie Phase II befindet  und viel-

versprechende Ergebnisse in AML-Zelllinien zeigte. Eine Testung mit der Estrogen-un-

abhängigen Zelllinie MDA-MB-231 und der Estrogen-abhängigen MCF-7 ist bisher nicht 

literaturbekannt. Hier böte sich eine komparative Untersuchung mit dem iso-sequen-

ziellen ASO 2009 an (PT-Backbone), um den Einfluss der P-Ethoxy-Modifikation im di-

rekten Vergleich zu eruieren.  

6.3 Erweiterung der Konjugationsplattform von BCl2-Tam1 

Die Verbesserung der pharmakokinetischen Eigenschaften therapeutischer ONs hat 

oftmals die Steigerung der Bioverfügbarkeit von ASOs zum Ziel, welche als Nadelöhr 

der biologischen Aktivität dieser Wirkstoffklasse gilt. [115]  Nun ist der Begriff der Phar-

makokinetik als Gesamtheit aller Prozesse im Körper definiert, denen ein Arzneistoff 

nach Aufnahme bis zur Eliminierung aus dem Stoffwechsel unterworfen ist. Die unter 

dem Akronym „ADME“ zentral zusammengefassten Prozesse sind im bisherigen Sta-

dium der in vitro-Testung nicht alle gleichzeitig einer Untersuchung zugänglich. Ledig-

lich auf die Untersuchung bzw. Steigerung der Zellaufnahme der vorliegenden Hit-Ver-

bindung BCl2-Tam1 und der Freisetzung aus den Endosomen mit anschließendem int-

razellulärem Transport kann im Weiteren eingegangen werden. Der Internalisierungs-

prozess von einzelsträngigen ASO-Konjugaten ist allerdings sehr komplex und mehrere 

Schaltstellen begrenzen die Bioverfügbarkeit bzw. den Transport solcher Strukturen , 

v.A. der Transport über mehrere Membranen hinweg zum Wirkort, dem Cytosol oder 

dem Nukleus.[18,214,398]  Hierbei muss nach Gabe der ON-Therapeutika und Erreichen des 

Wirkortes (diese Schaltstellen sind in der in vitro-Testung nur schwer simulierbar) nicht 

nur die Außenmembran überwunden werden. Die Freisetzung der ONs aus den einge-

schnürten Vesikeln, den Endosomen, wurde bereits vielfach als weiteres Nadelöhr 

identifiziert, worauf in Kapitel 2.2 bereits eingegangen wurde. 

Zurzeit werden vier Strategien zur Steigerung der Bioverfügbarkeit, der zellulären Auf-

nahme und Freisetzung von ON-Therapeutika diskutiert und verfolgt.[399] Ein Ansatz-

punkt stellt die bereits in BCl2-Tam1 angewendete Konjugation mit hochaffinen Ligan-

den dar, um Rezeptoren an der Zelloberfläche zum Zweck des aktiven Transports in die 
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Zielzellen zu nutzen.[1]  Darauf aufbauend bietet die erweiterte Konjugation mit lipophi-

len, endogenen Effektor-Molekülen wie Cholestrol, α-Tocopherol oder Folsäure die 

Möglichkeit, über die Modulation der Plasmaproteinbindung einen zusätzlichen Trans-

portkanal für modifizierte ONs zu akquirieren bzw. die Verteilung durch unspezifische 

Proteinbindung zu beschränken. Wie bereits in Kapitel 2.2 und 2.3 gezeigt, wird v.A. 

die duale Konjugation von Cholesterol/GalNAc dazu verwendet, die Verteilung eines 

gegen die mRNA des Apolipoprotein B gerichteten ASOs zwischen Nieren und Leber in 

Bezug auf die Akkumulation in der Leber zu begünstigen. [400]   

In Brustkrebszellen hingegen ist der Folatrezeptor-α (FRα) neben ERα überexprimiert 

und wird bspw. als Indikator für die Rückfallwahrscheinlichkeit herangezogen. [401,402]  

Abb. 6.3:  Vorschläge zu Strukturmotiven für ein doppeltes Targeting von ERα und FRα. Platt-

formbasierte Syntheseoptionen (A, B) beruhen auf der Verwendung kommerziell erhältlicher 

Amidite und CPG-Materialien, wohingegen ein Monomer-basierter Ansatz (C, D) die Synthese 

von maßgeschneiderten Phosphoramiditen voraussetzt. Ein Folsäure -PEG-Spacer zur on-bead-

Kupplung (E) ist bereits kommerziell verfügbar. 
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Zur Verbesserung der Aufnahme in Mammakarzinomzellen, wie z.B. in T47D-Zellen, 

könnte das Vorhandensein von GPR-FRα daher im Sinne eines doppelten Targetings mit 

in BCl2-Tam1 vorhandenen ERα-Antagonisten und Folsäure (FolA) ausgenutzt werden. 

Hierbei bieten sich verschiedene Anknüpfungsmöglichkeiten für einen Folsäure -Ligan-

den auf Basis der Struktur von BCl2-Tam1 an. Dohmen wählte die Konjugation von FolA 

am 5ꞌ-Ende des sense-Strangs einer siRNA über einen spaltbaren PEG-Spacer mit Disul-

fidbrücke an der Festphase (Abb. 6.3, B)[403], Carell hingegen eine postsynthetische Va-

riante in Lösung durch Kupfer-katalysierte Klick-Reaktion zwischen einer am 3ꞌ-Ende 

des sense-Strangs implementierten C8-Alkin-dU-Einheit mit einem TEG-Azid-dekorier-

ten Folsäure-Liganden (Abb. 6.3, A).[404]  Unter Verwendung eines speziellen Propargyl-

Phosphoramidites ist auch der Einbau an verschiedenen Positionen innerhalb des Back-

bones über eine kupfer-katalysierte Klick-Reaktion an der Festphase denkbar.[61]  Aller-

dings sei darauf hingewiesen, dass es sich bei allen Beispielen um Modifikationen von 

siRNAs handelt. Zur Gewährleistung einer potenziellen RNase H-Aktivität sollte im Fall 

von ASOs eine Modifizierung der Gap-Region nicht die erste Wahl sein. [19] Je nach Wahl 

des Synthese-Ansatzes ergeben sich nun mehrere Möglichkeiten zur Realisierung eines 

solchen dualen ON-Konjugats. Der aus synthetischer und zeitlicher Sicht geringste Auf-

wand dürfte unter Beibehaltung eines plattformbasierten Ansatzes zu erwarten sein. 

Hierbei kann auf kommerziell erhältliche Bausteine mit etablierten Syntheseprotokol-

len zurückgegriffen werden, wobei z.B. auch die Anknüpfungsstelle für einen Azid-ter-

minierten Folsäure-Liganden berücksichtigt werden kann (3ꞌ-Ende oder 5 ꞌ-Ende, vgl. 

Abb. 6.3, A-C).  

So ist z.B. der am 3ꞌ-Ende der G3139-Sequenz vorliegende Nukleosid-Baustein passen-

derweise eine dT-Einheit. Ein CPG-gebundenes Derivat von dU, welches in Position 5 

des Pyrimidinrings eine terminale C8-Alkinyl-Einheit trägt, ist kommerziell erhältlich. 

Die Verwendung dieses festphasengebundenen Startnukleosids (Abb. 6.3, A) ermög-

licht die Implementierung sowohl des Tam1-Bausteins als auch des ebenfalls kommer-

ziell erhältlichen FolA-PEG-N3-Bausteins (vgl. Abb. 6.3, E) durch plattformbasierte, or-

thogonale Klick-Chemie an der Festphase (vgl. Abb. 6.3, A). Hierbei steht allerdings die 

dT-Base für eine Watson-Crick Basenpaarung mit dem mRNA-Target nicht mehr zur Ver-

fügung, zudem ist die (zusätzliche) Triazol-Bindung in cellulo nicht mehr spaltbar. Inte-

ressant erscheint daher in diesem Zusammenhang die Verwendung eines zellulär 
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spaltbaren Linkers wie in Abb. 6.3, B  gezeigt. Als Startpunkt der SPOS wird ein Serinol-

CPG verwendet, an welches zunächst ein C6-Alkylspacer mit Disulfidbrücke (C6  S-S) ge-

kuppelt wird. Bereits vor der SPOS könnte die Modifizierung des CPG -Materials und 

damit des 3ꞌ-Endes mit FolA-PEG3-N3 unter kupferhaltigen Bedingungen erfolgen, um 

die Integrität des DNA-Einzelstrangs nicht zu gefährden. Analog hierzu ist die Möglich-

keit der Anbindung von FolA-PEG3-N3 (vgl. Abb. 6.3, E) post-SPOS auch unter Verwen-

dung der von Carell etablierten Protokolle möglich .[193,347,404]  Im Falle eines Transports 

des avisierten dualen Konjugats in die Zielzellen ist eine Spaltung der Disulfidbrücke 

unter reduktiven Bedingungen, bspw. durch Glutathion möglich. Somit wäre ein direk-

ter Vergleich der Internaliserung mit der Hit-Verbindung BCl2-Tam1 möglich, der Be-

nefit des dualen Targetings könnte somit direkt ausgelesen werden.  In Anlehnung an 

die Arbeit von Wada und Mitarbeitern zur Synthese des dualen Cholesterol/GalNAc-

Konjugats können die Target-Einheiten für ERα und FRα  auch in räumliche Nähe am 5 ꞌ-

Ende zusammengebracht werden, wobei auf einen monomerbasierten Ansatz zurück-

gegriffen werden muss (Abb. 6.3, C). Der zur Installation von Tam1 benötigte DBCO-dT-

Spacer kann hierbei auf ein Minimum unter Verwendung des alternativen (kommerziell 

erhältlichen) DBCO-Serinol-Spacers verschlankt werden. Hierdurch entfällt auch das zu-

sätzliche dT-Nukleotid, wodurch die G3139-Sequenz originär ohne zusätzliche Basen 

verwendet werden kann. Das Cy5-Label kann über ein entsprechendes CPG -Derivat am 

3ꞌ-Ende angebracht werden, die Bestimmung von V 2-Werten zur Reaktionsverfolgung 

ist dann allerdings aufgrund der MMTr-Schutzgruppe nicht mehr möglich (vgl. Kapitel 

4.5.1). Über den DMTr-geschützten primären Alkohol der Serinol-Einheit ist dann die 

Anknüpfung eines FolA-PEG3-Phosphoramidts möglich, welches nach der patentierten 

Vorschrift von Barta und Hodges hergestellt werden kann. [405] Ebenfalls im Patent be-

schrieben ist die Synthese eines FolA-PEG3-Serinol-Phoshoramidits, welches die An-

knüpfung von Tam1 ohne zusätzliche Linker-Einheit ermöglicht (Abb. 6.3, D). Dieser 

vollständig monomerbasierte Ansatz setzt die Synthese von Phosphoramiditen beider 

Targeting-Einheiten voraus und ist vermutlich am aufwendigsten, allerdings benötigt 

dieses Konstrukt ein Minimum an Spacer-Chemie. Ist ferner der Grad der Internalisie-

rung einer solchen dualen Targeting-Einheit bekannt oder die Implementierung des 

Cy5-Spacers nicht gewünscht, bietet das in Abb. 6.3 D gezeigte Konstrukt vermutlich 

die kompakteste Option. Dieses neue Template könnte bei ausreichender Menge der 
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Tam1- und FolA-PEG3-Serinol-Phosphoramidite dazu verwendet werden, verschiedene 

BCl2-ASOs nebeneinander zu testen, um die in T47D-Zellen aktivste Sequenz zu eruie-

ren.[221]  Unter Berücksichtigung der von Barta und Hodges gewählten Schutzgruppen-

Strategie könnte das Internalisierungsverhalten dieser dualen ON-Konjugate und damit 

das „Internalisierungs-Potenzial“ des dualen Templates  unabhängig von einem (meist 

Basen-sensitiven) Fluoreszenzlabel über einen Luziferase-Reportergen-Assay bestimmt 

werden. Vorteilig ist hier die Spezifität des von den Dioxetanen von Luciferin emittier-

ten Lichts, die hohe Empfindlichkeit der Lumineszenzmessung und die  apparativ über-

schaubare Durchführung der Messung. [406–408]   

Ein dritter Ansatzpunkt besteht in der Modifizierung des Backbones zum Zweck der Er-

höhung von Nukleasestabilität und Ausnutzung von Proteinbindung(en). Dies wurde 

durch Implementierung des mittlerweile als Standard geltenden PT-Backbones bereits 

genutzt. Das PT-Backbone verleiht dem ON zwar einen gewissen Grad an Lipophilie, 

allerdings stellt die polyanionische Struktur ein zentrales Problem beim Transport 

durch die Zellmembran, vor Allem der endosomalen Membran da. Sollte anhand von 

hochaufgelösten fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen tatsächlich ein Trapping von 

BCl2-Tam1 in den Endosomen festgestellt werden, so bieten folgende Optionen einen 

Ansatzpunkt, sich dem Problem anzunähern. Hierbei sollte im Vorfeld entschieden wer-

den, welche der Vorschläge unter Berücksichtigung des zeitlichen als auch syntheti-

schen Aufwands adäquat erscheint. Eine Option böte die Implementierung der im Ar-

beitskreis Ducho etablierten Nukleosylaminosäuren (NAA) als modularen Baustein in 

der SPOS (Abb. 6.4).[409–412] Diese high carbon nucleosides verfügen über eine proto-

nierbare primäre Aminogruppe in der stereogenen C-6‘-Position des Furanose-Rings 

und kompensieren somit eine negative Nettoladung unter Ausbildung eines (partiell) 

zwitterionischen Backbones. Die NAA-Modifizierung verleiht ferner Nukelasestabilität, 

allerdings auf Kosten der Duplexstabilität (ΔTm = -4 °C/Mod.).[186]  Diese Bausteine wer-

den als Phosphoramidite von Dimeren in der auf P(III)-Amiditen aufbauenden SPOS ein-

gesetzt, sind allerdings aufwendig in ihrer Herstellung. Bisher sind die Dimere TxT, AxT 

sowie CxT zugänglich, wobei die Phosphoramidit-Gruppe am 3 ꞌ-Ende der T-Base instal-

liert ist. In Bezug auf die Oblimersen-Sequenz G3139 käme somit lediglich der Einbau 

des NAA-Bausteins CxT als Ersatz der Nukleotide an Position 2 und 3 vom 5 ꞌ-Ende aus 

betrachtend in Frage (vgl. Abb. 6.4). 
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Die Kompensation der negativen Ladung durch den Einbau kationischer Gruppen redu-

ziert allerdings nicht die Gesamtzahl der Ladungen innerhalb des Backbones. Zur Stei-

gerung der lipophilen Eigenschaft böte sich ferne die Verwendung der in der Arbeits-

gruppe beahndelten (AB)-modifizierten Acyloxybenzyl -Bausteine an, welche im Sinne 

eines Prodrug-Ansatzes die negativ geladene Phosphatgruppe nach Hydrolyse des Trie-

sters wieder freisetzen. Potenziell käme hierbei die Pivaloyloxybenzyl-Maskierungsein-

heit in Frage, welche eine HWZ von ca. 5 h in humanem Plasma aufweist.[413]  Allerdings 

setzt die Verwendung dieser basenlabilen Prodrug-Strukturen die Verwendung einer 

speziellen Schutzgruppenstrategie mit angepassten Startnukleosiden voraus, was aktu-

ell noch Gegenstand von Forschungsarbeiten ist.  

Eine seit Jahrzenten erprobte Backbone-Modifikation stellen die von Fröhler und Let-

singer entwickelten Phosphoramidate da .[155,414,415]  Genauer böten Phosphoramidate 

und Phosphoramidate der zweiten Generation auf Basis der aktuellen Arbeiten von 

Stetsenko[416–420], Zenkova[421] und Kupryushkin[422]  eine vielversprechende, mit über-

schaubarem Zeit- als auch Arbeitsaufwand verbundene Option, die pharmakokineti-

schen Eigenschaften von BCl2-Tam1 zu verbessern. Ein entscheidender Vorteil der 

Abb. 6.4:  Mögliche Optionen zur Modifizierung des Backbones der Hit-Verbindung BCl2-Tam1 

durch Implementierung eines CxT-NAA-Bausteins oder ABPiv-Bausteins.  
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genannten Arbeiten im Vergleich zu den Pionierarbeiten von u.A. Letsinger liegt in der 

Verwendung konventioneller P(III)-Amidit-Bausteine anstelle der H-Phosphonat-Mono-

mere, sodass kein Wechsel der in der SPOS verwendeten Synthesechemie notwendig 

ist. So kann ausgehend von den intermediären Phosphittriestern der SPOS das entspre-

chende Phosphoramidat[423]  durch Aktivierung der festphasengebundenen und wach-

senden ON-Kette mit einer wasserfreien Lösung von Iod in Pyridin und anschließender 

Oxidation mit dem gewünschten aliphatischen Amin in einem Gemisch von DMF/Bis(tri-

methylsilyl)acetamid erhalten werden. Die Oxidation kann hierbei sequenziell und 

muss nicht zwingend global erfolgen, sodass verschiedene Kombinationen an Back-

bone-Modifizierungen möglich werden.[421] Über diesen simplen Wechsel des Oxida-

tions-Protokolls sind Alkylketten verschiedener Länge einführbar und das Backbone 

kann somit zu einem gewünschten Grad hydrophobiert werden.  So konnte in A549-, 

KB-8-5- und HEK293-Zellen die Akkumulation von Duplices solcher als transport oli-

gonucleotides (tON) bezeichneter ASO-Gegenstränge mit den entspechenden, biolo-

gisch aktiven Sequenzen in gleichem Maße festgestellt werden, wie es unter Verwen-

dung des als Goldstandard geltenden Transfektionsmittels  Lipofectamin™ möglich ist.  

Hierbei waren bereits drei Dodecyl-Einheiten am 5ꞌ-Ende des tON ausreichend, um 

Abb. 6.5:  Generelle Syntheseschemata zur Darstellung aliphatischer Phosphoramidate nach 

Zenkova, zur Darstellung N-sulfonylamidophosphat- und Triazinylamidophosphat-modifizierter 

ONs. 
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diesen Effekt zu erzielen. Von besonderem Interesse gelten zurzeit Kombinationen von 

PT-modifizierten Backbone-Abschnitten mit akzeptorsubstituierten PAs, v.A. den Me-

syl-Phosphoramidaten (MsPA) nach Stetsenko. Diese Strukturen sind durch Staudinger-

Reaktion von Sulfonylaziden mit den festphasengebundenen Phosphittriestern zugäng-

lich.[424] Da durchschnittlich in einem PT-ASO 10-13 PT-Motive für eine ausreichende 

Bindung des mRNA-Targets und zur Gewährleistung von Nukleasestabilität ausreichend 

sind, besteht ein gewisser Grad an Freiheit, bei längeren ASOs zusätzliche Backbone-

Modifizierungen vorzunehmen.[425] Permutierende Kombinationen von MsPA- und PT-

Modifikationen zeigten hierbei sowohl in in vitro- als auch in in vivo-Tests eine stärkere 

Aktivierung der RNase H sowie eine verringerte unspezifische Proteinbindung bei 

gleichzeitiger Steigerung des therapeutischen Index im Vergleich zu vollständig PT -mo-

difizierten ASOs.[424,426] Interessanterweise mimikrieren MsPA-Modifikationen die ne-

gative Ladung des Backbones am Stickstoff der Amidat-Gruppe, sodass auch im gerin-

gen Maße inflammatorische sowie toxische Effekte beobachtet werden konnten.  Den-

noch gelten MsPA/PT-Kombinationen in Bezug auf das Design von Gapmer-ASOs als 

zukunftsweisend.[424]  Auf der Staudinger-Reaktion aufbauend entwickelte die Gruppe 

um Kupryushkin das Triazinylamidophosphat-Motif, welches als isolierbares Interme-

diat zunächst die negative Ladung der Phosphatgruppe als Amidophosphit-Spezies 

neutralisiert. Durch Reaktion der festphasengebundenen Phosphittriester mit 2-Azid-

4,6-dichlor-1,3,5-triazin kann eine festphasengebundene Plattform geschaffen werden, 

an welcher zusätzlich durch Substitutionsreaktion der in Position 4 und 6 befindlichen 

Chloratome weitere Stickstoff-Nucleophile angebracht werden können. In der Arbeit 

von Kupryushkin wurden aliphatische Amine nach dem Vorbild von Zenkova gewählt, 

allerdings sind auch andere Effektor-Moleküle mit primärer Amino-Gruppe denkbar, 

welche im Backbone über die Amidophosphat-Gruppe angebunden werden könnten. 

Die erhaltenen Triazinylamidophosphat-ONs sind im Vergleich zu klassischen, aliphati-

schen Phosphoramidaten in saurem Medium stabil und wurden von HEK293T-Zellen 

und T98G-Zellen ohne Transfektionsmittel (Lipofectamin™) im gleichen Maße interna-

lisiert wie die mit Transfektionsmittel inkubierte Kontrolle. Zudem bieten diese Modi-

fikationen die größte Nukleasestabilität am 5 ꞌ-Ende des ASO und zeigen eine nahezu 

unveränderte Bindung des mRNA-Targets, wie anhand von Schmelzpunktsexperimen-

ten gezeigt werden konnte.[422]  
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Die vierte und letzte Strategie zur Verbesserung von Bioverfügbarkeit und Internalisie-

rung von ON-Therapeutika stellt die nanopartikuläre Formulierung derselben als ver-

kapselte Liposomen, anorganische Nanopartikel oder extrazelluläre Vesikel  dar. Aus-

führungen auf diesem Gebiet würden den Rahmen der vorliegenden Arbeit weit über-

schreiten, weshalb abschließend an dieser Stelle auf interessante Übersichtsartikel ver-

wiesen wird.[117,171,427,428]  Zuletzt böte der Vergleich der Proliferationshemmung durch 

verschiedene Bcl-2-ASOs[221]  (vgl. 2.4) unter Verwendung der in BCl2-Tam1 verwende-

ten Plattformchemie eine Möglichkeit, das best-in-class-ASO für die Behandlung in 

Brustkrebszelllinien T47D zu identifizieren.  
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7 Experimenteller Teil  

7.1 Allgemeines 

7.1.1 Präparative Vorgehensweisen 

Alle Reaktionen wurden, soweit nicht anders vermerkt, in mehrfach ausgeheizten Glas-

apparaturen unter Verwendung der Schlenktechnik durchgeführt. Als Inertgas diente 

über Phosphorpentoxid getrockneter Stickstoff (5.0). Zur Reaktionsführung bei tiefen 

Temperaturen (T < 0 °C) wurden geeignete Kältemischungen (NaCl in Eis, Trocken-

eis/Aceton, Trockeneis/Isopropanol, Aceton/flüssiger Stickstoff) verwendet.  

7.1.2 Edukte und Reagenzien 

Alle Edukte und Reagenzien wurden, soweit nicht anders angegeben, von den Firmen 

ABCR, Acros Organics, Alfa Aesar, Fluka, TCI, Merck, Roth, Sigma Aldrich und VWR oder 

von Dienstleistern des Zentralen Chemikalienlagers der Universität des Saarlandes  in 

Synthesequalität bezogen und ohne weitere Reinigung verwendet. Phosphoramidit -Re-

agenzien sowie weitere Reagenzien und Lösungen für die festphasengestützte Oligonu-

cleotid-Synthese wurden über die Firma Glen Research  in höchstmöglicher Qualität be-

zogen. Gelöste cytosolische Estrogenrezeptoren für den Rezeptorbindungs-Assay 

wurde von der Firma Thermo Fischer Scientific  aus der PolarScreen-Reihe (A15882) be-

zogen. Coumestrol als auch Standardverbindungen zur Negativkontrolle für den Assay 

wurden von der Firma Cayman Chemical in höchstmöglicher Qualität bezogen. Kom-

merzielle Oligonucleotide zur Verwendung in Schmelzpunktexperimenten oder weite-

ren zellbiologischen Assays wurden von der Firma Sigma Aldrich bezogen; hierbei  

wurde eine firmenseitige HPLC-Reinigung veranlasst, die Produkte wurde in trockener 

Form geliefert und in 1X TE-Puffer resolubilisiert. Triethylamin (NEt3) wurde über das 

Zentrale Chemikalienlager im Reinheitsgrad „zur Analyse“ bezogen, entgast und über 

Molekularsieb (4 Å) getrocknet und gelagert.  

7.1.3 Lösungsmittel 

Folgende Lösungsmittel wurden in technischer Qualität bezogen und vor ihrer Verwen-

dung für Reaktionen oder säulenchromatographische Aufreinigungen ohne Inertgas an 

einem Großrotationsverdampfer frisch destilliert: Petrolether (60/40), Ethylacetat, 

Dichlormethan. Alle weiteren Lösungsmittel wurden mit dem Reinheitsgrad „HPLC -
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Grade“ bezogen und ohne weiter Aufreinigung verwendet. Für Synthesen in wässrigem 

Milieu wurde bi-destilliertes Wasser verwendet. Für Analysen im Wässrigen oder zur 

Darstellung von Pufferlösungen sämtlicher Art wurde über Umkehrosmose gereinigtes 

Wasser verwendet (R > 18 MΩ/cm). 

7.1.4 Absolute Lösungsmittel 

Alle Reaktionen unter Luft- und Feuchtigkeitsausschluss wurden mit absoluten Lö-

sungsmitteln unter Inertgasatmosphäre durchgeführt. Hierfür wurden folgende Lö-

sungsmittel mit dem Reinheitsgrad HPLC-Grade bezogen und an einem Lösungsmittel-

aufreinigungssystem der Firma MBraun  (Model  MB SPS 800) getrocknet: DCM, THF, 

DMF, Diethylether, Acetonitril. Die Lösungsmittel wurden jeweils über geeignetem, ak-

tiviertem Molsieb (Acetonitril, Dichlormethan, Dimethylformamid: 0.3  nm; Diethyl-

ether, Tetrahydrofuran: 0.4  nm) aufbewahrt. Methanol, Pyridin und Toluol wurden mit 

dem Reinheitsgrad Extra Dry over Molecular Sieve, AcroSeal®  von der Firma Acros Or-

ganics bezogen. Entnommene Volumina wurden über aktiviertem Molsieb (Methanol: 

0.3 nm, Pyridin; Toluol: 0.4  nm) statisch getrocknet (24 h) und vor der Benutzung ent-

gast. Das bei 120 °C vorgetrocknete Molsieb wurde vor der Verwendung unter Zuhilfe-

nahme einer Heißluftpistole im Hochvakuum (mind. 1*10 -2 mbar) für min. 2 h aktiviert. 

7.1.5 Manuelle Chromatographie  

7.1.5.1 Dünnschichtchromatographie 

Zur Reaktionskontrolle wurden Kieselgel-beschichtete Aluminiumplatten mit Fluores-

zenzindikator (Silica Gel 60 F254) der Firma VWR unter Kammersättigung verwendet. 

Die Detektion UV-aktiver Substanzen wurde unter Zuhilfenahme einer UV -Lampe bei 

254 nm resp. 365 nm vorgenommen. Substanzen, welche nicht UV-aktiv sind, wurden 

mithilfe folgender Tauchbäder detektiert:  

 

Vanillin-Schwefelsäure-Lösung  

4.00 g Vanillin, 25 mL konz. Schwefelsäure, 80  mL Eisessig, gelöst in 680 mL Methanol. 

 

Ninhydrin-Lösung 

0.30 g Ninhydrin, 3.0 mL Eisessig, gelöst in 100 mL Butanol. 
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Kaliumpermanganat-Lösung 

1.00 g Kaliumpermanganat, 6.00 g Natriumcarbonat, 1.5 mL NaOHaq. (5%, w/v) gelöst 

in 100 mL Wasser. 

7.1.5.2 Flash-Chromatographie 

Zur Säulenchromatographie unter Flash-Bedingungen wurde Kieselgel der Firma VWR 

verwendet (Si-60, 0.040-0.063 mm, 230-400 mesh), welches zunächst im Starteluenten 

suspendiert und in die Säulen gefüllt wurde. Säulen ohne Fritte wurden zudem zunächst 

mit einem Wattebausch und einer 2  cm dicken Schicht aus gereinigtem Quarzsand 

(ZChL) am Säulenauslass versehen. Das zu reinigende Substanzgemisch wurde im Eluen-

ten gelöst (sofern möglich) oder auf Kieselgel im Verhältnis 10:1 (w/w) aufgezogen. Die 

Trennung wurde mit konstantem Druck unter Zuhilfenahme einer Aquariumpumpe mit 

Umgebungsluft durchgeführt und die Fraktionen in dem Querschnitt und der Fließge-

schwindigkeit der Säule angepassten Reagenzgläsern gesammelt.  

7.1.6 Instrumentelle Analytik 

7.1.6.1 Kernresonanzspektroskopie (NMR) 

NMR-Spektren wurden an folgenden Geräten der Firma Bruker aufgenommen: Avance-

500 Ultra ShieldTM  (B-ACS-60 Autosampler), Avance-DRX-500  sowie an einem Avance-

III-500 mit TCI Cryo-Probenkopf (1H-NMR: 500 MHz, 13C-NMR: 126 MHz, 31P-NMR: 

162 MHz). Die Restprotonensignale der verwendeten deuterierten Lösungsmittel dien-

ten als interner Standard.  Alle 13C-NMR-Spektren wurden 1H-entkoppelt aufgenom-

men. Alle Spektren wurden bei Raumtemperatur aufgenommen, sofern nicht anders 

deklariert. Die chemische Verschiebung (δ) ist in ppm angegeben, die Kopplungs-

konstanten in Hertz (Hz) auf die erste Nachkommastelle (0.1 Hz) gerundet. Zur Unter-

scheidung doppelter Signalsätze (im Falle von stereoisomeren Gemischen) in 1H-NMR-

Spektren wurde dem Isomer, welches im Unterschuss vorlag hinter der Nummer ein 

hochgestelltes i ( i) zugewiesen. Protonen von Methylengruppen in Nukleosiden, welche 

basisliniengetrennte Signale aufweisen, werden mit den Deskriptoren „a“ und „b“ un-

terschieden, wobei dem hochfeldverschobenen Proton der Deskr iptor „a“, dem tief-

feldverschobenen der Deskriptor „b“ zugeordnet wird. Doppelte Signalsätze, welche im 

13C-NMR-Spektrum nicht basisliniengetrennt sind und daher als einfacher Peak erschei-

nen, sind als „br“ (breit) angegeben. Die Zuordnung der Signale erfo lgte unter 
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Zuhilfenahme von 1H-, 13C-, 1H-COSY, HSQC- und HMBC-Spektren. Die koppelnden 

Kerne wurden im Falle von 1H,1H-Korrelationen hierbei nicht als solche bezeichnet. Die 

Spektren wurden mit der Software ACD/NMR Processor Academic Edition, Version 

12.01 ausgewertet und dargestellt.  

7.1.6.2 Massenspektrometrische Charakterisierung von Kleinmolekülen  

ESI-Massenspektren wurden an einem Gerät der Firma Thermo Scientific mithilfe der 

Modellausstattung Dionex Ultimate 3000  (Degasser, Pumpe, Autosampler) aufgenom-

men. Hochauflösende Massenspektren unter Elektrosprayionisation (ESI -HRMS) im Po-

sitiv- und Negativmodus für Kleinmoleküle wurden in der Fachrichtung Pharmazie der 

Universität des Saarlandes an einem Gerät der Firma Thermo Scientific, Modell Ulti-

Mate 3000 mit einem DAD-Detektor 3000 (RS) und einem MWD-Detektor 3000 (RS), 

einer Accucore TM RP-Phenyl-X (2 μm, 100  x 3 mm) Säule und einem Thermo Scientific 

Q Exactive  ESI-Massenspektrometer mit Orbitrap™-Detektor von Steffanie Weck auf-

genommen. Die Spektren wurden mit der Firmensoftware Freestyle 1.7 ausgewertet.  

7.1.6.3 Massenspektrometrische Charakterisierung von Oligonucleotiden und ihrer 

Konjugate 

Massenspektren von Oligonucleotiden und ihrer Konjugate wurden mit freundlicher 

Unterstützung der Servicestelle Massenspektrometrie des Arbeitskreis Prof. Dr. Chris-

topher Kay von Philipp Jochum unter Anleitung von Dr. Klaus Hollemeyer an einem FT-

ICR der Firma Bruker (Model SolariX 7 Tesla) aufgenommen. Zur Ionisierung wurde die 

Elektrosprayionisation im Negativmodus verwendet. Hierzu wurden Stammlösungen 

der Oligonucleotide in ultrareinem Wasser (R > 18.2 MΩcm bzw. κ = 0,055 µS/cm) zu 

100 pmol/µL angesetzt und auf 2  pmol/µL (≈ 10 µg/mL) in H2O/MeOH (1:1, v/v, 5  mM 

NEt3) verdünnt. Die Proben wurden mittels einer Spritzenpumpe bei einer Flussrate von 

120 μL/h in das Massenspektrometer überführt. Die Einstellungen des Massenspektro-

meters waren hierbei wie folgt:  

Zur Ionisation der Proben wurde eine Spannung von 4.5 kV an der Spitze der Kapillare 

und eine von -0.5 kV am Ende der Kapillare angelegt. Der Druck des zur Trocknung an-

gelegten Stickstoffs betrug 1.0 bar, der Durchfluss betrug 4.0 L/min, die Temperatur 

des Gases betrug 220 °C. Während des Ionentransfers lag am Ende der Kapillare eine 

Spannung von -200 V, an der Deflektorplatte eine Spannung von -180 V, am ersten 
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Funnel eine Spannung von -100 V und am ersten Skimmer eine Spannung von -15 V an. 

Die Funnel-RFAmplitude beträgt 150 Vpp. Die Frequenz des Oktopols betrug 5 MHz bei 

einer RF-Amplitude von 300 Vpp. Die Flugzeit in der Transferoptik betrug 1  ms bei einer  

Frequenz von 4 MHz und eine RF-Amplitude von 410 Vpp. Der Gasfluss lag hierbei bei 

32%. Die Spannung am Transferausgang der Infinity-Zelle betrug 14 V, am Eingang 7 V, 

am Seitentritt 0 V, der Seitentrittversatz betrug 1.5  V, die Spannung an der vorderen 

und hinteren Auffangplatte betrug -0,5 V. Die Sweep Excitation Power lag bei 12%. Im 

Hexapol wurden die Ionen für 0.4 s akkumuliert. Der Messbereich betrug 100-

2.500 m/z. Das Gerät wurde mit Natriumtrifluoractetat (0.01  mg/mL) kalibriert. Die 

Spektren wurden mit der FTMS-Control  Software (Bruker, Version 5.0) aufgenommen. 

Die Auswertung verschiedener Ladungszustände und die Dekonvolution wurden mit-

hilfe der Compass Data Analysis Software (Bruker, Version 5.0) durchgeführt.  

7.1.6.4 Infrarotspektroskopie (IR)  

IR-Spektren wurden an einem Fouriertransformations-Infrarot-Spektrometer (FTIR) der 

Firma  Bruker (Model Alpha) mit einer integrierten PlatinumATR®-Einheit der Firma Bru-

ker gemessen. Angegeben sind die Wellenzahlen 𝜈 ̃ in cm-1 der 10 Banden mit den in-

tensivsten Transmissionen. Die Kalibrierung des Spektrometers erfolgte über die Poly-

styrolbande bei 1601 cm-1. 

7.1.6.5 UV-Vis-Spektroskopie an Kleinmolekülen 

UV-Vis-Spektren wurden mithilfe eines Spektrophotometers der Firma Varian (Model 

Cary-100 BIO) aufgenommen. Die Spektren wurden in einem Wellenlängenbereich von 

800 nm bis 200 nm mit einer maximalen Extinktion von 1.5 gemessen. Angegeben sin d 

die Wellenlängen der Absorptionsmaxima λmax. Es wurde gegen einen Blank des ent-

sprechenden Lösungsmittels in einer Quarzglas-Küvette der Firma Hellma  (Modell 

Halb-Mikro-Küvette 108-QS, 10 mm Schichtdicke) gemessen. 

7.1.6.6 UV-Vis-Spektroskopie an Oligonucleotiden 

Oligonucleotide und ihre Konjugate wurden an einem NanoDrop 200  Spektrophotome-

ter der Firma Thermo Fisher vermessen. Zur Konzentrationsbestimmung vor der Aufrei-

nigung wurde ein Aliquot der Entschützungslösung (10  µL) zunächst im Verhältnis 1:9 

mit TE-Puffer (1X) verdünnt. Zur Konzentrationsbestimmung und Quantifizierung nach 
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der Aufreinigung wurden die getrockneten Oligonucleotide zunächst in 300 µL TE-Puf-

fer (1X) gelöst und ein Aliquot (10 µL) vor der Messung im Verhältnis 1:9 mit TE-Puffer 

(1X) verdünnt (Gesamtvolumen der Messlösung: 100  µL) um eine Messung im linearen 

Bereich des Gerätes zu gewährleisten. Der Messbereich wurde zwischen 190-340 nm 

gewählt und die Konzentration der Lösung über die Extinktion im Absorptionsmaximum 

der Nukleobasen (260 nm) bestimmt. Hierfür wurde der Extinktionskoeffizient mithilfe 

eines Online-Tools (www.atdbio.com/tools/oligo-calculator) für die jeweiligen Sequen-

zen in Anpassung an den Cy5-Farbstoff bestimmt und zur Ausbeuteberechnung heran-

gezogen. Vollspektren gereinigter Oligonucleotide und ihrer Konjugate wurden im Be-

reich 190-840 nm bei einem Extinktionswert von maximal 1.5  bei 260 nm aufgenom-

men und auf die Extinktion bei 340  nm referenziert. Alle Messungen wurden bei einer 

Schichtdicke von 10 mm durchgeführt. Die Bestimmung der Ausbeute erfolgte auf Basis  

des Lambert-Beerschen Gesetzes gemäß der folgenden Formel:  

𝑛[nmol] =
E260nm ∙ VMess[µL]

εOligo[L ∙ mol−1cm−1] ∙ d[cm]
∙ F 

E260nm:  gemessene Extinktion bei 260nm 

VMess:  Gesamtvolumen der Messlösung in µL (100  µL) 

εOligo:  molarer Extinktionskoeffizient des Oligonucleotids in L·mol-1·cm-1 

d:  Schichtdicke der Probe in cm 

n:  Stoffmenge des Oligonucleotides in der Messlösung 

F:  Konversionsfaktor zur Umrechnung von µL in L und mol in nmol (F=10 3) 

Hiermit wird die Stoffmenge von Oligonucleotid im Aliquot (10 µL) bestimmt, eine Um-

rechnung auf das Gesamtvolumen des gelösten Oligos  in TE-Puffer ist im Anschluss zu 

berücksichtigen. 

7.1.6.7 Präparative HPLC an Oligonucleotiden  

Präparative IEX-HPLC wurde an einer Anlage der Firma Agilent (1200 series, Degaser 

(G1379B), Binärpumpe (G1312A), Säulenofen (G1316A), VWD-Detektor (G1414B)) 

durchgeführt. Zur Trennung wurde eine Anionenaustauscher -Säule der Firma Thermo 

Fisher (DNAPac, Model PA200: 4 µm, 3.0 x 100 mm) mit Vorsäule (4 µm, 3.0 x 10 mm) 

und passendem Vorsäulenhalter mit Kuppler ( Acclaim) verwendet. Zur Elution wurden 

Eluent A (0.1 M TEAA, pH 7) und Eluent B (0.1 M TEAA, pH 7 / MeCN, 1:3 v/v) in 
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angepassten Gradienten verwendet. 50 µL der Oligonucleotid-Rohlösung wurden über 

ein Sechskanal Rheodyne mit passender Probenschleife (50  µL) injiziert. Trennungen 

mit Rohlösungen wurden bei Raumtemperatur und einem Fluss von 0.400  µL/min 

durchgeführt. Analytische Trennungen (1 nmol Oligonucleotid) wurden bei 60 °C und 

einem Fluss von 700 µL/min durchgeführt. Die Trennungen wurden bei 260 nm (Ab-

sorptionsmaximum der Nukleobasen) und 595  nm (Absorption des Cy5 Label) aufge-

zeichnet. Die einzelnen Fraktionen wurden an einer Vakuumzentrifuge  der Firma  

Thermo Fisher (Model SPD130DLX; Kühlfalle RVT400; Membranpumpe MPC 601 Tp, Fa. 

ILMVAC) zunächst eingeengt (20 mbar, 65 °C, 1 h), entsprechende Fraktionen vereinigt 

und anschließend bis zur Trockne eingeengt (20 mbar, 65 °C, 2 h). Die getrockneten 

Oligonucleotide wurden in TE-Puffer (1x, 300 µL) resolubilisiert und anschießend cha-

rakterisiert. 

7.1.6.8 Gelelektrophorese an Oligonucleotiden 

Analytische Trennungen von zuvor über die HPLC gereinigten Oligonucleotiden wurden 

an einem Sequenzier-Gel auf Polyacrylamid-Basis (Urea-PAGE, 20%ig, 7 M Harnstoff,  

Schichtdicke 1.5 mm) durchgeführt. Zur Herstellung der Monomer-Lösung wurde Harn-

stoff (37.8 g, 630 mmol) in RotiphoreseGel-30-Mix (ready-to-use, 37.5:1, 45 mL, Carl  

Roth) gelöst und mit TBE-Puffer (10x, 9 mL) versetzt. Nach Rühren der Lösung bei 

Raumtemperatur (1 h) wurde die Lösung mit ultrareinem Wasser (R > 18.2 MΩcm bzw. 

κ = 0,055 µS/cm) auf 90 mL aufgestockt. Anschließend wurde unter starkem Rühren TE-

MED (70 µL, Carl Roth) hinzugegeben und die Lösung mit dem Radikalstarter APS (10% 

in H2O, 500 µL) versetzt. Die Monomer-Lösung wurde daraufhin unverzüglich und vor-

sichtig zwischen die Platten der Elektrophoresevorrichtung (C.B.S. Scientific, LSG-400-

20) gegossen und auf die Vermeidung von Luftblasen geachtet. Ein Kamm mit einem 

der Beladung entsprechenden Kammergröße wurde in das Kopfende der Apparatur ge-

schoben und das Gel 1 h bei Raumtemperatur polymerisiert. Im Anschluss wurde der 

Kamm entfernt, die Kammern mit Puffer gespült und die mit Loading Dye (100  µL) ver-

setzten Proben (je 1 nmol in 100 µL TBE-Puffer, 0.5x) in die Kammern gegeben. Die 

Laufzeit des Gels betrug 3 h bei folgenden Geräteeinstellungen des Netzgerätes: 770  V, 

45 mA, 35 W. Die Banden wurden in einer UV -Kammer (Vilber Lourmat, Model CX5 TS) 

bei 260 nm detektiert. 
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7.1.6.9 Schmelzpunktbestimung von Kleinmolekülen 

Der Schmelzpunkt als Feststoff vorliegender Reinstoffe wurden unter Verwendung ei-

nes Schmelzpunktbestimmungsgerätes der Firma Bibby Stuart Scientific (Model SMP3)  

bestimmt und ist in °C angegeben.  

7.1.6.10 Duplex-Schmelzkurven von Oligonucleotiden 

Schmelzkurven der Oligonucleotide mit der zur Bcl-2-Sequenz komplementären RNA-

Sequenz wurden in Phosphat-gepufferter Salzlösung (PBS, 12 mM NaH2PO4, 137 mM  

NaCl) an einem Gerät der Firma Varian (Model CARY-100 Bio) mit linearem Tempera-

turgradienten aufgenommen. Zur Messung wurde eine Lösung der Einzelstränge (10  µM  

je Strang in 1000 µL PBS) in einer Quarzküvette (Modell Halb-Mikro-Küvette 108-QS, 

10 mm Schichtdicke) mit 300 µL Silikonöl überschichtet und anschließend mit Stopfen 

verschlossen. Die Messlösung wurde vor Aufzeichnung von Abkühlkurven zunächst für 

3 min. auf 90 °C erhitzt. Der Temperaturbereich der Messung wurde auf 25 -90 °C bei 

einer Heizrate von 0.7 °C/min festgelegt. Das Datenintervall betrug 1.0  °C bei einer 

Bandbreite des Ausgabesignals von 1 nm. Die Abkühlkurven wurden in Triplikaten ge-

messen und die Absorption bei 260 nm für jede Temperatur gemittelt. Die Hyperchro-

mizität H wurde gemäß der Formel zu 

     H[%] =
Ax°C

260nm−A25°C
260nm

A25°C
260nm     (1) 

bestimmt und gegen die Temperatur in °C aufgetragen. Sowohl das obere (T>>Tm, θ=0) 

als auch das untere asymptotische Plateau (T<<Tm, θ=1) des erhaltenen Sigmoids wur-

den mithilfe einer linearen Anpassung angenähert, um zwei Hilfsgeraden nach der Me-

thode der Ausgleichsgeraden  zu erhalten. Die Y-Werte der hieraus konstruierten Aus-

gleichsgeraden (θ=0.5), deren Schnittpunkt mit dem Sigmoid den Schmelzpunkt (T m)  

der Duplex anzeigt, wurden gemäß der Formel  

     H(θ0.5) =
H(θ0)−H(θ1)

2
+ H(θ1)   (2) 

erhalten. Der Deskriptor θ beschreibt hierbei das Mengenverhältnis der Einzelstränge 

(θ0) zur Duplex (θ1) über die Hyperchromizität in Abhängigkeit der Temperatur und ist 

auch unter der Bezeichnung Fraction Folded literaturbekannt.[359] Die Schmelzkurven 

der jeweiligen Duplices können dem Anhang (siehe 9.4) entnommen werden. 
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7.1.6.11 Van’t Hoff Analyse der Duplexbildung  

Mithilfe der aufgezeichneten Duplex-Schmelzkurven sind die thermodynamische Zu-

standsgrößen ΔH0, ΔS0 sowie ΔG0 zur Charakterisierung der Duplexbildung zugänglich. 

Durch Gleichsetzen der beiden Gleichungen zur Berechnung der freien Standard Gibbs-

Energie gemäß  

    ∆G0 = −RTln(Ka) = ∆H0 − T∆S0    (3) 

ergibt sich durch Umformung und Umstellen nach ln(Ka) ein linearer Zusammenhang 

gemäß 

     ln(Ka) = −
∆H0

RT
−

∆S0

R
     (4) 

, wobei die Affinitätskonstante Ka als Verhältnis der Konzentrationen der Duplex zu den 

ungebunden vorliegenden Einzelsträngen definiert ist. Genauer ist der Parameter Ka in 

vereinfachter Form über das Massenwirkungsgesetz als das Verhältni s des rechneri-

schen Produkts der Produktkonzentrationen zum rechnerischen Produkt der Eduktkon-

zentrationen definiert. Konkret auf den Fall der Duplexbildung ange wandt ergibt sich 

demnach Ka zu 

   𝐾𝑎 =
[𝐷𝑢𝑝𝑙𝑒𝑥]

[𝑆𝑡𝑟𝑎𝑛𝑔1]∙[𝑆𝑡𝑟𝑎𝑛𝑔2]
=  

[𝐷𝑢𝑝𝑙𝑒𝑥]

[𝑆𝑡𝑟𝑎𝑛𝑔12]2
=  

𝜃𝑇

(1−𝜃𝑇)2
   (5) 

, wobei die Konzentration der Duplex mit θT (fraction folded) angegeben wird. Da beide 

Einzelstränge im äquimolaren Verhältnis zueinander vorliegen, können beide Konzent-

rationen zu [Strang12] zusammengezogen werden. Zur Bestimmung der Zahlenwerte 

von θT  und damit von ln(Ka) können die zur Bestimmung der Duplex-Schmelztemperatur 

herangezogenen Hilfsgeraden θ1 und θ0 verwendet werden. Der absolute Anteil der 

Duplex ist hierbei als Maß der Differenz der Hyperchromizitätswerte zwischen der 

extrapolierten oberen Asymptote (θ0) und der Ausgleichsgeraden (θ0.5) erhältlich. Setzt 

man diesen Wert mit dem Wert des durch die Hilfsgeraden θ 1 und θ0 aufgespannten 

Hyperchromizitätsbereichs ins Verhältnis, so ergibt sich der prozentuale Anteil der 

Duplex zu 

     𝜃𝑇[%] =
H(θ0)−H(x)

H(θ0)−H(θ1)
     (6) 

, wobei H(x) den Hyperchromizitätswert des Sigmoids bei Temperatur X darstellt. Durch 

Auftragung der nun zugänglichen Werte von ln(Ka) (Gleichung 5) gegen den reziproken 

Wert der Temperatur in Kelvin wird eine Gerade erhalten, aus deren Steigung der Wert 
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für ΔH0 entnommen werden kann. Aus dem Y-Achsenabschnitt ist ΔS0 erhältlich (Glei-

chung 4). Die Van’t-Hoff-Darstellungen der jeweiligen Duplices können dem Anhang 

(siehe 9.5) entnommen werden. 

7.1.7 Hydrolysekinetik von Phosphoramidaten 

Hydrolysekinetiken bei einem pH-Wert von 7.4 wurden in zweifach konzentriertem 

Sörensen-Puffer und einem Gesamtphosphatgehalt von 160  mM bei 37 °C aufgenom-

men. Hydrolysekinetiken bei einem pH-Wert von 4 wurden in deuterierter Acetat-Puf-

fer (1 M) bei 37 °C aufgenommen. Zur Untersuchung der aliphatischer Modell-Amidate 

wurden 1H und 31P-NMR-Spektren über einen Zeitraum von mindestens 24  h stündlich 

aufgenommen. Zur Untersuchung imidazolischer Modell-Amidate wurden 1H und 31P-

Spektren über einen Zeitraum von maximal 12 h in Abständen von mindestens 10 min. 

aufgenommen. Die Hydrolyse wurde im Fall der aliphatischer Modell-Amidate durch 

Verhältnisbildung des integrierten Edukt- und Hydrolyseproduktsignals im 31P-Spekt-

rum bestimmt. Die Hydrolyse wurde im Fall imidazolischer Modell-Amidate durch Ver-

hältnisbildung eines charakteristischen und basisliniengetrennten, integrierten Edukt- 

und Hydrolyseproduktsignals im 1H-NMR-Spektrum bestimmt. Die erhaltenen Werte 

der Hydrolyse wurden gegen die Zeit in Stunden aufgetragen und die Kurve durch einen 

exponentiellen Fit mit zero-offset angenähert (Y = y0 + A0exp(-x/t), Box Lucas Fit). An-

hand der erhaltenen Fit-Parameter wurde die Gleichung für einen Hydrolyse-Wert von 

Y = 0,50  nach der Zeit x umgestellt. Der erhaltene Zeit-Wert x des Box Lucas Fit ent-

spricht der Halbwertszeit t1/2 in [h]. 

7.1.8 Hydrolyse von Dinukleotid-N-Alkyl-Phosphoramidaten 

7.1.8.1 Herstellung von humanem Zelllysat 

Zur Gewinnung des humanen Lysats wurden U937-Zellen in RPMI-Medium der Firma 

Thermo Fischer Scientific in einer Petrischale ausgesät und für 11  d bei 37°C im Inku-

bator wachsen gelassen. Währenddessen wurde zweimal eine Teilung der Zellmenge 

auf zwei Petrischalen vorgenommen und dabei das Medium erneuert. Durch  Zentrifu-

gation (4000 g, 4 °C) wurde das Medium vom Zellpellet getrennt und der Überstand 

entfernt. Das so erhaltene Pellet wurde mit PBS-Puffer (pH 7.4) der Firma Thermo Fi-

scher Scientific gewaschen und anschließend in PBS -Puffer (45 mL) aufgenommen. Es 

wurden 150,000,000 Zellen gezählt und durch Zentrifugation (4000  g, 4 °C) die Zellen 
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vom Puffer getrennt. Das so erhaltene Zellpellet wurde bei 0  °C mit Lyse-Puffer (40 mL) 

und einer Tablette des Protease-Inhibitor-Cocktails von der Firma Roche versetzt. Es  

fand eine Zelllyse auf Eis per Ultraschall statt (fünf Zyklen und 20% Leistung mit 15  s 

Pulszeit und jeweils 45 s Pause). Durch erneute Zentrifugation (17000 g, 4 °C) wurde 

der Zellrückstand als Pellet vom Zelllysat getrennt. Der Überstand wurde in Eppend orf-

Caps aliquotiert (200 µL) und bei – 80 °C gelagert. 

7.1.8.2 Darstellung des Lyse-Puffers 

Für 10 mL des Lyse-Puffers wurden ein 1M Tris-HCl-Puffer (pH 7.5, 500 L), NaCl 

(58.4 mg), 1M DTT-Lösung (Dithiothreitol, 10  L), Glycerol (500 L) und 250 mM PMSF-

Lösung (8 L) in Milli-Q-Wasser (5 mL) gelöst und mit Milli-Q-Wasser auf 10 mL aufge-

füllt. 

7.1.8.3 Durchführung der Hydrolysebestimmung 

Zu jedem Assay wurde eine frisch hergestellte Kalibriergerade in Milli -Q-Wasser ver-

messen. Hierzu wurde zuerst die 20  mM Stammlösung (in DMSO) der jeweiligen Probe 

mit Milli-Q-Wasser zu einer 100 M Lösung verdünnt. In weiteren Verdünnungsschrit-

ten wurden nun Konzentrationen von 15 M, 3 M, 1.5 M, 0.75 M und 0.3 M er-

halten, die die Kalibrierpunkte darstellten. Anschließend wurden 30  L jedes dieser Ka-

librierpunkte mit 60 L der Stopplösung (1.5 M Diphenhydramin-Lösung als interner 

Standard in MeCN) versetzt. Folgende Endkonzentrationen wurden somit für die Kalib-

riergerade erhalten: 5  M, 1 M, 0.5 M, 0.25 M und 0.1 M. Die finale Konzentra-

tion des internen Standards Diphenhydramin betrug 1  M. Für die Assays wurden zu 

sechs verschiedenen Inkubationszeitpunkten jeweils Duplikate gemessen. Für Messun-

gen in humanem Lysat wurden folgende Zeitpunkte gewählt: 0 1 min. (Zugabe von 

Stopplösung vor zu testender Substanz), 0 2 min. (Zugabe von Stopplösung nach zu tes-

tender Substanz, innerhalb von 5 s), 15 min, 30 min, 60 min und 150 min. Die Inkuba-

tionstemperatur betrug stets 37  °C. Pro Assay wurden 12 Eppendorf-Caps benötigt und 

in den Caps wurden 27 L biologisches Medium vorgelegt. Die zu testende Substanz 

(3 L einer 100 M wässrigen Lösung) wurde zugegeben, ausgenommen für den Zeit-

punkt 01 min. In der so erhaltenen Lösung lag eine Substanzkonzentration von 10  M 

vor. Nach Erreichen der jeweiligen Zeitpunkte wurde immer zu zwei Caps die Stopplö-

sung (60 L einer 1.5 M Diphenhydramin-Lösung als interner Standard in MeCN) 
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gegeben. Die finale Substanz-Konzentration lag somit bei 3.3  M und die von Diphen-

hydramin bei 1.0 M. Nach Zugabe der Stopplösung wurden die Caps 1  min. bei 

17000 g zentrifugiert und der Überstand für die HPLC -HRMS-Analyse in Messvials über-

führt. Es wurde die HPLC-Methode 11 gemäß der Arbeit von Verena Böttner verwendet 

(VB_MEOH40Grad_26).[413]  Zur Bestimmung der Halbwertszeiten wurden die ermittel-

ten Konzentrationen gegen die Zeit aufgetragen. Es wurde ein Zerfall erster Ordnung 

angenommen und entsprechend Exponentialfunktionen gefittet. Aus den daraus resul-

tierenden Exponentialgleichungen konnte die Halbwertszeit berechnet werden.  

7.2 Oligonucleotide und ihre Konjugate 

7.2.1 Reagenzien für den DNA-/RNA-Synthesizer 

Die am Synthesizer verwendeten Reagenzien, Modifizierer und Lösungsmittel sind im 

Folgenden aufgelistet. 

Lösungsmittel:  Acetonitril, Reinheitsgrad for DNA synthesis (Sigma-Aldrich). 

   Pyridin Reinheitsgrad 99.5%, Extratrocken über Molekularsieb  (

   Across Organics). 

Dimethylformamid, Reinheitsgrad 99.8%, Extratrocken über Mole-

kularsieb  (Across Organics). 

Entschützung: Trichloressigsäure (3% in DCM, Sigma-Aldrich). 

Aktivator:  Hyacinth BMT (0.25 M in MeCN, empBiotech). 

Oxidation:  Zum Phosphat-Triester: THF/H2O/Py/I2, (66/12/22/0.6, v/v/v/w) 

(Sigma Aldrich). 

Zum Phosphorthioat-Triester: 0.05 M DDTT (Pyabs./MeCNabs., 

60/40, v/v) (Glen Research). 

Capping:  Cap A, (THF, Essigsäureanhydrid, Pyridin , 8/1/1, /v/v/v) + Cap B  

  (MeCN/N-Methylimidazol/Py, 8/1/1, v/v/v) (beide Sigma Aldrich). 

   Ultramild Capping Pac2-Anhydrid (5 wt% in THF/Py, 1:1, v/v).  

5’-Modifizierer: DBCO-dT-Phosphoramidit (0.05 M in MeCN, Glen Research); Cy5-

   amidit (0.05 M in MeCN/DCM, 3/1, v/v), Glen Research). 

Monomere: Ultramild-Amidite (Ac-dC-CE, Pac-dA-CE, iPr-Pac-dG-CE); dT-CE 

   (Glen Research). 
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CPG-Säulen: dT-CPG (1000 Å), Ac-dC-CPG (1000 Å), Pac-dA-CPG (1000 Å), iPr-

   Pac-dG-CPG (1000 Å) (K&A). 

7.2.2 Synthese von Oligonucleotiden und ihrer Konjugate 

Automatisierte festphasengestützte Oligonucleotidsynthese 

Sämtliche Synthesen von festphasengebundenen Oligonucleotiden wurden an einem 

Gerät der Firma K&A (Modell H-8 Standard) unter Schutzgasatmosphäre (Argon, 5.0)  

und striktem Wasserausschluss durchgeführt. Als Syntheseplattform wurden CPG -ge-

füllte Säulen mit einer Beladung von 200 nmol/Säule des Startnukleosids und einer Po-

rengröße von 1000 Å gewählt (K&A). Der Synthesezyklus bestand aus 4 Schritten: 1. 

Entschützung 2. Kupplung 3. Oxidation 4. Capping. Die im Vergleich zur klassischen Syn-

these von Phosphaten invertierte Reihenfolge von Oxidation und Capping ist zur Erzeu-

gung eines Phosphorthioat-Backbones obligatorisch. Zu Beginn der Synthese wurde die 

endständige 5'-DMTr-Schutzgruppe des Startnukleosides durch Spülen des CPGs mit 

TCA (3% in DCM) entfernt und die Menge an verfügbaren Startnukleosid UV-Vis spekt-

roskopisch durch Detektion des dimensionslosen Transmissionswerts des gebildeten 

Tritylkations erfasst (V k). Anschließend erfolgte die Kupplung eines entsprechenden 

Phosphoramidit-Monomers unter Aktivierung der freigelegten 5' -OH Gruppe mit Akti-

vator-Lösung (0.25 BMT) unter Bildung eines Phosphit-Triesters. Dieser wurde durch 

Spülen der Säule mit Oxidations-Lösung (0.05 M DDTT) in den entsprechende Phos-

phorthioat-Triester überführt. Zuletzt erfolgte die Absättigung nicht umgesetzter 5'-

OH Gruppen mit der Capping-Lösung (5% Pac2) unter Bildung eines Pac-Esters, welcher 

in nachfolgenden Kupplung nicht weiterreagiert. Daraufhin erfolgte die Entschützung 

des ersten gekuppelten Nukleosids, mit dessen Transmissionswert (V 2) die Kupplungs-

effizienz (Yk) unter Zuhilfenahme des Tritylmonitor Kalibrationswerts (VCAL = 1100) ge-

mäß der folgend Gleichung bestimmt wurde: 

Yk =
log

Vk
VCAL

log
V2

VCAL

∙ 100% 

Bei Werten von V2 ≥ 50 wurde die Synthese des Oligonucleotids abgebrochen, da eine 

Fortführung jeder weiteren Kupplung zu einem massiven Einbruch der Gesamtausbeute 

geführt hätte. Eine tabellarische Übersicht zur Programmierung der einzelnen Schritte 
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(Kupplungs- und Reaktionszeiten) der automatisierten Festphasensynthese kann dem 

Anhang entnommen werden (siehe 9.1). 

Konjugation ausgewählter Liganden an DBCO-dT/Cy5-modifizierte Oligonucleotide 

Das CPG-Material der Säulen wurde aus diesen mechanisch entfernt und in ein Kryo-

Vial (ca. 1.5 mL) gegeben. Das Material wurde mit einer Stammlösung des gewünschten 

Liganden in DCM (4 µmol Ligand, 20 äq., 500 µL, 8 mM) überschichtet und mithilfe ei-

nes Vortexers (IKA) suspendiert. Die Reaktionslösung wurde in einem Thermoschüttler 

unter Lichtausschluss inkubiert (40 °C, 900 rpm, 24 h). Im Anschluss wurde die Reakti-

onslösung zentrifugiert (20  °C, 5 mins., 4 krpm) und der Überstand mithilfe einer Pi-

pette vorsichtig entfernt und verworfen. Das CPG-Material wurde zwei weitere Male 

mit 500 µL frischem DCM gewaschen. 

Abspaltung der Oligonucleotide vom CPG-Träger und Abspaltung der Schutzgruppen  

Nach vorsichtiger Trocknung des CPG-Materials in einem Argon-Strom wurde das Ma-

terial mit 1000 µL einer frischen, wässrigen ammoniakalkalischen Lösung (25% NH4OH) 

überschichtet. Die Reaktionslösung wurde in einem Thermoschüttler unter Lichtaus-

schluss inkubiert (25 °C, 900 rpm, 2 h). Im Anschluss wurde die Reaktionslösung zent-

rifugiert (20 °C, 5 mins., 4 krpm) und der Überstand mithilfe einer Pipette vorsichtig in 

ein Eppendorfgefäß (1.5 mL) transferiert. Das CPG-Material wurde zwei weitere Male 

mit 200 µL frischem, ultrareinem Wasser (R > 18.2 MΩcm bzw. κ = 0,055 µS/cm) gewa-

schen und die Überstände vereinigt (insgesamt ca. 1400 µL). Die vereinigten Über-

stände wurden an einer Vakuumzentrifuge (SpeedVac SPD130DLX, Thermo Fisher ) auf 

ca. 500 µL eingeengt (20 mbar, 65 °C, 30 min) und unmittelbar danach chromatogra-

phisch aufgereinigt (siehe 7.1.6.7). 

7.3 Kompetitionsassay am Estrogenrezeptor Alpha 

Die zur Konjugation verwendeten Liganden sowie die ausgewählten Standards Tamoxi-

fen, Norendoxifen, Endoxifen, 4-Hydroxytamoxifen, Estradiol, Ethinylestradiol und Est-

ron wurden in einem Kompetitionsassay auf ihre Bindungsaffinät zum Estrogenrezeptor 

Alpha (ERα) gemäß einer angepassten Vorschrift von Gurer  et al . untersucht.[302]  Der 

ursprüngliche Assay wurde hierzu vom 96 -Wel-Format auf das 384-Well-Format umge-

stellt und durch die Bestimmung der Bindungsaffinität der o.g. Standards v erifiziert 



7. Experimenteller Teil   147 

(siehe 4.4.1). Hierbei wurde cytosolischer, in Insektenzellen exprimierter, nativer und 

humaner ERα der Firma ThermoFisher Scientific  im Qualitätsgrad Research Grade  ein-

gesetzt. Als fluoreszente Sonde wurde Coumestrol der Firma Merck im Qualitätsgrad 

BioReagent, suitable for fluorescence, ≥97.5% (HPLC)  eingesetzt. Als Positivkontrolle 

wurde 17β-Estradiol (E2) im Qualitätsgrad suitable for cell culture  verwendet. Als Ne-

gativkontrolle wurde ein frisch hergestellter Mastermix aus ERα und Coumestrol ver-

wendet. Zur Herstellung von Verdünnungen wurde der im ERα -Kit mitgelieferte ES2 

Screening Buffer (BB) zunächst mit DMSO versetzt (4%, v/v) und sodann als Binding 

Buffer eingesetzt. Die seriellen Verdünnungen wurden in Well -Platten im 384er Format 

der Firma Corning  (Ref: 4514; schwarz, non-binding surface, U-bottom) angesetzt. Die 

Platten wurden an einem Mikrotiterplatten-Lesegrät der Firma BMG Labtech  (Modell 

POLARstar Omega) mit Top-Optik vermessen. Die Anregungswellenlänge betrug 

355 nm, die Emissionswellenlänge 405 nm, die Bandbreite beider Filter betrug 20  nm. 

Zur Datenerfassung und –ausgabe wurden die implementierten Programme (Omega 

Star, Version 1.30; Mars Data Analysis, Version 2.10 R3) mit folgenden Einstellungen 

verwendet: Positioning Delay = 0.2  s, No. of flashes per well = 20, Gain-Value = 1500. 

Unmittelbar vor Beginn der Messung wurde die Well -Platte innerhalb des Gerätes ge-

schüttelt (double-orbital, 10 s, 500 rpm). Mit diesen Einstellungen wurden Fluores-

zenzsintensitäten im Bereich 6·105 bis 19·105 erzielt. Die folgende, allgemeine Arbeits-

vorschrift ist für eine Messung von zwei Testsubstanzen in 12 seriellen Verdünnungen 

im Sextuplikat mit Positiv- und Negativkontrollen (je 12 Wells) ausgegeben (14 Reihen, 

12 Verdünnungen, 168 Wells).  

Stammlösungen der Testsubstanzen 

Verdünnungen der zu testenden Substanzen wurden im Konzentrationsbereich von 

10 µM–0.05 nM in serieller Verdünnung mit dem Faktor 3 (12 Verdünnungen) in den 

Wells der Testplatte angesetzt. Hierzu wurden zunächst Stammlösungen der Substan-

zen zu 1 mM in DMSO angesetzt (in 1000 µL), von welchen je 8  µL in ein PCR-Röhrchen 

(200 µL Gesamtvolumen) zusammen mit 192  µL BB gegeben wurden (= Tube A, 40 µM). 

Jede weitere serielle Verdünnung ergibt sich durch Entnahme von 40  µL aus dem vo-

rangegangen Röhrchen (Start bei Tube A) und Zugabe zu 80 µL BB im folgenden PCR-

Röhrchen (hier  z.B. Tube-B, Gesamtvolumen 120 µL). So wurden sukzessiv zunächst 12 

Verdünnungen mit einer je vierfach höheren Konzentration als im Well benötigt 
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erhalten (40 µM-0.20 nM). Die serielle Verdünnung wurde zur Erzeugung eines biologi-

schen Replikates neu aus der Stammlösung (1  mM) angesetzt. Die Stammlösung selbst 

wurde nach Lagerung bei -25 °C spätestens nach zwei Wochen verworfen.  

Stammlösung der Positivkontrolle (Kpos.) 

Aus einer Stammlösung von E2 in DMSO (1 mM) wurden 24 µL entnommen und zu 

576 µL BB in einem Eppendorfgefäß (1.5  mL) gegeben. Das Gesamtvolumen wurde auf 

sechs PCR-Röhrchen zu je 100 µL aufgeteilt (6x 100 µL à 40 µM). Die Konzentration war 

vierfach höher als im Well benötigt wird. Die Lösungen wurden zur Erzeugung eines 

biologischen Replikates neu aus der Stammlösung (1  mM) angesetzt. Die Stammlösung 

selbst wurde nach Lagerung bei -25 °C spätestens nach zwei Wochen verworfen.  

Stammlösung des Mastermix (Negativkontrol le Kneg.) 

Aus der kommerziellen Rezeptor-Stammlösung (hier z.B. 3770 nM) wurden 106 µL zu 

894 µL BB zur Herstellung einer Verdünnung gegeben (1000  µL, 400 nM). Die Konzent-

ration war vierfach höher als im Well benötigt wird.  

Aus einer Stammlösung von Coumestrol in DMSO (1 mM) wurden zunächst 10 µL zu 

90 µL BB gegeben (100 µL, 100 µM). Aus dieser Lösung wurden wiederum 8  µL zu 392 µL 

BB geben (400 µL, 2 µM). Aus dieser Lösung wurden wiederum 200 µL zu 800 µL BB ge-

geben (1000 µL, 400 nM). Die Konzentration ist vierfach höher als im Well benötigt 

wurde. 

Die beiden Verdünnungen von Coumestrol (400 nM, 1000 µL) und ERα (400  nM, 

1000 µL) wurden in einem Eppendorfgefäß (2.5  mL) vereinigt und durch vorsichtiges 

Aufziehen und Leeren der 1 mL-Pipettenspitze vermischt (nicht vortexen!). Die Kon-

zentration des Mastermix war zweifach höher als im Well benötigt w urde. Der Master-

mix wurde eine halbe Stunde vor Zugabe zur Well-Platte unter Lichtausschluss auf Eis 

gestellt. 

Präparieren der Messplatte  

Mithilfe einer Zwölfkanal-Pipette mit 6 Spitzen zu je 10 µL am Ende einer Seite wurden 

zunächst 5 µL BB in jedes Well pipettiert, in die Wells der Negativkontrolle wurden zu-

dem weitere 5 µL BB gegeben (10 µL gesamt). Anschließend wurden 5 µL der Verdün-

nung der Positivkontrolle (40 µM) in die Wells der Positivkontrolle gegeben ( Wells B2-
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L2, 10 µL gesamt). Die Konzentration der Positivkontrolle ist nun  zweifach höher als im 

Well benötigt wird (20 µM). Je 5 µL der jeweiligen Verdünnung der Testsubstanzen wur-

den in die vorgesehenen Wells gegeben. Substanz 1: Verdünnungen entlang der Wells 

B3-M3, technische Replikate entlang der Wells B3-B8 (10 µL gesamt). Substanz 2: Ver-

dünnungen entlang der Wells B9-M9, technische Replikate entlang der Wells B9-B14 

(10 µL gesamt). Die Konzentrationen der seriellen Verdünnungen sind nun zweifach hö-

her als im Well benötigt wird (20  µM -0.10 nM). Zuletzt wurden 10 µL des Mastermix (je 

200 nM ERα und Coumestrol) in jedes Well gegeben. Mit Erreichen des finalen Arbeits-

volumens von 20 µL pro Well sind die gewünschten Arbeitskonzentrationen erreicht 

(Positivkontrolle: 10 µM E2 + je 100 nM ERα und Coumestrol, Negativkontrolle: je 

100 nM ERα und Coumestrol, serielle Verdünnungen: 10  µM -0.05 nM + je 100 nM ERα 

und Coumestrol). Die fertig präparierte Well -Platte wurde auf einem feuchten Tuch in 

einen Lagerkasten für Mikroröhrchen gelegt, verschlossen, und 1  h bei Raumtempera-

tur bei mittlerer Geschwindigkeit auf einen Wippschüttler gestellt. Nach Ablauf dieser  

Zeit wurde die Platte unter o.g. Konditionen vermessen.  

Auswertung des Assays 

Die dimensionslosen Werte der erhaltenen Fluoreszenzintensitäten wurden in Coum-

estrol-Verdrängung  transformiert, indem die Werte der Intensitäten der seriellen Ver-

dünnungen (IX) mit den gemittelten Intensitätswerten der Positivkontrolle (Ī +) und der 

Negativkontrolle (Ī-) gemäß der Formel 

Coumestrol − Verdrängung [%] =
I̅

+ − I−

I̅
− − I̅

+
 

in Bezug gesetzt wurden. Die nun in Prozent vorliegenden Werte wurden gegen den 

negativen dekadischen Logarithmus der Konzentration (in [M]) aufgetragen. Mess-

werte außerhalb des Streuungsbereichs wurden aus der Auswertung entfernt (maximal 

3 Werte). Die Werte wurden mithilfe der 4-Parameter-Logistik Funktion DoseResp  der 

Kategorie Growth/Sigmoidal  in Origin2020b  angenähert. Dem Fit konnten relative  IC50-

Werte entnommen werden.  

Die Güte des Assays konnte zudem über den von Zhang et al. eingeführten dimensions-

losen Z-Faktor gemäß der folgenden Formel bewertet werden. [324] 

𝑍 = 1 −  
3𝜎+ + 3𝜎−

|𝐼+̅ − 𝐼−̅|
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Die Parameter σ+ und σ- waren hierbei die Standardabweichungen der Werte Ī+ und Ī-. 

Der Z-Faktor erlaubte eine Aussage über die dynamische Breite des Signals sowie über 

das Verhältnis des gemessenen Signals im Vergleich zum „Grundrauschen.“ Je kleiner 

der Wert des Zählers, umso größer ist das Separationsband, d.h. die Werte für Positiv -  

resp. Negativkontrolle lagen weit genug auseinander, um sie klar voneinander trennen 

zu können.[325]  Der Assay ist gut geeignet und valide (Z = 0.5) bzw. hervorrangend ge-

eignet (Z = 0.8). Es wurden Werte von Z im Bereich von 0.6-0.9 gefunden. 

7.4 Biologische Testung in vitro 

Die Biologische Testung wurde von Frau Dr. Charlotte Dahlem im Arbeitskreis von 

Frau Prof. Dr. Alexandra Kiemer durchgeführt.  

7.4.1 Zelltestung 

Herstellung der Kulturmedien 

Für die in vitro-Experimente wurden T47D-Zellen (ER-exprimierend) in RMPI-1640-Me-

dium (Sigma #R0883) und HepG2-Zellen (ER-defizitär) in DMEM-Medium (Sigma 

#D6546), bei 5% CO2 und 37 °C unter wasserdampfgesättigter Atmosphäre kultiviert. 

Die Medien wurden mit 10% FCS, 100  U/mL Penicillin, 100 mg/mL Streptomycin und 

2 mM Glutamin supplementiert. Das Passagieren der Zelllinien erfolgte nach Vorgaben 

der American Type Culture Collection (ATCC).  

Kultivierung der Zelllinien 

Für die in vitro  Experimente wurden T47D-Zellen (ER-angereichert) in RMPI-1640-Me-

dium und HepG2-Zellen (ER-defizitär) in DMEM-Medium kultiviert. Die Zellen wurden 

in einem Brutschrank bei 5% CO 2 und 37 °C unter wasserdampfgesättigter Atmosphäre 

in 96-Well Platten ausgesäht. 

Passagieren der Zellen 

Subkulturen wurden gemäß den Vorgaben der American Type Culture Collection (ATCC) 

erzeugt. 

Proliferation 

15000 Zellen wurden in einer 96-Well Platte pro Well ausgesät. Am darauf folgenden 

Tag wurden die Zellen mit 100 µL einer 500 nM Lösung des jeweiligen Konjugats 
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(50 pmol) in TE-Puffer (1x) dem Überstand der Transfektion zugeführt. Die Konfluenz 

wurde mikroskopisch mit einem automatisiertem IncuCyte® S3 System überwacht und 

auf den ersten Messpunkt unmittelbar nach der ersten Behandlung normalisiert.  

Apoptose 

Die Aktivierung von Caspase 3/7 wurde parallel zur Konfluenz mithilfe des automati-

sierten IncuCyte® S3 Systems analysiert. Am darauffolgenden Tag wurden die Über-

stände in den Wells durch im gleichen Medium gelöstes IncuCyte® Caspase-3/7 Green  

Reagenz (Sartorius, #4440) gemäß dem Herstellerprotokoll ausgetauscht. 2  h später 

wurden die Zellen dann mit dem Überstand, welcher die 500  nM Lösung des jeweiligen 

Konjugates beinhaltet oder Staurosporin (Positivkontrolle) behandelt. Konfluenz und 

apoptotische Eregnisse wurden parallel überwacht. Fluoreszenzsignale, welche durch 

apoptotische Zellen hervorgerufen werden, wurden auf die Zellkonfluenz normiert.  

Transfektion 

Transfektion wurde nach Herstellerangaben des Lipofectamin 3000  Kits (Thermo Fisher 

Scientific) durchgeführt. 

Western Blot 

Die Zellen wurden nach 72 h in RIPA Lysepuffer mit einem Proteaseinhibitor-Mix (Roche  

#4693159001) lysiert. Das Lysat wurde bei 10000 x g und 4 °C für 10 min. zentrifugiert. 

Der Proteingehalt wurde über den Pierce BCA-Assay bestimmt und 30 µg Protein mit-

hilfe eines 12% SDS-PAGE Gels aufgetrennt und auf Nitrocellulose Membranen trans-

feriert (Merck, Immobilon-FL #IPFL00010). 

Die Membranen wurden via Behandlung in Rockland Blocking Buffer für 2  h geblockt 

und mit den primären Antikörpern Anti-Bcl-2 (1:1.000, Cell signaling #4223) oder Anti-

Tubulin (1:2.000, Merk #T9026) bei 4 °C über Nacht inkubiert. IRDye680-konjugiertes 

Anti-rabbit Immunglobulin G (lgG) (LI-COR Bioscience #926-68071) und IRDye800-kon-

jugiertes Anti-mouse Immunglobulin G (LI-COR Biosciences  #926-32210) wurden als se-

kundäre Antikörper für 2  h bei Raumtemperatur verwendet. Die Signalintensitäten von 

Bcl-2 und Tubulin wurden unter Verwendung eines Odyssey near-infrared imaging sys-

tem von LI-COR Bioscience bestimmt. Die Intensitäten wurden unter Verwendung von 

Image Studio lite quantifiziert. 
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Immunofluoreszenz 

Die Zellen wurden in Kammerobjektträgern ausgesät und am nächsten Tag für 24  h mit 

einer 500 nM Lösung des jeweiligen Konjugats behandelt. Die Zellen wurden fixiert (4% 

PFA), permeabilisiert (0.2% TritonX-100 in PBS) und geblockt (2% BSA, 10% FCS in 0 .05% 

Tween-20/PBS) bevor sie mit primären Antikörper (anti -ER alpha 1:200, Santa Cruz #sc-

8005 in Blocking Buffer) bei 4°C über Nacht inkubiert wurden. Die Zellen wurden gewa-

schen und mit sekundärem Antikörper (Anti-mouse AlexaFluor488 1:200, Molecular 

Probes  #A11017) für 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Der Zellkern wurde durch Be-

handlung mit DAPI (10 ng/ml) für 15 min. angefärbt. Die Proben wurden für das Imaging 

mit FluorSave (Merk #345789) vorbereitet. Fluoreszenzmikroskopie wurde mithilfe ei-

nes Zeiss Cell Observer Microscope  durchgeführt. 

Statistische Analyse 

Die Datenanalyse erfolgte mit MS-Excel (Microsoft), die statistische Auswertung mit 

OriginPro (Additive). Falls nicht anders angegeben, wurden die Experimente in biologi-

schen Triplikaten inklusive zweier technischer Replikate durchgeführt. Die Daten sind 

als Mittelwerte mit zugehöriger Standardabweichung (± SEM) angegeben. Zur Statisti-

schen Analyse wurde one-way ANOVA  mithilfe der Tukey's posthoc analysis durchge-

führt. 

7.5 Synthesen 

7.5.1 Synthese von Triphenylethylen-Derivaten 

4-(4-Hydroxybenzoyl)phenylpivalat 

 

Synthese ausgehend von 4,4'-Dihydroxybenzophenon 

4,4'-Dihydroxybenzophenon 20  (5.35 g, 25.0 mmol) wurde in THF (60 mL) gelöst und 

mit Natriumhydrid (60% in Mineralöl, 1.65 g, 27.5 mmol) portionsweise über einen 

Zeitraum von 15 min. unter Eisbadkühlung versetzt. Nach 30 min. wurde zu der Sus-

pension Pivalinsäurechlorid (3.1  mL, 25.0 mmol) portionsweise über einen Zeitraum 
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von 15 min. unter weiterer Eisbadkühlung hinzugetropft und die Reaktionsmischung 

weitere 2 h bei Raumtemperatur gerührt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von Was-

ser (40 mL) beendet und das Reaktionsvolumen auf ca. ein Drittel im Vakuum einge-

engt. Das Reaktionsgemisch wurde mit Essigsäureethylester extrahiert (4  x 50 mL) und 

die vereinigten organischen Phasen über Natriumsulfat getrocknet. Nach Filtration 

wurde das Lösungsmittel im Vakuum entfernt und der Rückstand säulenchromatogra-

phisch an Kieselgel gereinigt (5 x 20 cm, DCM:EtOAc 19:1). Die Titelverbindung wurde 

als weißer, fluffiger Feststoff erhalten. 

Ausbeute: 3.37 g (11.3 mmol, 46%). 

Synthese ausgehend von 4,4'-Bis(trimethylacetoxy)benzophenon 

4,4'-Bis(trimethylacetoxy)benzophenon (3.82  g, 10.0 mmol) wurde in DMSO (100  mL) 

gelöst und mit Kaliumcarbonat (1.38 g, 10.0 mmol) und 4,4‘-Dihydroxybenzophenon 

(2.14 g, 10.0 mmol) versetzt. Die Reaktion wurde 4 h bei Raumtemperatur gerührt,  

durch Zugabe von dest. Wasser (400 mL) beendet und das Reaktionsgemisch mit Essig-

säureethylester (4 x 100 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden 

mit Natriumchlorid-Lösung (100 mL) gewaschen und über Natriumsulfat getrocknet. 

Nach Filtration wurde das Lösungsmittel im Vakuum entfernt und der Rückstand säu-

lenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (5  x 20 cm, DCM:EtOAc 19:1). Die Titelver-

bindung wurde als weißer, fluffiger Feststoff erhalten.  

Ausbeute: 2.60 g (8.72 mmol, 87%). 

DC: Rf  = 0.65 (DCM:EtOAc 19:1). 

1H-NMR  (500 MHz, (CD3)2CO, δ in ppm):  

1.37 (s, 9H, C(CH3)3), 6.98 (d, J  = 8.9 Hz, 2H, H-2), 7.31 (d, J = 8.6 Hz, 2H, H-2’), 7.70 (d, 

J = 8.8 Hz, 2H, H-3), 7.82 (d, J = 8.6 Hz, 2H, H-3’), 9.30 (s, 1H, OH). 

13C-NMR  (126 MHz, (CD3)2CO, δ in ppm): 

27.30 (C(CH3)3), 39.81 (C(CH3)3), 116.04 (C-3’), 122.53 (C-2), 130.01 (C-1’), 131.84 (C-

2’), 133.44 (C-3), 136.82 (C-4), 155.01 (C-1), 162.13 (C-4’), 176.96 (OC(=O)C(CH3)3), 

194.45 (C=O). 

Schmelzpunkt: Tm = 169 °C. 

IR (ATR): 𝜈 ̃ [cm-1] = 2972, 2874, 2770, 1752, 1638, 1599, 1252, 1199, 1109, 1030.  

UV/Vis (MeOH): λmax = 257, 294. 
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MS (ESI+): m/z = 299.2 [M+H]+. 

HRMS (ESI+): C18H18O4 (298.12)    ber.: 299.1277 [M+H]+ 

        gef.: 299.1283 [M+H]+. 

4-(4-hydroxybenzoyl)phenylpivalat 

 

4,4'-Dihydroxybenzophenon 20 (9.97 g, 46.5 mmol) wurde in DMF (100 mL) gelöst und 

mit Cäsiumcarbonat (45.6 g, 140 mmol) versetzt. Die Suspension wurde zunächst auf 

80°C erhitzt und 2-(Dimethylamino)ethylchlorid-Hydrochlorid (7.27 g, 50.5 mmol) por-

tionsweise über einen Zeitraum von 2 h zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde 20 h 

bei 80°C gerührt. Das Reaktionsgemisch wurde auf Raumtemperatur gebracht und die 

Reaktion durch Zugabe von gesättigter Ammoniumchlorid -Lösung (300 mL) beendet. 

Die Reaktionsmischung wurde mit Essigsäureethylester (4  x 100 mL) extrahiert und die 

vereinigten organischen Phasen über Natriumsulfat getrocknet. Nach Filtration wurde 

das Lösungsmittel im Vakuum entfernt und der Rückstand säulenchro matographisch an 

Kieselgel gereinigt (3 x 24 cm, EtOAc:MeOH 9:1 + 1% NEt3). Die Titelverbindung wurde 

als beiger Feststoff erhalten.  

Ausbeute: 5.64 g (19.8 mmol, 42%). 

DC: Rf  = 0.25 (EtOAc:MeOH 9:1 + 1% NEt3). 

1H-NMR  (500 MHz, MeOD4, δ in ppm):  

2.37 (s, 6H, N(CH3)2), 2.82 (t, J  = 5.4 Hz, 2H, (CH2)N), 4.20 (t, J  = 5.4 Hz, 2H, (OCH2), 6.80 

(d, J = 8.8 Hz, 2H, H-3’), 6.84 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H-2), 7.65 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H-3), 7.71 

(d, J = 8.8 Hz, 2H, H-2’). 

13C-NMR  (126 MHz, MeOD4, δ in ppm):  

45.46 (N(CH3)2), 57.93 ((CH2)N), 65.18 (OCH2), 113.81 (C-2), 115.50 (C-3’), 130.98 (C-

2’), 132.14 (C-3), 132.37 (C-4), 132.48 (1’)161.62 (C-4’), 165.12 (C-1), 194.41 (C=O). 

Schmelzpunkt: Tm = 89 °C. 

IR (ATR): 𝜈 ̃ [cm-1] = 3441, 2962, 2664, 2497, 1793, 1640, 1595, 1576,  1458, 1244. 
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UV/VIS/Vis (MeOH): λmax = 222, 294. 

MS (ESI+): m/z = 286.1 [M+H]+. 

HRMS (ESI+): C17H19NO3 (285.13)    ber.: 286.1437 [M+H]+ 

        gef.: 286.1426 [M+H]+. 

4-(4-(2-(Dimethylamino)ethoxy)benzoyl)phenylpivalat  

 

(4-(2-(dimethylamino)ethoxy)phenyl)(4 -hydroxyphenyl)methanon 26 (3.79 g, 

13.3 mmol) wurde in THF (60 mL) gelöst und mit Natriumhydrid (60% in Mineralöl, 

840 mg, 21.0 mmol) portionsweise über einen Zeitraum von 15 min. unter Eisbadküh-

lung versetzt. Nach 15 min. wurde unter Eisbadkühlung Pivalinsäurechlorid (1.9  mL, 

15.9 mmol) portionsweise über einen Zeitraum von 15 min. zugetropft und die Reakti-

onsmischung 1 h bei Raumtemperatur gerührt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 

Wasser (50 mL) beendet und das Reaktionsvolumen auf ca. ein Drittel im Vakuum ein-

geengt. Das Gemisch wurde mit Essigsäureethylester (3 x 50 mL) extrahiert, die verei-

nigten organischen Phasen mit gesättigter Natriumchlorid-Lösung gewaschen (50 mL) 

und über Natriumsulfat getrocknet. Nach Filtration wurde das Lösungsmittel im Va-

kuum entfernt und der Rückstand säulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt 

(DCM:MeOH 10:1 + 1% NEt3). Die Titelverbindung wurde als gelblicher Feststoff er hal-

ten. 

Ausbeute: 4.68 g (12.7 mmol, 95%). 

DC: Rf  = 0.32 (DCM:MeOH 10:1 + 1% NEt 3). 

1H-NMR  (500 MHz, MeOD4, δ in ppm):  

1.38 (s, 9H, C(CH3)3), 2.36 (s, 6H, N(CH3)2), 2.48 (t, J = 5.6 Hz, 2H, (CH2)N), 4.18 (t, J = 

5.6 Hz, 2H, (OCH2), 6.99 (d, J  = 8.8 Hz, 2H, H-2), 7.18 (d, J  = 8.8 Hz, 2H, H-3’), 7.81 (d, J  

= 8.8 Hz, 2H, H-3), 7.82 (d, J  = 8.8 Hz, 2H, H-2’). 

13C-NMR  (126 MHz, MeOD4, δ in ppm):  
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27.08 (s, 9H, C(CH3)3), 39.20 (s, 9H, C(CH3)3), 45.81 (N(CH3)2), 58.04 ((CH2)N), 66.12 

(OCH2), 114.13 (C-2), 121.35 (C-3’), 130.18 (C-2’), 131.26 (C-4), 132.43 (C-3), 135.52 (C-

1’), 154.01 (4 ’), 162.41 (C-1), 176.67 (OC(=O)C(CH3)3), 194.41 (C=O). 

Schmelzpunkt: Tm = 96 °C. 

IR (ATR): 𝜈 ̃ [cm-1] = 2972, 2874, 2770, 1752, 1638, 1599, 1252, 1199, 1109, 1030.  

UV/VIS (MeOH): λmax = 287. 

MS (ESI+): m/z = 370.3 [M+H]+. 

HRMS (ESI+): C22H27NO4 (369.19)    ber.: 370.2012 [M+H]+ 

        gef.: 370.2001 [M+H]+. 

4,4'-(2-Phenylbut-1-ene-1,1-diyl)diphenol  

 

Zink (4.11 g, 62.5 mmol) wurde in THF (40 mL) suspendiert, unter Eisbadkühlung zügig 

mit Titan(IV)-Chlorid (3.2 mL, 28.5 mmol) versetzt und die Reaktionslösung für 3  h zum 

Rückfluss erhitzt. Die Reaktionsmischung wurde auf Raumtemperatur gebracht und 

eine Lösung von 4,4'-Dihydroxybenzophenon 20  (1.07 g, 5.00 mmol) und Propiophenon 

(2.0 mL, 15.0 mmol) in THF (40 mL) zügig hinzu getropft. Die Reaktionsmischung wurde 

3 h unter Lichtausschluss zum Rückfluss erhitzt und auf Raumte mperatur gebracht. Die 

Reaktionsmischung wurde in eine Kaliumcarbonat-Lösung (10%, 200 mL) gegossen und 

filtriert. Der Filterkuchen wurde in Essigsäureethylester resuspendiert und erneut fil-

triert. Der Vorgang wurde zweimal wiederholt. Die Phasen der vereinigten Filtrate wur-

den getrennt, die wässrige Phase auf ca. ein Drittel des Gesamtvolumen im Vakuum 

eingeengt und mit Essigsäureethylester (4 x 30 mL) extrahiert. Die vereinigten organi-

schen Phasen wurde mit gesättigter Natriumchlorid-Lösung gewaschen (50 mL) und 

über Natriumsulfat getrocknet. Nach Filtration wurde das Lösungsmittel im Vakuum 

entfernt. Die Titelverbindung kann entweder säulenchromatographisch an Kieselgel 



7. Experimenteller Teil   157 

gereinigt werden (31 x 1.5 cm, DCM:MeOH 9:1) oder durch mehrfaches Fällen aus n-

Hexan als weißes Pulver erhalten werden (E/Z = >99:1).  

Ausbeute: 1.03 g (3.27 mmol, 65%). 

DC: Rf  = 0.50 (EtOAc:PE 1:4). 

1H-NMR  (500 MHz, MeOD4, δ in ppm):  

0.92 (t, J = 7.5 Hz, 3H, H-12), 2.47 (q, J = 7.5  Hz, 2H, 11-H), 6.40 (d, J = 8.8 Hz, 2H, H-8), 

6.65 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H-2), 6.76 (d, J = 8.8 Hz, 2H, H-7), 7.02 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H-3), 

7.04-7.16 (m, 5H, H-14/15/16). 

13C-NMR  (126 MHz, MeOD4, δ in ppm):  

14.09 (C-12), 30.00 (C-11), 115.19 (C-8), 115.94 (C-2), 127.0 (C-3), 128.97 (C-7), 131.06 

+ 131.73 + 133.20 (C-14/15/16), 136.33 + 136.70 (C-5/10), 140.14 + 141.64 + 144.42 (C -

4/6/13), 156.45 + 157.34 (C-1/9). 

Schmelzpunkt: Tm = 200 °C. 

IR (ATR): 𝜈 ̃ [cm-1] = 3400, 3039, 2960, 2870, 1670, 1505, 1430, 1234, 1166, 1103.  

UV/VIS (MeOH): λmax = 289. 

MS (ESI+): m/z = 317.3 [M+H]+. 

HRMS (ESI+): C22H20O2 (316.14)    ber.: 317.1530 [M+H]+ 

        gef.: 317.1492 [M+H]+. 

4-(1-(4-Hydroxyphenyl)-2-phenylbut-1-en-1-yl)phenylpivalat 

 

Zink (11.5 g, 175 mmol) wurde in THF (120 mL) suspendiert, unter Eisbadkühlung zügig 

mit Titan(IV)-Chlorid (8.8 mL, 80.0 mmol) versetzt und die Reaktionslösung für 2  h zum 

Rückfluss erhitzt. Die Reaktionsmischung wurde auf Raumtemperatur gebracht und 

eine Lösung von 4-(4-Hydroxybenzoyl)phenylpivalat 22  (4.17 g, 14.0 mmol) und Propi-

ophenon (5.6 mL, 42.0 mmol) in THF (120 mL) zügig hinzu getropft. Die 
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Reaktionsmischung wurde 3  h unter Lichtausschluss zum Rückfluss erhitzt und auf 

Raumtemperatur gebracht. Die Die Reaktionsmischung wurde in eine Kalium carbonat-

Lösung gegossen (10%, 400 mL) und filtriert. Der Filterkuchen wurde in Essigsäureet-

hylester resuspendiert und erneut filtriert (2x). Die Phasen der vereinigten Filtrate w ur-

den getrennt, die wässrige auf ein ca. Drittel des Gesamtvolumen im Vakuum eingeengt 

und mit Essigsäureethylester (4 x 100 mL) extrahiert. Die vereinigte organische Phase 

wurde mit gesättigter Natriumchlorid-Lösung gewaschen (100 mL) und über Natri-

umsulfat getrocknet. Nach Filtration wurde das Lösungsmittel im Vakuum entfernt. Die 

Titelverbindung kann entweder säulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt wer-

den (31 x 1.5 cm, DCM:MeOH 9:1) oder auch durch mehrfaches Fällen aus n-Hexan als  

weißes Pulver erhalten werden (E/Z = >99:1).  

Ausbeute: 5.50 g (13.7 mmol, 98%). 

DC: Rf  = 0.29 (EtOAc:PE 1:7). 

1H-NMR  (500 MHz, MeOD4, δ in ppm):  

0.92 (t, J = 7.5 Hz, 3H, H-12), 1.39 (s, 9H, C(CH3)3), 2.47 (q, J = 7.5 Hz, 2H, 11-H), 6.40 

(d, J = 8.8 Hz, 2H, H-8), 6.65 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H-2), 6.76 (d, J = 8.8 Hz, 2H, H-7), 7.02 

(d, J = 8.5 Hz, 2H, H-3), 7.04-7.16 (m, 5H, H-14/15/16). 

13C-NMR  (126 MHz, MeOD4, δ in ppm):  

14.09 (C-12), 30.00 (C-11), 115.19 (C-8), 115.94 (C-2), 127.0 (C-3), 128.97 (C-7), 131.06 

+ 131.73 + 133.20 (C-14/15/16), 136.33 + 136.70 (C-5/10), 140.14 + 141.64 + 144.42 (C -

4/6/13), 156.45 + 157.34 (C-1/9), 175.33 (OC(=O)C(CH3)3). 

Schmelzpunkt: Tm = 173 °C. 

IR (ATR): 𝜈 ̃ [cm-1] = 3446, 3058, 2968, 2931, 2869, 1728, 1610, 1510, 1269, 1191.  

UV/VIS (MeOH): λmax = 277. 

MS (ESI+): m/z = 423.2 [M+Na]+. 

HRMS (ESI+): C27H28O3 (400.20)    ber.: 401.2038 [M+H]+ 

        gef.: 401.2068 [M+H]+. 
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4-(1-(4-Hydroxyphenyl)-2-phenylbut-1-en-1-yl)phenylpivalat 

 

Zu einer Lösung von 4-(1-(4-Hydroxyphenyl)-2-phenylbut-1-en-1-yl)phenylpivalat 23  

(401 mg, 1.00 mmol) in DCM (3.0 mL) wurde Triethylamin (280 µL, 2.00 mmol) und 4-

(Dimethylamino)pyridin (5.8 mg, 50 µmol) gegeben und die Reaktionsmischung porti-

onsweise mit tert-Butyldimethylsilylchlorid (158 mg, 1.05 mmol) über einen Zeitraum 

von 5 min. versetzt. Die Reaktionsmischung wurde für 1  h bei Raumtemperatur gerührt 

und die Reaktion durch Zugabe von dest. Wasser (1.0 mL) beendet. Das Lösungsmittel 

wurde im Vakuum entfernt und der Rückstand in Essigsäureethylester (10  mL) aufge-

nommen. Die organische Phase wurde mit gesättigter Natriumchlorid -Lösung (5.0 mL) 

gewaschen und über Natriumsulfat getrocknet. Nach Filtration wurde das Lösungsmit-

tel im Vakuum entfernt und das Rohprodukt säulenchromatographisch an Kieselgel ge-

reinigt (18 x 3 cm, PE:EtOAc 9:1). Die Titelverbindung wurde als weißer Schaum erhal-

ten (E/Z = >99:1). 

Ausbeute: 424 mg (0.734 mmol, 83%). 

DC: Rf  = 0.64 (PE:EtOAc 9:1).  

1H-NMR  (500 MHz, CDCl3, δ in ppm):  

0.11 (s, 6H, Si(CH3)2), 0.93 (m, 12H, H-12 + SiC(CH3)3), 1.38 (s, 9H, C(CH3)3), 2.48 (q, J = 

7.2 Hz, 2H, H-11), 6.48 (d, J = 8.8 Hz, 2H, H-8), 6.71 (d, J = 8.8 Hz, 2H, H-8), 7.05 (d, J = 

8.8 Hz, 2H, H-2), 7.09-7.19 (m, 5H, H-14/15/16), 7.26 (d, J = 8.8 Hz, 2H, H-3). 

13C-NMR  (126 MHz, CDCl3, δ in ppm):  

-4.50 (Si(CH3)2), 13.56 (C-12), 25.65 (SiC(CH3)3), 27.14 (C(CH3)3), 28.87 (C-11), 39.09 

(C(CH3)3), 119.01 (C-7), 121.03 (C-2), 125.99 + 127.77 + 129.94 + 130.39 (C-3/14/15/16), 

131.83 (C-8), 135.90 + 137.58 + 141.08 + 141.69 + 142.26 (C -4/5/6/10/13), 149.66 + 

153.61 (C-1/9), 177.13 (OC(=O)C(CH3)3). 

Schmelzpunkt: Tm = 140 °C (Zersetzung). 
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IR (ATR): 𝜈 ̃ [cm-1] = 3058, 3029, 2956, 2927, 2856, 1603, 1505, 1462, 1360, 1252.  

UV/VIS (MeOH): λmax = 218, 242, 281. 

MS (ESI+): m/z = 515.3 [M+H]+. 

HRMS (ESI+): C33H42O3Si (514.29)    ber.: 515.2975 [M+H]+ 

        gef.: 515.3053 [M+H]+. 

Benzyl-(2-Hydroxyethyl)-N-(methyl)-carbamat 

 

Zu einer Lösung von Ethanolamin (2.52 g, 33.6 mmol) in DCM (100 mL) wurde Triethyl-

amin (6.1 mL, 43.7 mmol) hinzugegeben und die Reaktionsmischung mit Chlorameisen-

säurebenzylester (5.2 mL, 37.0 mmol) tropfenweise unter Eisbadkühlung über einen 

Zeitraum von 10 min. versetzt. Die Reaktion wurde für 16 h bei Raumtemperatur ge-

rührt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von Zitronensäure-Lösung (10%, 100 mL) be-

endet, die organische Phase mit Wasser (100  mL) gewaschen und über Natriumsulfat 

getrocknet. Nach Filtration wurde das Lösungsmittel im Vakuum entfernt und das Roh-

produkt säulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (17  x 3 cm, PE:EtOAc 

1:1→2:3). Die Titelverbindung wurde als klares, farbloses Öl erhalten.  

Ausbeute: 6.76 g (32.3 mmol, 96%). 

DC: Rf  = 0.22 (PE:EtOAc 1:1).  

1H-NMR  (500 MHz, CDCl3, δ in ppm):  

2.24 (s, 1H, OH), 3.01 (s, 3H, NCH3), 3.46 (t, J = 4.7 Hz, 2H, H-2), 3.69-3.84 (m, 2H, H-1), 

5.14 (s, 2H, H-1’), 7.29-7.39 (m, 5H, H-3’/4’/5’). 

13C-NMR  (126 MHz, CDCl3, δ in ppm): 

14.16 (NCH3), 21.00 (C-2), 60.37 (C-1’), 67.28 (C-1), 127.86 + 128.01 + 128.48 (C-

3’/4’/5’), 136.60 (C-2’), 171.14 (NC(=O)O). 

IR (ATR): 𝜈 ̃ [cm-1] = 3445, 3031, 2945, 2884, 1676, 1454, 1403, 1211, 1154, 1050.  

UV/VIS (MeOH): λmax = 221, 258. 

MS (ESI+): m/z = 210.1 [M+Na]+. 
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HRMS (ESI+): C11H15NO3 (209.10)    ber.: 210.1124 [M+H]+ 

        gef.: 210.1119 [M+H]+. 

Benzyl-(2-Tosylethyl)-N-(methyl)-carbamat 

 

Zu einer Lösung von Benzyl-(2-Hydroxyethyl)(methyl)-carbamat 33 (840 mg, 

4.00 mmol) in DCM (12 mL) wurde Triethylamin (2.8 mL, 20.0 mmol) und 4-(Dimethyl-

amino)pyridin (49.0 mg, 0.400 mmol) hinzugegeben und die Reaktionsmischung mit 

para-Toluolsulfonsäurechlorid (1.91  g, 10.0 mmol) portionsweise über einen Zeitraum 

von 10 min. versetzt. Die Reaktion wurde für 3  h bei Raumtemperatur gerührt. Die Re-

aktion wurde durch Zugabe von Zitronensäure-Lösung (10%, 20 mL) beendet, die orga-

nische Phase mit dest. Wasser (10 mL) gewaschen und über Natriumsulfat getrocknet. 

Nach Filtration wurde das Lösungsmittel im Vakuum entfernt und das Rohprodukt säu-

lenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (29  x 2.5 cm, PE:EtOAc 1:1). Die Titelver-

bindung wurde als dunkelgelbes Öl erhalten. 

Ausbeute: 790 mg (2.40 mmol, 60%). 

DC: Rf  = 0.58 (PE:EtOAc 1:1).  

1H-NMR  (500 MHz, CDCl3, δ in ppm):  

2.43 (s, 3H, NCH3), 2.45 (s, 3H, NCH3
i), 2.91 (s, 3H, 5’’), 2.96 (s, 3H, 5 ’’i), 3.50-3.56 (m, 

4H, H-2/2i), 4.09-4.16 (m, 2H, H-1), 4.19 (t, J  = 5.2 Hz, 2H, H-1 i), 5.06 (s, 2H, 1’), 5.08 (s,  

2H, 1’i), 7.24-7.41 (m, 14H, H-3’/4’/5’/3’i/4’i/5’i/2’’/3’’), 7.73 (d, J  = 7.8 Hz, H-2’’i), 7.78 

(d, J = 8.2 Hz, H-3’’i). 

13C-NMR  (126 MHz, CDCl3, δ in ppm): 

21.59 (br) (5’’/5’’ i), 35.90 (br) (NCH3/NCH3
i), 47.45 (C-2), 48.58 (C-2), 67.15 + 67.30 + 

67.82 + 68.47 (C-1/1i/1’’/1’’i), 127.68 + 127.83 (br) + 127.90 + 127.99 + 128.05 + 128.47 

(br) + 129.87 (br) (C- H-3’/4’/5’/3’i/4’i/5’i/2’’/3’’/2’’i/3’’i), 132.64 (C-4’’), 132.73 (C-4’’ i),  
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136.37 (C-2’), 136.48 (C-2’i), 144.89 (1’’), 144.96 (1’’i), 155.62 (NC(=O)O), 156.10 

(NC(=O)Oi). 

IR (ATR): 𝜈 ̃ [cm-1] = 3021, 2890, 2335, 1721, 1599, 1497, 1448, 1211, 1122, 1028.  

UV/VIS (MeOH): λmax = 225, 257, 262. 

MS (ESI+): m/z = 364.2 [M+Na]+. 

HRMS (ESI+): C18H21NO5S (363.11)    ber.: 364.1212 [M+H]+, 

        gef.: 364.1203 [M+H]+. 

Benzyl-(2-Bromethyl)-N-(methyl)-carbamat 

 

Zu einer Lösung von Benzyl-(2-Hydroxyethyl)(methyl)-carbamat 33 (840 mg, 

4.00 mmol) in DCM (26 mL) wurde Triphenylphosphin (1.15 g, 4.40 mmol) hinzugege-

ben und die Reaktionsmischung mit Tetrabromkohlenstoff (1.46 g, 4.40 mmol) porti-

onsweise über einen Zeitraum von 10 min. versetzt. Die Reaktion wurde für 16  h bei 

Raumtemperatur gerührt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von dest. Wasser (5.0 mL) 

beendet, die organische Phase mit gesättigter Natriumchlorid-Lösung (10 mL) gewa-

schen und über Natriumsulfat getrocknet. Nach Filtration wurde das Lösungsmittel im 

Vakuum entfernt und das Rohprodukt säulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt 

(29 x 3 cm, PE:EtOAc 1:1). Die Titelverbindung w urde als klares, gelbes Öl erhalten.  

Ausbeute: 1.07 g (3.93 mmol, 98%). 

DC: Rf  = 0.25 (PE:EtOAc 1:1).  

1H-NMR  (500 MHz, CDCl3, δ in ppm):  

3.33 (s, 3H, NCH 3), 4.00 (t, J = 8.0 Hz, 2H, H-2), 4.75 (t, J = 8.0 Hz, 2H, H-1), 4.95 (s, 2H, 

H-1’), 7.69-7.88 (m, 5H, H-3’/4’/5’). 

13C-NMR  (126 MHz, CDCl3, δ in ppm):  

31.08 (NCH3), 33.55 (C-2), 46.78 (C-1’), 61.43 (C-1), 128.37 + 128.74 + 128.98 (C-

3’/4’/5’), 137.72 (C-2’), 158.76 (NC(=O)O). 

IR (ATR): 𝜈 ̃ [cm-1] = 3449, 2890, 2731, 1729, 1497, 1440, 1403, 1268, 1122, 1042. 
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UV/VIS (MeOH): λmax = 225, 257, 262. 

MS (ESI+): m/z = 272.1 [M+Na]+. 

HRMS (ESI+): C11H14BrNO2 (271.02)   ber.: 272.0280 [M+H]+, 

        gef.: 272.0278 [M+H]+. 

4-(1-(4-(2-(Dimethylamino)ethoxy)phenyl)-2-phenylbut-1-en-1-yl)phenylpivalat  

 

Synthese ausgehend von 4-(4-(2-(Dimethylamino)ethoxy)benzoyl)phenylpivalat 24  

Zink (4.71 g, 72 mmol) wurde in THF (130 mL) suspendiert, unter Eisbadkühlung zügig 

mit Titan(IV)-Chlorid (3.9 mL, 36.0 mmol) versetzt und die Reaktionslösung für 2  h zum 

Rückfluss erhitzt. Die Reaktionsmischung wurde auf Raumtemperatur gebracht und 

eine Lösung von 4-(4-(2-(Dimethylamino)ethoxy)benzoyl)phenylpivalat 24  (3.35 g, 

9.1 mmol) und Propiophenon (3.60 mL, 27 mmol) in THF (80 mL) zügig hinzu getropft. 

Die Reaktionsmischung wurde 3 h unter Lichtausschluss zum Rückfluss erhitzt und auf 

Raumtemperatur gebracht. Die Die Reaktionsmischung wurde in eine Kalium carbonat-

Lösung gegossen (10%, 150 mL) und filtriert. Der Filterkuchen wurde in Essigsäureet-

hylester resuspendiert und erneut filtriert. Die Phasen der vereinigten Filtrate wurden 

getrennt, die Wässrige auf ca. ein Drittel  des Gesamtvolumen im Vakuum eingeengt 

und mit Essigester extrahiert (4  x 50 mL). Die vereinigten organischen Phasen wurde 

mit gesättigter Natriumchlorid-Lösung gewaschen (100 mL) und über Natriumsulfat ge-

trocknet. Nach Filtration wurde das Lösungsmittel im Vakuum entfernt. Der Rückstand 

wurde säulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (32  x 2.5 cm, DCM:MeOH 12:1 

+ 1% NEt3) und die Titelverbindung als weißer Feststoff erhalten (E/Z = 4.3:1.0).  

Ausbeute: 2.55 g (5.40 mmol, 60%). 

Synthese ausgehend von Synthese von 4-(1-(4-Hydroxyphenyl)-2-phenylbut-1-en-1-

yl)phenylpivalat 22  
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Zu einer Lösung von 4-(1-(4-Hydroxyphenyl)-2-phenylbut-1-en-1-yl)phenylpivalat 

(801 mg, 2.00 mmol) 22  in Dimethylformamid (7.0 mL) wurde Cäsiumcarbonat (2.28 g, 

7.00 mmol) gegeben und die Reaktionsmischung auf 50°C erhitzt. 2 -Dimethylamino-

ethylchlorid Hydrochlorid (677  mg, 4.70 mmol) wurde portionsweise über einen Zeit-

raum von 15 min. hinzugefügt und das Reaktionsgemisch für 4  h auf 80 °C erhitzt. Die 

Reaktionsmischung wurde auf Raumtemperatur gebracht, filtriert und das Lösungsmit-

tel im Vakuum entfernt. Der Rückstand wurde in Essigsäureethylester (50  mL) aufge-

nommen, die organische Phase mit Natriumchlorid-Lösung (20 mL) gewaschen und 

über Natriumsulfat getrocknet. Nach Filtration wurde das Lösungsmittel im Vakuum 

entfernt und das Rohprodukt säulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt 

(25 x 1.5 cm, DCM:MeOH 9:1). Die Titelverbindung wurde als weißer Feststoff erhalten 

(E/Z = 1.3:1.0). 

Ausbeute: 140 mg (0.296 mmol, 15%). 

DC: Rf  = 0.29 (DCM:MeOH 9:1). 

1H-NMR  (500 MHz, CDCl3, δ in ppm):  

0.92 (2 x t, J = 7.3 Hz, 6H, H-12/12i), 1.29 (s, 9H, C(CH3)3), 1.38 (s, 9H, C(CH3)3
i), 2.31 (s, 

6H, N(CH3)2), 2.37 (s, 6H, N(CH3)2
i), 2.49 (2 x q, J  = 7.3 Hz, 4H, H-11/11i), 2.67 (t, J  = 

5.7 Hz, 2H, (CH)2N), 2.77 (t, J = 5.7 Hz, 2H, OCH2), 3.94 (t, J = 5.7 Hz, 2H, (CH)2Ni), 4.10 

(t, J  = 5.7 Hz, 2H, OCH2
i), 6.56 (d, J = 8.8 Hz, 2H, H-7), 6.71 (d, J  = 8.7 Hz, 2H, H-2i), 6.76 

(d, J = 8.8 Hz, 2H, H-8), 6.87 (d, J = 8.7 Hz, 2H, H-7i), 6.90 (d, J = 8.8 Hz, 2H, H-8i), 7.05 

(d, J = 8.5 Hz, 2H, H-8i), 7.03-7.28 (m, 14H, H-3/3i/14/14i/15/15i/16/16 i). 

13C-NMR  (126 MHz, CDCl3, δ in ppm):  

13.52 (br, C-12/12i), 27.03 (C(CH3)3), 27.10 (C(CH3)3
i), 28.96 (C-11), 29.04 (C-11i), 38.93 

(C(CH3)3), 39.05 (C(CH3)3
i), 45.86 (N(CH3)2), 45.89 (N(CH3)2

i), 58.24 ((CH2)N), 58.29 

((CH2)N i), 65.62 (OCH2), 65.85 (OCH2
i), 113.33 (C-8i), 114.06 (C-8), 120.17 (C-2), 121.01 

(C-2i), 126.01 + 126.11 + 127.83 + 127.85 + 129.62 (br) + 130.37 + 130.58 + 131.68 + 

131.85 (C-3/3i/7/7i/14/14i/15/15 i/16/16i), 135.25 + 135.79 + 137.34 + 137.45 (C-

5/5i/10/10i), 140.63 + 141.11 + 141.60 + 142.09 + 142.18 + 142.25 (C -4/4i/6/6i/13/13i),  

148.78 + 149.63 + 156.78 + 157.59 (C-1/1 i/9/9i), 176.89 (OC(=O)C(CH3)3), 177.08 

(OC(=O)C(CH3)3
i). 

Schmelzpunkt: Tm = 115 °C. 
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IR (ATR): 𝜈 ̃ [cm-1] = 2976, 2874, 2772, 2425, 1746, 1605, 1503, 1279, 1240, 1197.  

UV/VIS (MeOH): λmax = 237, 277. 

MS (ESI+): m/z = 472.3 [M+H]+. 

HRMS (ESI+): C31H37NO3 (471.27)    ber.: 472.2845 [M+H]+ 

        gef.: 472.2833 [M+H]+. 

4-(1-(4-(2-(((1-Chloroethoxy)carbonyl)(methyl)amino)ethoxy)phenyl)-2-phenylbut-1-

en-1-yl)phenylpivalat 

 

Zu einer Lösung von 4-(1-(4-(2-(Dimethylamino)ethoxy)phenyl) -2-phenylbut-1-en-1-

yl)phenylpivalat 27  (283 mg, 0.600 mmol) in 1,2-Dichlorethan (6.0 mL) wurde 1-Chlo-

rethylchloroformiat (390 µL, 3.60 mmol) tropfenweise über einen Zeitraum von 5 min. 

unter Eisbadkühlung zugegeben. Nach 10 min. wurde das Reaktionsgemisch zunächst 

auf Raumtemperatur erwärmt und für 20 h zum Rückfluss erhitzt. Die Reaktionsmi-

schung wurde auf Raumtemperatur gebracht und das Lösungsmittel im Vakuum ent-

fernt. Das Rohprodukt wurde säulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (30  x 2.5 

cm, EtOAc:PE 1:4) und die Titelverbindung als braunes, zähflüssiges Öl erhalten (E/Z = 

2.7:1.0). 

Ausbeute: 278 mg (0.492 mmol, 82%). 

DC: Rf  = 0.40 (EtOAc:PE 1:4).  

1H-NMR  (500 MHz, CDCl3, δ in ppm):  

0.93 (2 x t, J = 7.5 Hz, 6H, H-12/12i), 1.30 (s, 9H, C(CH3)3), 1.38 (s, 9H, C(CH3)3
i),1.75-

1.85 (m, 6H, O(Cl)CH(CH3)/O(Cl)CH(CH3)i), 2.53-2.45 (m, 4H, H-11/11i), 3.02 (d, J  = 

4.7 Hz, 3H, NCH3), 3.11 (d, J = 1.8 Hz, 3H, NCH3
i), 3.74-3.50 (m, 4H, (CH)2N/(CH)2N i),  

3.95-4.04 (m, 2H, OCH2), 4.11-4.20 (m, 2H, OCH2
i), 6.52 (d, J  = 8.8 Hz, 2H, H-7), 6.66-

6.55 (m, 2H, O(Cl)CH(CH3)/O(Cl)CH(CH3) i), 6.73 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H-2i), 6.78 (d, J = 
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8.8 Hz, 2H, H-8), 6.87 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H-3i), 6.85-6.90 (m, 4H, H-3i/7i), 7.06 (d, J = 

8.5 Hz, 2H, H-2), 7.05-7.21 (m, 10H, H-8i/14/14i/15/15i/16/16i), 7.24 (d, J  = 8.5 Hz, 2H, 

H-3). 

13C-NMR  (126 MHz, CDCl3, δ in ppm): 

13.50 (C-12), 14.60 (C-12i), 25.41 (br, O(Cl)CH(CH3)/O(Cl)CH(CH3) i), 27.04 (C(CH3)3),  

27.11 (C(CH3)3
i), 29.00 (C-11), 29.05 (C-11i), 35.59 (NCH3), 36.17 (NCH3), 38.94 

(C(CH3)3), 39.06 (C(CH3)3
i), 48.11 ((CH2)N), 49.04 ((CH2)N i), 65.79 (OCH2), 66.09 (OCH2

i), 

83.05 (O(Cl)CH(CH3)), 83.09 (O(Cl)CH(CH3)i), 113.19 (C-7), 113.96 + 113.99 (C-3i/7i), 

120.22 (C-2i), 121.07 (C-2), 130.35 (C-3), 126.09 + 126.17 + 127.89 + 129.59 + 130.69 + 

130.71 + 131.65 (C-8 i/14/14i/15/15i/16/16i), 131.99 (C-8), 135.62 + 135.72 + 136.16 + 

136.26 +137.21 + 137.24 + 137.32 + 137.35 + 141.82 + 141.87 (C -

4/4i/5/5i/6/6i/10/10i/13/13i), 153.28 + 153.55 + 156.26 + 156.40 + 157.10 + 157.24 (C -

1/1i/9/9i/CH3NC(O)O/CH3NC(O)Oi), 176.87 (OC(=O)C(CH3)3), 177.06 (OC(=O)C(CH3)3
i). 

IR (ATR): 𝜈 ̃ [cm-1] = 2976, 2874, 2772, 2425, 1746, 1605, 1503, 1279, 1240, 1197.  

UV/VIS (MeOH): λmax = 238, 276. 

MS (ESI+): m/z = 564.3 [M+H]+. 

HRMS (ESI+): C33H38ClNO5 (563.24)  ber.: 564.2511 [M+H]+, 

       gef.: 564.2611 [M+H]+,  

ber.: 458.2689 [-C(=O)O(ClCH(CH3)]+, 

       gef.: 458.2674 [-C(=O)O(ClCH(CH3)]+. 

4-(1-(4-(2-(Methylamino)ethoxy)phenyl)-2-phenylbut-1-en-1-yl)phenol 

(Endoxifen) 

 

Zu einer auf -78 °C gekühlten Lösung von 4-(1-(4-(2-(((1-Chloroethoxy)carbonyl)(me-

thyl)amino)ethoxy)phenyl)-2-phenylbut-1-en-1-yl)phenylpivalat 27 (800 mg, 

1.42 mmol) in Tetrahydrofuran (50 mL) wurde Methyllithium (1.6  M in Diethylether, 
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12.0 mL, 19.2 mmol) tropfenweise über eine Zeitraum von 10 min. zugegeben und für 

2 h bei -78 °C gerührt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von gesättigter Ammonium-

chlorid-Lösung (4.0 mL) beendet und die Reaktionsmischung auf ca. ein Drittel des Ge-

samtvolumens im Vakuum eingeengt. Das Reaktionsgemisch wurde mit Essigsäureet-

hylester (4 x 20 mL) extrahiert und die vereinigte organische Phase über Natriumsulfat 

getrocknet. Nach Filtration wurde das Lösungsmittel im Vakuum entfernt und das Roh-

produkt säulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (31  x 1.5 cm, DCM:MeOH 9:1 

+ 1% NEt3). Die Titelverbindung wurde als weißer Feststoff erhalten (E/Z = 4.5:1.0).  

Ausbeute: 344 mg (0.920 mmol, 65%). 

DC: Rf  = 0.24 (DCM:MeOH 9:1 + 1% NEt 3). 

1H-NMR  (500 MHz, CDCl3, δ in ppm):  

0.93 (2 x t, J  = 7.5 Hz, 6H, H-12/12i), 2.45-2.52 (m, 7H, H-11/11i/NCH3), 2.55 (s, 3H, 

NCH3
i), 2.93 (t, J = 5.0 Hz, 3H, CH2N), 3.02 (t, J = 5.0 Hz, 2H, CH2N i), 3.96 (t, J = 5.0 Hz, 

2H, OCH2), 4.11 (t, J = 5.0 Hz, 2H, OCH2
i), 6.42 (d, J = 8.8 Hz, 2H, H-7i), 6.50 (d, J = 8.8 Hz, 

2H, H-7), 6.67 (d, J = 8.8 Hz, 2H, H-8i), 6.75 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H-2), 6.76 (d, J = 8.8 Hz, 

2H, H-8), 6.85 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H-2i), 7.03 (d, J  = 8.5 Hz, 2H, H-3), 7.07-7.18 (m, 12H, 

H-3i/14/14i/15/15i/16/16i). 

13C-NMR  (126 MHz, CDCl3, δ in ppm):  

13.61 (C-12), 13.64 (C-12i), 28.96 (C-11), 29.05 (C-11i), 35.92 (NCH3), 35.99 (NCH3
i),  

50.60 ((CH2)N), 50.68 ((CH2)N i), 66.20 (OCH2), 66.49 (OCH2
i), 113.19 (C-7), 113.95 (C-

2i), 114.95 (7 i), 115.19 (C-2), 125.82 (br) + 127.78 + 127.81 + 129.71 (br) + 130.58 + 

130.69 (C-3/3i/14/14i/15/15 i/16/16i), 131.94 + 132.06 (C-8/8i), 134.98 + 135.29 + 

136.22 + 136.70 + 137.93 (br) + 140.70 + 140.79 + 142.68 + 142.72 (C-

4/4i/5/5i/6/6i/10/10i/13/13i), 154.50 + 155.48 + 156.42 + 157.28 (C-1/1i/9/9i). 

Schmelzpunkt: Tm = 130 °C (Zersetzung). 

IR (ATR): 𝜈 ̃ [cm-1] = 3433, 3039, 2974, 2866, 2766, 1607, 1505, 1440, 1366, 1277.  

UV/VIS (MeOH): λmax = 210, 244, 285. 

MS (ESI+): m/z = 374.3 [M+H]+. 

HRMS (ESI+): C25H27NO2 (373.20)    ber.: 374.2114 [M+H]+ 

        gef.: 374.2103 [M+H]+. 
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4-(1-(4-(2-(dimethylamino)ethoxy)phenyl)-2-phenylbut-1-en-1-yl)phenol 

(4-Hydroxytamoxifen)  

 

Zu einer Lösung von 4-(1-(4-(2-(Dimethylamino)ethoxy)phenyl) -2-phenylbut-1-en-1-

yl)phenylpivalat 27  (132 mg, 280 µmol) in Tetrahydrofuran/Methanol (6.0 mL, 1:1) 

wurde Natronlauge (1 M, 1.0 mL, 560 µmol) gegeben und das Reaktionsgemisch 2  h bei 

Raumtemperatur gerührt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von Salzsäure (6  M, 

500 µL) beendet und das Lösungsmittel im Vakuum entfernt. Der Rückstand wurde in  

Essigsäureethylester (20 mL) aufgenommen, die organische Phase mit gesättigter Nat-

riumchlorid-Lösung gewaschen (10 mL) und über Natriumsulfat getrocknet. Nach Filt-

ration wurde das Lösungsmittel im Vakuum entfernt und das Rohprodukt säulenchro-

matographisch an Kieselgel gereinigt (24 x 1.5 cm, DCM:MeOH 9:1 + 1% NEt3). Die Ti-

telverbindung wurde als weißer Feststoff erhalten (E/Z = 2.7:1.0).  

Ausbeute: 93.0 mg (240 µmol, 86%). 

DC: Rf  = 0.29 (DCM:MeOH 9:1 + 1% NEt 3). 

1H-NMR  (500 MHz, CDCl3, δ in ppm):  

0.92 (2 x t, J  = 7.5 Hz, 6H, H-12/12i), 2.39 (s, 6H, N(CH3)2), 2.45 (s, 6H, N(CH3)2
i), 2.47-

2.53 (m, 4H, H-11/11i), 2.78 (t, J  = 5.3 Hz, 3H, CH2N), 2.88 (t, J  = 5.3 Hz, 3H, CH2Ni), 3.92 

(t, J  = 5.3 Hz, 2H, OCH2), 4.10 (t, J = 5.3 Hz, 2H, OCH2
i), 6.29 (d, J = 7.8 Hz, 2H, H-7i), 6.46 

(d, J = 8.5 Hz, 2H, H-7), 6.64-6.71 (m, 6H, H-2i/8/8i), 6.80 (d, J = 8.2 Hz, 2H, H-2 i), 7.04 

(d, J = 8.5 Hz, 2H, H-3), 7.07-7.18 (m, 12H, H-3i/14/14i/15/15i/16/16i). 

13C-NMR  (126 MHz, CDCl3, δ in ppm):  

13.61 (C-12), 13.66 (C-12i), 28.91 (C-11), 29.06 (C-11i), 44.95 (N(CH3)2), 45.10 (N(CH3)2
i), 

57.68 ((CH)2N), 57.93 ((CH)2N i), 64.07 (OCH2), 64.53 (OCH2
i), 112.95 (C-7), 113.74 (C-

2i), 114.69 (7 i), 115.38 (C-2), 125.73 (br) + 127.75 + 127.79 + 129.69 + 129.72 + 130.50 

+ 130.62 (C-3/3i/14/14i/15/15i/16/16 i), 131.89 + 132.05 (C-8/8i), 134.84 + 135.06 + 
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136.11 + 136.67 + 138.01 + 138.03 + 140.43 + 140.54 + 142.76 + 142.78 (C -

4/4i/5/5i/6/6i/10/10i/13/13i), 154.67 + 155.72 + 156.26 + 157.07 (C-1/1i/9/9i). 

Schmelzpunkt: Tm = 156 °C. 

IR (ATR): 𝜈 ̃ [cm-1] = 3433, 3039, 2974, 2866, 2766, 1607, 1505, 1440, 1366, 1277.  

UV/VIS (MeOH): λmax = 244, 286. 

MS (ESI+): m/z = 388.3 [M+H]+. 

HRMS (ESI+): C26H29NO2 (387.21)    ber.: 388.2270 [M+H]+, 

        gef.: 388.2258 [M+H]+. 

4-(1-(4-(2-Amino-2-oxoethoxy)phenyl)-2-phenylbut-1-en-1-yl)phenylpivalat 

 

Zu einer Lösung von 4-(1-(4-Hydroxyphenyl)-2-phenylbut-1-en-1-yl)phenylpivalat 23  

(2.00 g, 5.00 mmol) in Aceton (26.0 mL) wurde Kaliumcarbonat (2.76 g, 20.0 mmol) ge-

geben und Iodacetamid (1.01 g, 5.50 mmol) portionsweise über einen Zeitraum von 15 

min. hinzugefügt. Das Reaktionsgemisch wurde für 4  h zum Rückfluss erhitzt und an-

schließend auf Raumtemperatur gebracht. Das Lösungsmittel wurde im Vakuum ent-

fernt und der Rückstand in Essigsäureethylester (100  mL) aufgenommen. Die organi-

sche Phase wurde mit Natriumchlorid-Lösung gewaschen (25 mL) und über Natriumsul-

fat getrocknet. Nach Filtration wurde das Lösungsmittel im Vakuum entfernt und das 

Rohprodukt säulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (27  x 3.0 cm, PE:EtOAc 

1:3). Die Titelverbindung wurde als weißer Feststoff erhalten (E/Z = >99:1).  

Ausbeute: 2.20 g (4.81 mmol, 96%). 

DC: Rf  = 0.40 (PE:EtOAc 1:3).  

1H-NMR  (500 MHz, CDCl3, δ in ppm):  
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0.92 (t, J  = 7.4 Hz, 3H, H-12), 1.38 (s, 9H, C(CH3)3), 2.48 (q, J = 7.4 Hz, 2H, H-11), 4.37 (s,  

2H, OCH2), 6.57 (d, J = 8.8 Hz, 2H, H-7), 6.81 (d, J = 8.8 Hz, 2H, H-8), 7.03-7.26 (m, 9H, 

H-2/3/14/15/16). 

13C-NMR  (126 MHz, CDCl3, δ in ppm):  

13.49 (C-12), 27.13 (C(CH3)3), 29.04 (C-11), 39.09 ((C(CH3)3), 66.93 (OCH2), 113.53 (C-

7), 121.17 (C-2), 126.22 + 127.92 + 129.59 + 130.36 + 132.19 (C-3/8/14/15/16), 136.85 

+ 136.96 + 140.80 + 142.06 + 142.41 (C-4/5/6/10/13), 149.77 + 155.04 (C-1/9), 170.81 

(C(=O)NH2), 177.13 (OC(=O)C(CH3)3). 

Schmelzpunkt: Tm = 148 °C. 

IR (ATR): 𝜈 ̃ [cm-1] = 3476, 3423, 3162, 2972, 1752, 1666,  1601, 1505, 1476, 1407. 

UV/VIS (MeOH): λmax = 235, 277. 

MS (ESI+): m/z = 458.2 [M+H]+. 

HRMS (ESI+): C29H31NO4 (457.22)    ber.: 458.2325 [M+H]+, 

        gef.: 458.2326 [M+H]+. 

4-(1-(4-(2-Aminoethoxy)phenyl)-2-phenylbut-1-en-1-yl)phenol 

(Norendoxifen)  

 

Zu einer Lösung von Lithiumaluminiumhydrid (2.88  g, 76.0 mmol) und Aluminiumtrich-

lorid (2.93 g, 22.0 mmol) in THF (60 mL) wurde eine Lösung von 4-(1-(4-(2-Amino-2-

oxoethoxy)phenyl)-2-phenylbut-1-en-1-yl)phenylpivalat 29 (2.29 g, 5.00 mmol) in THF 

(60 mL) unter Eisbadkühlung portionsweise über einen Zeitraum von 30 min. hinzuge-

tropft. Das Reaktionsgemisch wurde für 16 h bei Raumtemperatur gerührt und die Re-

aktion durch Zugabe von Eiswasser (40  mL) beendet. Die Reaktionsmischung wurde fil-

triert und das Lösungsmittel auf ca. ein Drittel des Gesamtvolumens im Vakuum einge-

engt. Die Reaktionsmischung wurde mit Essigsäureethylester (3 x 50 mL) extrahiert, die 

vereinigte organische Phase mit gesättigter Natriumchlorid-Lösung (50 mL) gewaschen 
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und über Natriumsulfat getrocknet. Nach Filtration wurde das Lösungsmittel im Va-

kuum entfernt und das Rohprodukt säulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt 

(27 x 3.0 cm, PE:EtOAc 1:3). Die Titelverbindung wurde als weißer Feststoff erhalten 

(E/Z = 1.6:1). 

Ausbeute: 2.20 g (4.81 mmol, 96%). 

DC: Rf  = 0.13 (DCM:MeOH 9:1). 

1H-NMR  (500 MHz, (CD3)2SO, δ in ppm):  

2x 0.85 (t, J  = 7.4 Hz, 6H, H-12/12i), 2.35-2.45 (m, 4H, H-11/11i), 2.78 (t, J = 5.6 Hz, 2H, 

(CH2)NH2), 2.88 (t, J  = 5.6 Hz, 2H, CH2NH2
i), 3.76 (t, J = 5.6 Hz, 2H, OCH2), 3.93 (t, J  = 

5.6 Hz, 2H, OCH2
i), 6.40 (d, J  = 8.8 Hz, 2H, H-7), 6.57 (d, J = 8.8 Hz, 2H, H-7i), 6.60 (d, J  

= 8.8 Hz, 2H, H-8), 6.70 (d, J = 8.8 Hz, 2H, H-8i), 6.75 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H-2), 6.92 (d, J = 

8.6 Hz, 2H, H-2i), 6.98 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H-3), 7.05-7.20 (m, 12H, H-

3/14/14i/15/15i/16/16i). 

13C-NMR  (126 MHz, (CD3)2SO, δ in ppm):  

13.40 (C-12/12 i), 28.52 (C-11), 29.18 (C-11 i), 40.85 (CH2NH2), 40.94 (CH2NH2
i), 69.77 

(OCH2), 70.02 (OCH2
i), 113.28 (C-7), 114.06 (C-7 i), 114.27 (C-2), 114.93 (C-2 i), 125.88 + 

125.92 + 127.81 + 127.86 + 129.37 (br) (C -14/14i/15/15i/16/16i), 130.09 (br, C-3/3i), 

131.36 (C-8), 131.38 (C-8i), 133.60 + 133.90 + 135.40 + 135.65 + 137.89 (br) + 139.68 + 

139.87 (C-4/4i/5/5i/6/6 i/10/10i), 142.22 (C-13), 142.24 (C-13i), 155.22 (C-9), 156.08 (C-

9i), 156.49 (C-1), 157.33 (C-1i). 

Schmelzpunkt: Tm = 148 °C. 

IR (ATR): 𝜈 ̃ [cm-1] = 3359, 3296, 3045, 2658, 1893, 1589, 1507, 1464, 1389, 1268.  

UV/VIS (MeOH): λmax = 244, 285. 

MS (ESI+): m/z = 360.3 [M+H]+. 

C24H25NO2 (359.18)      ber.: 360.1957 [M+H]+, 

        gef.: 360.1937 [M+H]+. 
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2-(4-(1-(4-((tert-Butyldimethylsilyl)oxy)phenyl)-2-phenylbut-1-en-1-yl)phe-

noxy)ethan-1-amin  

 

Zu einer Lösung von (E/Z)-Norendoxifen (108 mg, 0.300 nmol) in THF (1.0 mL) wurde 

Natriumhydrid (60% in Mineralöl, 20.0 mg, 0.330 mmol) unter Eisbadkühlung hinzu ge-

geben und 30 min. unter Eisbadkühlung gerührt. Anschließend wurde tert-Butyldime-

thylchlorsilan (226 mg, 1.50 mmol) hinzugegeben und die Reaktion weitere 2 h bei 

Raumtemperatur gerührt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von Wasser (1.0  mL) be-

endet und das Lösungsmittel im Vakuum abgezogen. Der Rückstand wurde in Essigsäu-

reethylester (5.0 mL) aufgenommen, mit gesättigter Natriumchlorid -Lösung (1.0 mL) 

gewaschen und die organische Phase über Natriumsulfat getroc knet. Nach Filtration 

wurde das Lösungsmittel im Vakuum entfernt und das Rohprodukt säulenchromatogra-

phisch an Kieselgel gereinigt (20  x 1.0 cm, DCM:MeOH 9:1). Die Titelverbindung wurde 

als weißer Schaum erhalten (E/Z = > 99:1).  

Ausbeute: 120 mg (0.250 mmol, 84%). 

DC: Rf  = 0.36 (DCM:MeOH 9:1). 

1H-NMR  (500 MHz, CDCl3, δ in ppm):  

0.24 (Si(CH3)2), 0.95 (t, J = 7.4 Hz, 3H, H-12), 1.01 (s, 9H, SiC(CH3)3), 2.35-2.45 (q, J = 

7.4 Hz, 2H, H-11), 2.86 (br s, 2H, NH2), 2.97-3.07 (m, 2H, CH2NH2), 3.87 (t, J = 4.5 Hz, 

2H, O(CH2)), 6.54 (d, J = 8.6 Hz, 2H, H-7), 6.78 (d, J = 8.6 Hz, 2H, H-8), 6.81 (d, J = 8.5 Hz, 

2H, H-2), 7.06-7.20 (m, 7H, H-3/14/15/16). 

13C-NMR  (126 MHz, CDCl3, δ in ppm): 

-4.39 (Si(CH3)2), 13.57 (C-12), 25.66 (SiC(CH3)3), 29.03 (SiC(CH3)3), 30.91 (C-11), 40.68 

((CH2)NH2), 67.28 (O(CH2)), 113.33 (C-7), 119.52 (C-2), 125.90 + 127.83 + 129.66 + 

130.49 (C-3/14/15/16), 136.33 + 136.69 + 137.79 + 141.12 + 142.60 (C-4/5/6/10/13), 

154.27 + 156.21 (C-1/9). 

Schmelzpunkt: Tm = 112 °C. 
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IR (ATR): 𝜈 ̃ [cm-1] = 3031, 2956, 2929, 2858, 1603, 1505, 1460, 1244, 1168, 1101.  

UV/VIS (MeOH): λmax = 210, 243, 283. 

MS (ESI+): m/z = 474.3 [M+H]+. 

HRMS (ESI+): C30H39NO2Si (473.27)   ber.: 474.2822 [M+H]+, 

        gef.: 474.2808 [M+H]+. 

4-(2-Phenyl-1-(4-(prop-2-yn-1-yloxy)phenyl)but-1-en-1-yl)phenylpivalat 

 

Zu einer Lösung von 4-(1-(4-Hydroxyphenyl)-2-phenylbut-1-en-1-yl)phenylpivalat 29  

(500 mg, 1.25 mmol) in Aceton (7.0 mL) wurde Kaliumcarbonat (690 g, 5.00 mmol) ge-

geben und Propargylbromid (80% in Toluol, 480  µL, 5.00 mmol) hinzugefügt. Das Reak-

tionsgemisch wurde für 4 h zum Rückfluss erhitzt und anschließend auf Raumtempera-

tur gebracht. Das Lösungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der Rückstand in Was-

ser (10 mL) aufgenommen. Die wässrige Phase wurde mit Essigsäureethylester 

3 x 10 mL) extrahiert und über Natriumsulfat getrocknet. Nach Filtration wurde das Lö-

sungsmittel im Vakuum entfernt und das Rohprodukt säulenchromatographisch an Kie-

selgel gereinigt (29 x 3.0 cm, PE:EtOAc 9:1). Die Titelverbindung wurde als weißer Fest-

stoff erhalten (E/Z = 2.0:1.0).  

Ausbeute: 444 mg (1.01 mmol, 81%). 

DC: Rf  = 0.50 (PE:EtOAc 9:1).  

1H-NMR  (500 MHz, CDCl3, δ in ppm):  

2x 0.97 (t, J = 7.5 Hz, 6H, H-12/12i), 1.30 (s, 9H, C(CH3)3), 1.38 (s, 9H, C(CH3)3
i), 2.44-

2.57 (m, 6H, H-11/11i+ C≡CH/C≡CH i), 4.56 (t, J  = 2.2 Hz, 2H, OCH2), 4.72 (t, J  = 2.2 Hz, 

2H, OCH2
i), 6.62 (d, J  = 8.7 Hz, 2H, H-7), 6.72 (d, J  = 8.7 Hz, 2H, H-7i), 6.80 (d, J  = 8.7 Hz, 

2H, H-8), 6.86 (d, J = 8.7 Hz, 2H, H-8i), 6.97 (d, J = 8.7 Hz, 2H, H-2), 7.07 (d, J = 8.7 Hz, 

2H, H-2i), 7.10-7.22 (m, 12H, H-3/14/14i/15/15i/16/16i), 7.25 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H-3i). 

13C-NMR  (126 MHz, CDCl3, δ in ppm):  
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13.21 (br, C-12/12i), 26.75 (C(CH3)3), 26.82 (C(CH3)3
i), 28.72 (C-11), 28.74 (C-11i), 38.66 

(C(CH3)3), 38.77 (C(CH3)3
i), 55.35 (OCH2), 55.52 (OCH2

i), 74.98 (C≡CH), 75.20 (C≡CHi), 

78.27 (C≡CH), 78.31 (C≡CHi), 113.36 (C-7), 114.13 (C-7i), 114.93 (C-2), 120.78 (C-2i), 

125.79 + 125.87 + 127.58 (br) + 129.31 + 130.10 (C -14/14i/15/15i/16/16 i), 130.10 (C-3), 

130.34 (C-3i), 131.39 (C-8), 131.60 (C-8i), 135.80 + 136.34 + 136.89 + 1 37.01 + 140.22 + 

140.69 + 141.66 +141.80 + 141.86 + 142.03 (C-4/4i/5/5 i/6/6i/10/10i/13/13 i), 148.56 + 

149.40 + 155.29 + 156.07 (C-1/1i/9/9 i), 176.61 (OC(=O)C(CH3)3), 176.80 

(OC(=O)C(CH3)3’). 

Schmelzpunkt: Tm = 178 °C. 

IR (ATR): 𝜈 ̃ [cm-1] = 3445, 3262, 3037, 2962, 2870, 1603, 1503, 1438, 1368, 1217.  

UV/VIS (MeOH): λmax = 244, 285. 

MS (ESI+): m/z = 439.2 [M+H]+. 

HRMS (ESI+): C30H30O3 (438.21)    ber.: 439.2267 [M+H]+, 

        gef.: 439.2245 [M+H]+. 

4-(2-Phenyl-1-(4-(prop-2-yn-1-yloxy)phenyl)but-1-en-1-yl)phenol 

 

Zu einer Lösung von 4-(2-Phenyl-1-(4-(prop-2-yn-1-yloxy)phenyl)but-1-en-1-yl)phenyl-

pivalat 30  (228 mg, 0.520 mmol) in Tetrahydrofuran/Methanol (10.0  mL, 1:1) wurde 

Natronlauge (1 M, 1.0 mL, 1.00 mmol) gegeben das Reaktionsgemisch für 2 h bei Raum-

temperatur gerührt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von Salzsäure (1 M, 1.0 mL) be-

endet und das Lösungsmittel im Vakuum entfernt. Der Rückstand wurde in Essigsäu-

reethylester (20 mL) aufgenommen, die organische Phase mit gesättigter Natriumchlo-

rid-Lösung gewaschen (10 mL) und über Natriumsulfat getrocknet. Nach Filtration 

wurde das Lösungsmittel im Vakuum entfernt und das Rohprodukt säulenchromatogra-

phisch an Kieselgel gereinigt (20  x 3 cm, PE:EtOAc 9:1). Die Titelverbindung wurde als 

weißer Feststoff erhalten (E/Z = 1.0:1.0).  
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Ausbeute: 182 mg (0.513 mmol, 99%). 

DC: Rf  = 0.11 (PE:EtOAc 9:1).  

1H-NMR  (500 MHz, CDCl3, δ in ppm):  

2x 0.95 (t, J = 7.4 Hz, 6H, H-12/12i), 2.46-2.54 (m, 6H, H-11/11i+ C≡CH), 2.56 (t, J = 

7.4 Hz, 1H, C≡CH i), 4.56 (t, J  = 2.4 Hz, 2H, OCH2), 4.72 (t, J = 2.4 Hz, 2H, OCH2
i), 6.48 (d, 

J = 8.6 Hz, 2H, H-7), 6.63 (d, J = 8.8 Hz, 2H, H-7 i), 6.75 (d, J = 8.6 Hz, 2H, H-8), 6.80 (d, J  

= 8.8 Hz, 2H, H-8 i), 6.82 (d, J  = 8.5 Hz, 2H, H-2), 6.98 (d, J  = 8.6 Hz, 2H, H-2i), 7.09-7.21 

(m, 14H, H-3/3i/14/14 i/15/15i/16/16i). 

13C-NMR  (126 MHz, CDCl3, δ in ppm):  

13.21 (br, C-12/12i), 28.72 (C-11), 28.74 (C-11i), 55.35 (OCH2), 55.52 (OCH2
i), 74.98 

(C≡CH), 75.20 (C≡CHi), 78.27 (C≡CH), 78.31 (C≡CHi), 113.36 (C-7), 114.13 (C-7i), 114.39 

(C-2), 114.94 (C-2i), 125.93 + 125.95 + 127.81 + 127.83 + 129.66 (br) + 130.57 + 130.77 

(C-3/3i/14/14i/15/15i/16/16i), 131.89 (C-8), 132.09 (C-8i), 135.88 + 136.29 + 136.64 + 

137.09 + 137.52 + 137.55 + 141.18 +141.36 + 142.46 + 142.50 (C -

4/4i/5/5i/6/6i/10/10i/13/13i), 153.35 + 154.19 + 155.49 + 156.27 (C-1/1i/9/9i). 

Schmelzpunkt: Tm = 101 °C. 

IR (ATR): 𝜈 ̃ [cm-1] = 3402, 3290, 3039, 2962, 2925, 2854, 2123, 1706, 1606, 1508.  

UV/VIS (MeOH): λmax = 237, 278. 

MS (ESI+): m/z = 355.2 [M+H]+. 

HRMS (ESI+): C25H22O2 (354.16)    ber.: 355.1692 [M+H]+, 

        gef.: 355.1660 [M+H]+. 
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7.5.2 Synthese von Triethylenglycol-Derivaten 

2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)ethan-1-ol 

 

2-(2-(2-chloroethoxy)ethoxy)ethan-1-ol 1  (16.8 g, 100 mmol) wurde in DMF (100 mL) 

gelöst, die Lösung mit Natriumazid (13.0  g, 200 mmol) versetzt und die Reaktion für 

24 h auf 90 °C unter starkem Rühren erhitzt. Die Suspension wurde au f Raumtempera-

tur gebracht, überschüssiges Natriumazid abfiltriert und der ölige Rückstand nach Ab-

zug des Lösemittels in dest. Wasser aufgenommen (100 mL). Die wässrige Phase wurde 

mit Essigsäureethylester (4  x 50 mL) extrahiert, die vereinigte organische Phase mit ge-

sättigter Natriumchlorid-Lösung (50 mL) gewaschen und über Natriumsulfat getrock-

net. Nach Filtration wurde das Lösungsmittel im Vakuum entfernt und die Titelverbin-

dung als leicht viskoses, bräunliches Öl erhalten.  

Ausbeute: 17.2 g (98 mmol, 98%). 

DC: Rf  = 0.26 (DCM:MeOH 9:1). 

1H-NMR  (500 MHz, CDCl3, δ in ppm):  

2.43 (br s, 1H, OH), 3.35-3.41 (m, 2H, H-1), 3.58-3.63 (m, 2H, H-6), 3.64-3.75 (m, 8H, H-

2/3/4/5). 

13C-NMR  (126 MHz, CDCl3, δ in ppm): 

50.60 (C-6), 61.76 (C-1), 70.07 + 70.31 + 70.61 + 72.48 (C-2/3/4/5). 

IR (ATR): 𝜈 ̃ [cm-1] = 2783437, 2869, 2095, 1668, 1440, 1350, 1284, 1118, 1062, 935.  

MS (ESI+): m/z = 176.3 [M+H]+. 

HRMS (ESI+): C6H14N3O3 (175.19)    ber.: 176.1029 [M+H]+, 

        gef.: 176.1021 [M+H]+. 

2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)ethyl-1H-imidazol-1-carboxylat 
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2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)ethan-1-ol (4.03, 23.0 mmol) 8  wurde zu einer Suspension 

von Molekularsieb (4 Å, 5.00 g) in THF (40 mL) gegeben. 1,1’-Carbonyldiimidazol 

(4.10 g, 25.3 mmol) wurde hinzugegeben und die Reaktionsmischung für 3  h bei Raum-

temperatur gerührt. Nach Filtration wurde das Lösungsmittel im Vakuum entfernt und 

der Rückstand in Essigsäureethylester (100  mL) aufgenommen. Die organische Phase 

wurde mit gesättigter Natriumchlorid-Lösung (25 mL) gewaschen und über Natriumsul-

fat getrocknet. Nach Filtration wurde das Lösungsmittel im Vakuum entfernt und die 

Titelverbindung als farbloses Öl erhalten.  

Ausbeute: 5.02 g (19.0 mmol, 81%). 

1H-NMR  (500 MHz, CDCl3, δ in ppm):  

2.43 (br s, 1H, OH), 3.35-3.41 (m, 2H, H-6), 3.58-3.63 (m, 2H, H-1), 3.64-3.69 (m, 6H, H-

2/3/4), 3.70-3.75 (m, 2H, 5-H), 7.24 (s, 1H, H-10), 7.64 (s, 1H, H-9), 8.34 (s, 1H, H-8). 

13C-NMR  (126 MHz, CDCl3, δ in ppm): 

49.95 (C-1), 66.56 (C-6), 68.00 + 69.42 + 70.05 + 70.10 (C-2/3/4/5), 116.64 (C-9), 129.94 

(C-10), 136.51 (C-8), 148.01 (C-7). 

IR (ATR): 𝜈 ̃ [cm-1] = 3125, 2868, 2099, 1760, 1603, 1472, 1395, 1283, 1240, 1179.  

MS (ESI+): m/z = 270.3 [M+H]+. 

HRMS (ESI+): C10H15N5O4 (269.11)    ber.: 270.1196 [M+H]+, 

        gef.: 270.1187 [M+H]+. 

2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)ethyltosylat  

 

2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)ethan-1-ol 2  (9.63 g; 55.0 mmol) wurde in DCM (200 mL) 

gelöst und mit Triethylamin (38.0 mL, 275 mmol) und 4-(Dimethylamino)pyridin 

(670 mg, 5.50 mmol) versetzt. Zur Reaktionsmischung wurde anschließend ein e Lösung 

von p-Toluolsulfonsäurechlorid (26.2  g, 138 mmol) in DCM (200 mL) unter Eisbadküh-

lung über einen Zeitraum von 1  h getropft. Die Reaktionsmischung wurde 16  h bei 

Raumtemperatur gerührt und die Reaktion durch Zugabe von Wasser (100  mL) 
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beendet. Die wässrige Phase wurde mit DCM extrahiert (3 x 40 mL) und die vereinigten 

organischen Phasen mit gesättigter Natriumchlorid-Lösung (200 mL) gewaschen. Die 

organische Phase wurde über Natriumsulfat getrocknet und das Lösungsmittel nach 

Filtration im Vakuum entfernt. Der Rückstand wurde säulenchromatographisch an Kie-

selgel gereinigt (5.5 x 23 cm, n-Hexan:EtOAc 2:1→1:1) und die Titelverbindung als  

bernsteinfarbenes Öl erhalten.  

Ausbeute: 16.0 g (49.0 mmol, 81%). 

DC: Rf  = 0.43 (n-Hexan:EtOAc 2:1). 

1H-NMR  (500 MHz, CDCl3, δ in ppm):  

2.43 (s, 3H, H-10), 3.35 (d, J = 5.2 Hz, 2H, H-1), 3.52-3.59 (m, 4H, H-3/4), 3.62 (t, J = 

5.2 Hz, 2H, H-2), 3.68 (t, J = 4.7 Hz, 2H, H-5), 4.15 (t, J = 4.7 Hz, 2H, H-6), 7.34 (d, J = 

8.3 Hz, 2H, H-2’), 7.78 (d, J  = 8.3 Hz, 2H, H-3’). 

13C-NMR  (126 MHz, CDCl3, δ in ppm):  

21.91 (C-5’), 50.31 (C-1), 68.42 (C-6), 69.00 (C-5), 69.71 (C-2), 70.25 + 70.43 (C-3/4), 

127.66 (C-2’), 129.5 (C-3’), 132.8 (C-4’), 144.7 (C-1’). 

IR (ATR): 𝜈 ̃ [cm-1] = 2869, 2098, 1596, 1450, 1353, 1290, 1174, 1095, 1014, 919. 

UV/VIS (MeOH): λmax = 222, 262, 273. 

MS (ESI+): m/z = 352.2 [M+Na]+. 

HRMS (ESI+): C13H19N3O5S (329.10)   ber.: 330.1117 [M+H]+, 

        gef.: 330.1099 [M+H]+. 

Synthese von 1-Azido-2-(2-(2-Iodethoxy)ethoxy)ethan  

 

2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)ethyltosylat 3  (10.2 g,  31.0 mmol) wurde zu einer Suspen-

sion von Natriumiodid (13.9 g,  93 mmol) in DMF (150 mL) gegeben und 1 d bei 90°C 

erhitzt. Das Lösungsmittel wurde im Hochvakuum entfernt und der Rückstand in Was-

ser (100 mL) aufgenommen. Die wässrige Phase wurde mit Essigsäureethylester 

(3 x 40 mL) extrahiert und die vereinigten organischen Phasen mit Natriumthiosul fat-

lösung (40 mL) und gesättigter Natriumchlorid-Lösung (40 mL) gewaschen. Die 
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organische Phase wurde über Natriumsulfat getrocknet und das Lösungsmittel nach 

Filtration im Vakuum entfernt. Der Rückstand wurde säulenchromatographisch an Kie-

selgel gereinigt (5.5 x 19 cm, n-Hexan:EtOAc 2:1→1:1) und die Titelverbindung als gol-

den-farbiges Öl erhalten. 

Ausbeute: 8.70 g (31.0 mmol, 81%). 

DC: Rf  = 0.43 (n-Hexan:EtOAc 2:1). 

1H-NMR  (500 MHz, CDCl3, δ in ppm):  

2.43 (br s, 1H, OH), 3.35-3.41 (m, 2H, H-1), 3.58-3.63 (m, 2H, H-6), 3.64-3.69 (m, 6H, H-

2/3/4), 3.70-3.75 (m, 2H, H-5) 

13C-NMR  (126 MHz, CDCl3, δ in ppm):  

50.64 (C-6), 61.71 (C-1), 69.91 + 70.31 + 70.64 + 72.49 (C-2/3/4/5). 

IR (ATR): 𝜈 ̃ [cm-1] = 2869, 2098, 1596, 1450, 1353, 1290, 1174, 1095, 1014, 919.  

MS (ESI+): m/z = 307.9 [M+Na]+. 

HRMS (ESI+): C13H19N3O5S (284.99)   ber.: 286.1092 [M+H]+, 

        gef.: 286.1066 [M+H]+. 

2-(2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)ethyl)isoindolin -1,3-dion 

 

Zu einer Lösung von Triphenylphosphin (3.14 g, 12 mmol) in THF (50 mL) wurde Diet-

hylazodicarboxylat (40% in Toluol, 4.7 mL, 12 mmol) unter Eisbadkühlung zügig zuge-

tropft und für 20 min. gerührt. Zu dieser Lösung wurde anschließend portionsweise 

Phthalimid (1.76 g, 12 mmol) gegeben und weitere 20 min. bei Raumtemperatur ge-

rührt. Im Anschluss wurde 2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)ethanol 2  (1.75 g, 10 mmol) hin-

zugetropft und die Reaktionslösung 24 h bei Raumtemperatur gerührt. Die Reaktion 

wurde durch Zugabe von Wasser (10  mL) beendet und die Reaktionsmischung im Va-

kuum auf ca. ein Drittel eingeengt. Der Rückstand wurde in Essigsäureethylester 

(100 mL) aufgenommen, mit gesättigter Ammoniumchlorid-Lösung gewaschen (30 mL) 

und die organische Phase über Natriumsulfat getrocknet. Das Filtrat wurde im Vakuum 
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auf ca. ein Drittel eingeengt, mit Kieselgel versetzt (30 g) und auf Selbiges durch Ent-

fernen des Lösungsmittels aufgezogen. Die Titelverbindung wurde nach säulenchroma-

tographischer Reinigung an Kieselgel (5.5  x 22 cm, PE:EtOAc 2:1→1:1) als weißer Fest-

stoff erhalten. 

Ausbeute: 2.14 g (7.04 mmol, 70%). 

DC: Rf  = 0.27 (PE:EtOAc 1:1). 

1H-NMR  (500 MHz, CDCl3, δ in ppm):  

3.30 (d, J  = 5.0 Hz, 2H, H-1), 3.75 (d, J  = 5.7 Hz, 2H, H-5), 3.90 (d, J  = 5.7 Hz, 2H, H-6), 

7.71 (dd, J = 5.3 Hz, J = 5.1 Hz, 2H, H-4’), 7.86 (dd, J = 5.3 Hz, J = 5.1 Hz, 2H, H-3’). 

13C-NMR  (126 MHz, CDCl3, δ in ppm):  

37.23 (C-6), 50.59 (C-1), 67.97 + 69.98 +70.13 +70.59 + (C-2/3/4/6), 123.16 (C-4’), 

132.08 (C-2’), 133.89 (C-3’), 166.23 (C-1’). 

IR (ATR): 𝜈 ̃ [cm-1] = 2867, 2102, 1772, 1704, 1392, 1261, 1108, 1022, 873, 717. 

UV/VIS (MeOH): λmax = 218, 293. 

MS (ESI+): m/z = 327.2 [M+Na]+. 

HRMS (ESI+): C14H16N4O4 (304.11)    ber.: 305.1244 [M+H]+, 

        gef.: 305.1225 [M+H]+. 

2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)ethanamin 

 

Eine Lösung von 2-(2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)ethyl)isoindolin-1,3-dion 11 (6.69 g, 

22.0 mmol) in Ethanol (70.0 mL) wurde mit Hydrazin-Monohydrat (64%, 3.30 mL, 66.0 

mmol) versetzt und 3 h bei 60 °C erhitzt. Anschließend wurde die Reaktionslösung in 

kaltes Chloroform (70 mL) gegossen und der ausgefallene Feststoff entfernt. Nach Filt-

ration wurde das Lösungsmittel im Vakuum entfernt und die Titelverbindung als leicht 

viskoses, rötliches Öl erhalten.  

Ausbeute: 3.75 g (21.5 mmol, quant.). 

DC: Rf  = 0.16 (DCM:MeOH 9:1). 

1H-NMR  (500 MHz, CDCl3, δ in ppm):  
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2.06 (br s, 2H, NH2), 2.88 (t, J = 5.0 Hz, 2H, H-1), 3.39 (t, J = 5.0 Hz, 2H, H-4), 3.52 (t, J = 

5.0 Hz, 2H, H-2), 3.70-3.81 (m, 6H, H-3/5/6). 

13C-NMR  (126 MHz, CDCl3, δ in ppm):  

41.62 (C-4), 50.63 (C-1), 70.01 + 70.26 + 70.62 (C-3 + C-5 + C-6), 73.21 (C-2). 

IR (ATR): 𝜈 ̃ [cm-1] = 3294, 2979, 2912, 2869, 2105, 1720, 1517, 1228, 1062, 771.  

MS (ESI+): m/z = 175.3 [M+H]+. 

HRMS (ESI+): C6H14N4O2 (174.11)    ber.: 175.1179 [M+H]+, 

        gef.: 175.1189 [M+H]+. 

2-(2-(2-Aminoethoxy)ethoxy)ethan-1-ol 

 

Zu einer Lösung von Triphenylphosphin (1.73  g, 6.60 mmol) in THF (20.0 mL) wurde 2-

(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)ethan-1-ol 2  (1.05 g, 6.00 mmol) gegeben und die Reaktions-

mischung 22 h bei Raumtemperatur gerührt. Zu dieser Lösung wurde Wasser (2.0  mL) 

gegeben und die Reaktionsmischung weitere 3 h gerührt. Das Lösungsmtitel wurde im 

Vakuum entfernt und der Rückstand in Toluol (50  mL) aufgenommen. Die organische 

Phase wurde mit Wasser (3 x 20 mL) extrahiert und das Lösungsmittel im Vakuum ent-

fernt. Die Titelverbindung wurde als klare, farblose Flüssigkeit erhalten.  

Ausbeute: 804 mg (5.38 mmol, 90%). 

DC: Rf  = 0.21 (DCM:MeOH:NEt3 80:18:2). 

1H-NMR  (500 MHz, CDCl3, δ in ppm):  

2.19 (br s, 2H, NH2), 2.88 (t, J  = 5.1 Hz, 2H, H-1), 3.55 (t, J  = 5.1 Hz, 2H, H-2), 3.59-3.70 

+ 3.71-3.75 (m, 6H, H-3/5/6). 

13C-NMR  (126 MHz, CDCl3, δ in ppm): 

41.56 (C-6), 61.63 (C-1), 70.15 + 70.40 + 72.64 + 73.08 (C-2/3/4/5). 

IR (ATR): 𝜈 ̃ [cm-1] = 3364, 2872, 1654, 1595, 1452, 1350, 1299, 1242, 1107, 1068.  

MS (ESI+): m/z = 150.1 [M+H]+. 

HRMS (ESI+): C6H14N4O2 (149.10)    ber.: 150.1117 [M+H]+, 

        gef.: 150.1224 [M+H]+. 
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2,2,3,3-tetramethyl-4,7,10-trioxa-3-siladodecan-12-amin  

 

Eine Lösung von 2-(2-(2-Aminoethoxy)ethoxy)ethan-1-ol 9 (298 mg, 2.00 mmol) in Tet-

rahydrofuran (3.6 mL) wurde unter Eisbadkühlung mit Imidazol (270  mg, 4.00 mmol) 

und tert-Butyldimethylsilylchlorid (360 mg, 2.4 mmol) versetzt und 3 h bei Raumtem-

peratur gerührt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von gesättigter Natriumhydrogen-

carbonat-Lösung (2.4 mL) beendet und das Reaktionsvolumen im Vakuum auf ca. ein 

Drittel eingeengt. Die Reaktionsmischung wurde mit Essigsäureethylester extrahiert 

(3 x 5 mL) und die vereinigten organischen Phasen mit gesättigter Natriumchlorid-Lö-

sung (200 mL) gewaschen. Die organische Phase wurde über Natriumsulfat getrocknet 

und das Lösungsmittel nach Filtration im Vakuum entfernt. Der Rückstand wurde säu-

lenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (1.5  x 18 cm, DCM:MeOH:NEt3 80:18:2) 

und die Titelverbindung als klares, farbloses Öl erhalten.  

Ausbeute: 413 mg (1.57 mmol, 79%). 

DC: Rf  = 0.58 (DCM:MeOH:NEt3 80:18:2). 

1H-NMR  (500 MHz, CDCl3, δ in ppm):  

0.07 (s, 6H, Si(CH3)2), 0.90 (s, 9H, SiC(CH3)3), 2.88 (t, J  = 5.2 Hz, 2H, 1-H), 3.50-3.69 (m, 

8H, H-2/3/4/5), 3.78 (t, J  = 5.4 Hz, 2H, H-6). 

13C-NMR  (126 MHz, CDCl3, δ in ppm):  

-3.58 (Si(CH3)2), 25.83 (SiC(CH3)3), 41.43 (SiC(CH3)3), 61.63 (C-6), 62.99 (C-1), 71.95 + 

72.50 + 72.62 + 72.93 (C-2/3/4/5). 

IR (ATR): 𝜈 ̃ [cm-1] = 3121, 3021, 2927, 2858, 1595, 1472, 1358, 1326, 1252, 1105.  

MS (ESI+): m/z = 264.3 [M+H]+. 

HRMS (ESI+): C12H29NO3Si (263.19)   ber.: 264.1989 [M+H]+, 

        gef.: 264.1976 [M+H]+. 
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N-(Bromacetoxy)succinimid  

 

Zu einer Lösung von EDC-Hydrochlorid (1.92 g, 10.0 mmol) in DCM (50 mL) wurden 

Bromessigsäure (1.39 g, 10 mmol) und N-Hydroxysuccinimid (1.15 g, 10.0 mmol) gege-

ben und die Reaktionslösung 5 h bei Raumtemperatur kräftig gerührt. Die Reaktionslö-

sung wurde mit gesättigter Natriumchlorid-Lösung gewaschen (2 x 50 mL) und die or-

ganische Phase über Natriumsulfat getrocknet. Nach Filtration wurde das Lösungsmit-

tel im Vakuum entfernt und die Titelverbindung als weißer Feststoff erhalten.  

Ausbeute: 2.35 g (10 mmol, quant.) 

1H-NMR  (500 MHz, CDCl3, δ in ppm):  

2.88 (br s, 4H, C-1), 4.38 (s, C-4). 

13C-NMR  (126 MHz, CDCl3, δ in ppm):  

25.53 (C-1), 37.81 (C-4), 163.17 (C-3), 168.39 (C-2). 

Schmelzpunkt: Tm = 112 °C 

N-(2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)ethyl)-2-bromacetamid  

 

Zu einer Lösung von 2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)ethanamin 12  (172 mg, 0.990 mmol)  

in Chloroform (10.0 mL) wurde N-(Bromacetoxy)succinimid (233 mg. 0.990 mmol) hin-

zugegeben und die Reaktionslösung 12 h bei Raumtemperatur gerührt. Die Reaktion 

wurde durch Zugabe von gesättigter Ammoniumchlorid-Lösung (2.0 mL) beendet und 

die organische Phase über Natriumsulfat getrocknet. Nach Filtration wurde das Lö-

sungsmittel im Vakuum entfernt und der Rückstand säulenchromatographisch an Kie-

selgel gereinigt (23 x 1.5 cm, DCM:MeOH 93:7). Die Titelverbindung wurde als farblo-

ses, klares Öl erhalten. 

Ausbeute: 208 mg (0.705 mmol, 71%). 

DC: Rf  = 0.37 (DCM:MeOH 93:7). 
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1H-NMR  (500 MHz, CDCl3, δ in ppm):  

3.50-3.56 (m, 2H, 6-H), 3.58-3.69 + 3.73-3.76 (m, 10H, 1/2/3/4/5-H), 3.87 (s, 2H, CH2Br),  

7.05 (br s, -NH). 

13C-NMR  (126 MHz, CDCl3, δ in ppm): 

29.03 (CH2Br), 39.84 (C-6), 61.69 (C-1), 69.37 + 70.28 + 70.30 + 72.45 (C-2/3/4/5), 

165.80 (CH2C(=O)N). 

IR (ATR): 𝜈 ̃ [cm-1] = 3323, 2927, 2849, 2101, 1742, 1658, 1623, 1536, 1436, 1309. 

MS (ESI+): m/z = 317.2 [M+Na]+. 

HRMS (ESI+): C8H15BrN4O3 (294.03)   ber.: 295.0400 [M+H]+, 

        gef.: 295.0385 [M+H]+. 

2-Brom-N-(2-(2-(2-Hydroxyethoxy)ethoxy)ethyl)acetamid  

 

Zu einer Lösung von 2-(2-(2-Hydroxyethoxy)ethoxy)ethanamin 12 (62.6 mg; 

0.460 mmol) in Chloroform (4.2  mL) wurde N-(Bromacetoxy)succinimid (99.1  mg. 

0.460 mmol) hinzugegeben und die Reaktionslösung 12  h bei Raumtemperatur gerührt. 

Die Reaktion wurde durch Zugabe von gesättigter Ammoniumchlorid-Lösung (1.0 mL) 

beendet und die organische Phase über Natriumsulfat getrocknet. Nach Filtration 

wurde das Lösungsmittel im Vakuum entfernt und der Rückstand säulenchromatogra-

phisch an Kieselgel gereinigt (23 x 1.5 cm, DCM:MeOH 93:7). Die Titelverbindung wurde 

als farbloses, klares Öl erhalten.  

Ausbeute: 78.5 mg (0.291 mmol, 69%). 

DC: Rf  = 0.30 (DCM:MeOH 95:5). 

1H-NMR  (500 MHz, CDCl3, δ in ppm):  

2.57 (br s, 1H, OH), 3.50-3.56 (m, 2H, 6-H), 3.58-3.69 + 3.73-3.76 (m, 10H, 1/2/3/4/5-

H), 3.87 (s, 2H, CH2Br), 7.05 (br s, NH). 

13C-NMR  (126 MHz, CDCl3, δ in ppm): 

29.10 (CH2Br), 39.86 (C-6), 50.64 (C-1), 69.39 + 70.11 + 70.35 + 70.54 (C-2/3/4/5), 

165.53 (CH2C(=O)N). 
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IR (ATR): 𝜈 ̃ [cm-1] = 3284, 3076, 2872, 1736, 1654, 1544, 1446, 1350, 1293, 1093.  

MS (ESI+): m/z = 292.1 [M+Na]+. 

HRMS (ESI+): C8H16BrNO4 (270.02)   ber.: 271.0407 [M+H]+, 

        gef.: 271.0385 [M+H]+. 

2-(2-(2-Methoxyethoxy)ethoxy)-p-toluolsulfonat 

 

Triethylenglycolmonomethylether 6  (2.46 g, 15.0 mmol) und p-Toluolsulfonsäurechlo-

rid (2.86 mL, 15.0 mmol) wurden in DCM (15.0 mL) gelöst und portionsweise mit Kali-

umhydroxid (3.37 g, 60.0 mmol) über einen Zeitraum von 15 min. unter Eisbadkühlung 

versetzt. Das Gemisch wurde anschließend 1  h bei 0°C gerührt bevor die Reaktion durch 

Zugabe von Wasser (30 mL) beendet wurde. Die wässrige Phase wurde mit DCM extra-

hiert (2 x 15 mL) und die vereinigten organischen Phasen über Natriumsulfat getrock-

net. Nach Filtration wurde das Lösungsmittel im Vakuum entfernt und die Titelverbin-

dung als farblose, klare Flüssigkeit erhalten. 

Ausbeute: 4.44 g (13.9 mmol, 93%). 

DC: Rf  = 0.31 (PE:EtOAc 1:3). 

1H-NMR  (500 MHz, CDCl3, δ in ppm):  

2.43 (s, 3H, H-5’), 3.35 (s, 3H, OMe), 3.49-3.56 (m, 2H, H-1), 3.57-3.61 (m, 6H, H-4/3/2),  

3.67 (d, J = 4.7 Hz, 2H, H-5), 4.14 (d, J = 4.8 Hz, 2H, H-6), 7.33 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H-2’),  

7.78 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H-3’). 

13C-NMR  (126 MHz, CDCl3, δ in ppm):  

21.53 (C-5’), 58.92 (OMe), 68.54 (C-5), 69.15 (C-6), 70.42 (C-2), 70.44 (C-3), 70.61 (C-

1), 127.86 (C-2’), 129.72 (C-3’), 132.86 (C-4’), 144.71 (C-1’). 

IR (ATR): 𝜈 ̃ [cm-1] = 2878, 1597, 1452, 1354, 1175, 1097, 1015, 918, 663, 552.  

UV/VIS (MeOH): λmax = 221, 262, 273. 

MS (ESI+): m/z = 341.2 [M+Na]+. 

HRMS (ESI+): C14H22O6S (318.11)    ber.: 319.1209 [M+H]+, 
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        gef.: 319.1192 [M+H]+. 

Synthese von 1-Azido-2-(2-(2-methoxyethoxy)ethoxy)ethan  

 

2-(2-(2-methoxyethoxy)ethoxy)-p-toluolsulfonat 7  (2.23 g, 7.00 mmol) wurde in DMF 

(21 mL) gelöst, mit Natriumazid (3.15  g, 21.0 mmol) versetzt und das Reaktionsgemisch 

für 16 h bei 80 °C erhitzt. Die Reaktionsmischung wurde auf Raumtemperatur a bge-

kühlt, der Feststoff durch Filtration entfernt und das Lösungsmittel im Hochakuum ent-

fernt. Der Rückstand wurde in Wasser (50  mL) aufgenommen und mit Essigsäureethyl-

ester (3 x 15 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden über Natri-

umsulfat getrocknet und das Lösungsmittel nach Filtration im Vakuum entfernt. Der 

Rückstand wurde säulenchromatographisch an Kieselgel aufgereinigt (25  x 2 cm, PE:EE 

1:4). und die Titelverbindung als farblose, klare Flüssigkeit erhalten.  

Ausbeute: 960 mg (5.10 mmol, 73%). 

DC: Rf  = 0.45 (PE:EtOAc 1:4). 

1H-NMR  (500 MHz, CDCl3, δ in ppm):  

3.33 (s, 3H, OMe), 3.34 (t, J = 5.0  Hz 2H, H-6), 3.49-3.53 (m, 2H) + 3.65-3.60 (m, 8H) (H-

1/2/3/4/5). 

13C-NMR  (126 MHz, CDCl3, δ in ppm):  

50.47 (OMe), 58.82 (C-6), 69.84 + 70.41 + 70.46 + 70.49 + 71.73 (C-1/2/3/4/5). 

IR (ATR): 𝜈 ̃ [cm-1] = 2872, 2099, 1452,1350, 1285, 1199, 1105, 1028, 936, 850.  

MS (ESI+): m/z = 212.1 [M+Na]+. 

HRMS (ESI+): C7H15N3O3 (189.11)    ber.: 190.1185 [M+H]+, 

        gef.: 190.1177 [M+H]+. 
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2-(2-(2-(prop-2-in-1-yloxy)ethoxy)ethoxy)ethan-1-ol 

 

Triethylenglycol 17 (4.51 g, 30.0 mmol) wurde in DMF (90 mL) gelöst und mit Natrium-

hydrid (60%, 960 mg, 24.0 mmol) unter Eisbadkühlung über einen Zeitraum von 15 min. 

versetzt. Nach 15 min. wurde Propargylbromid (80%; 3.57 mL, 20.0 mmol) über einen 

Zeitraum von 30 min. hinzugetropft und die Reaktion 21 h bei Raumtemperatur ge-

rührt. Die Reaktion durch Zugabe von Wasser (10  mL) beendet und das Lösungsmittel 

im Hochvakuum entfernt. Der Rückstand wurde in Essigsäureethylester aufgenommen 

(50 mL) und die organische Phase mit gesättigter Natriumchlorid-Lösung (10 mL) gewa-

schen. Die organische Phase wurde über Natriumsulfat getrocknet und das Lösungsmit-

tel nach Filtration im Vakuum entfernt. Der Rückstand wurde säulenchromatographisch 

an Kieselgel gereinigt (20 x 4 cm, PE:EtOAc 3:2). Die Titelverbindung wurde als farblo-

ses, klares Öl erhalten. 

Ausbeute: 3.77 g (20.1 mmol, 67%). 

DC: Rf  = 0.16 (DCM:MeOH 9:1). 

1H-NMR  (500 MHz, CDCl3, δ in ppm):  

2.43 (t, J = 2.3 Hz, 1H, H-9), 2.54 (br s, 1H, OH), 3.56-3.76 (m, 12H, H-1/2/3/4/5/6), 4.19 

(d, J = 2.3 Hz, 2H, H-7). 

13C-NMR  (126 MHz, CDCl3, δ in ppm):  

58.33 (C-7), 61.67 (C-1), 69.01 + 70.29 + 70.32 + 70.57 + 72.41 (C-2-6), 74.52 (C-9),  

79.52 (C-8). 

IR (ATR): 𝜈 ̃ [cm-1] = 3447, 3249, 2921, 2856, 1664, 1456, 1379, 1350, 1254, 1093.  

MS (ESI+): m/z = 189.3 [M+H]+. 

HRMS (ESI+): C9H16O4 (188.10)    ber.: 189.1113 [M+H]+, 

        gef.: 189.1122 [M+H]+. 
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2-(2-(2-(prop-2-yn-1-yloxy)ethoxy)ethoxy)ethylmethanesulfonat  

 

Triethylamin (1.1 mL, 8 mmol) wurde zu einer Lösung von 2-(2-(2-(prop-2-in-1-y-

loxy)ethoxy)ethoxy)ethan-1-ol 18 (941 mg, 5.00 mmol) in DCM (20 mL) gegeben und 

mit einer Lösung von Methansulfonylchlorid  (430 µL, 5.50 mmol) in DCM (3.0 mL) por-

tionsweise über einen Zeitraum von 20 min. unter Eisbadkühlung versetzt. Die Reakti-

onsmischung wurde 2 h bei Raumtemperatur gerührt und durch Zugabe von Wasser 

(30 mL) beendet. Die wässrige Phase wurde mit DCM extrahiert (2 x 15 mL), die verei-

nigten organischen Phasen mit Natriumchlorid-Lösung (25 mL) gewaschen und über 

Natriumsulfat getrocknet. Nach Filtration wurde das Lösungsmittel im Vakuum entfernt 

und die Titelverbindung als gelbes, viskoses Öl erhalten.  

Ausbeute: 1.21 g (4.81 mmol, 98%). 

DC: Rf  = 0.46 (DCM:MeOH 9:1). 

1H-NMR  (500 MHz, CDCl3, δ in ppm):  

2.44 (t, J = 2.2 Hz, 1H, C≡CH), 3.09 (s, 3H, SCH3), 3.65-3.71 (m, 8H, H-3/4/5/6), 3.77 (t, 

J = 4.4 Hz, 2H, H-2), 4.19 (d, J = 2.2 Hz, 2H, CH2O), 4.39 (d, J = 4.41 Hz, 2H, H-1). 

13C-NMR  (126 MHz, CDCl3, δ in ppm):  

37.72 (SCH3), 58.36 (CH2O), 68.99 + 69.04 + 69.27 + 70.36 + 70.51 + 70.57 (C-1-6), 74.60 

(C≡CH), 79.51 (C≡CH). 

IR (ATR): 𝜈 ̃ [cm-1] = 3284, 2941, 2866, 2113, 1750, 1603, 1460, 1346, 1244, 1170.  

MS (ESI+): m/z = 289.2 [M+Na]+. 

HRMS (ESI+): C10H18O6S (266.08)    ber.: 267.0882 [M+H]+, 

        gef.: 267.0896 [M+H]+. 
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3-(2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)prop-1-in 

 

2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)ethan-1-ol 18  (1.75 g, 10.0 mmol) wurde in DMF (50 mL) 

gelöst und mit Natriumhydrid (60%, 480  mg, 12.0 mmol) unter Eisbadkühlung über ei-

nen Zeitraum von 15 min. versetzt. Nach 15 min. wurde Propargylbromid (80%; 

2.97 mL, 20.0 mmol) über einen Zeitraum von 30 min. hinzugetropft und die Reaktion 

2 h bei Raumtemperatur gerührt. Die Reaktion durch Zugabe von Wasser (10  mL) be-

endet und das Lösungsmittel im Hochvakuum entfernt. Der Rückstand wurde in Essig-

säureethylester aufgenommen (50  mL) und die organische Phase mit gesättigter Natri-

umchlorid-Lösung (10 mL) gewaschen. Die organische Phase wurde über Natriumsulfat 

getrocknet und das Lösungsmittel nach Filtration im Vakuum entfernt. Der Rück stand 

wurde säulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (25  x 4 cm, PE:EtOAc 7:3). Die 

Titelverbindung wurde als farbloses, klares Öl erhalten.  

Ausbeute: 1.81 g (8.50 mmol, 66%). 

DC: Rf  = 0.28 (PE:EtOAc 7:3). 

1H-NMR  (500 MHz, CDCl3, δ in ppm):  

2.43 (t, J  = 2.3 Hz, 1H, C≡CH), 3.38 (t, J  = 3.3 Hz, 1H, H-1), 3.56-3.76 (m, 10H, H-

2/3/4/5/6), 4.19 (d, J  = 2.3 Hz, 2H, CH2O). 

13C-NMR  (126 MHz, CDCl3, δ in ppm):  

50.57 (C-1), 58.31 (CH2O), 69.01 (C-6), 69.96 (C-5), 70.40 + 70.57 + 70.59 (C-2/3/4), 

74.46 (C≡CH), 79.54 (C≡CH). 

IR (ATR): 𝜈 ̃ [cm-1] = 3139, 2868, 1736, 1460, 1352, 1303, 1228, 1087, 1048, 973.  

MS (ESI+): m/z = 214.1 

HRMS (ESI+): C9H15N3O3 (213.11)    ber.: 214.1184 [M+H]+, 

        gef.: 214.1185 [M+H]+. 
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7.5.3 Synthese von Triphenylethylen-Triethylenglycol-Konjugaten 

(E/Z)-N-(1-Azido-2-(2-ethoxyethoxy)ethyl)-norendoxifen 

 

Zu einer Lösung von (E/Z)-Norendoxifen 28  (108 mg, 300 µmol) in THF (1.0 mL) wurde 

DBU (98.0 µL, 660 µmol) und 1-Azido-2-(2-(2-iodoethoxy)ethoxy)ethan 4  (86.0 mg, 300 

µmol) gegeben und die Reaktionsmischung für 4 h bei 40 °C gerührt. Die Reaktion 

wurde durch Zugabe von Wasser (1.0  mL) beendet und das Lösungsmittel im Vakuum 

entfernt. Der Rückstand wurde in Essigsäureethylester aufgenommen (5.0  mL) und die 

organische Phase mit gesättigter Natriumchlorid-Lösung (1.0 mL) gewaschen. Die orga-

nische Phase wurde über Natriumsulfat getrocknet und das Lösungsmittel nach Filtra-

tion im Vakuum entfernt. Der Rückstand wurde säulenchromatographisch an Kieselgel 

gereinigt (20 x 1.0 cm, DCM: MeOH 9:1). Die Titelverbindung wurde als farbloses,  trü-

bes Öl erhalten (E/Z = 3.0:1.0).  

Ausbeute: 111 mg (210 µmol, 72%). 

DC: Rf  = 0.44 (DCM:MeOH 9:1). 

1H-NMR  (500 MHz, CDCl3, δ in ppm):  

2x 0.92 (t, J = 7.4 Hz, 6H, H-12/12’), 2x 2.49 (q, J = 7.4 Hz, 4H, H-11/11’), 3.01 (t, J = 

5.0 Hz, 2H, H-6’), 3.07 (t, J = 5.0 Hz, 2H, H-6’i), 3.12 (t, J = 4.8 Hz, 2H, H-1’), 3.21 (t, J = 

4.80 Hz, 2H, H-1’i), 3.33 (t, J  = 5.0 Hz, 2H, CH2NH), 3.37 (t, J  = 5.0 Hz, 2H, CH2NHi), 3.61-

3.76 (m, 16H, H-2’-5’/2’i-5’i), 4.03 (t, J  = 5.0 Hz, 2H, OCH2), 4.20 (t, J  = 5.0 Hz, 2H, OCH2
i), 

6.45 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H-2i), 6.50 (d, J = 8.7 Hz, 2H, H-2), 6.68 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H-8i), 

6.75 (d, J  = 8.7 Hz, 2H, H-8), 6.79 (d, J = 8.7 Hz, 2H, H-7), 6.84 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H-7’), 

7.04 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H-3), 7.08-7.20 (m, 12H, 3 i/14/14i/15/15i/16/16 i-H). 

13C-NMR  (126 MHz, CDCl3, δ in ppm): 

13.60 (br) (C-12/12’), 29.04 (br) (C-11/11 ’), 48.52 (C-1’), 48.62 (C-1’i), 48.93 (CH2NH), 

49.00 (CH2NH i), 50.61 (br) (OCH2/OCH2
i), 66.47 (br) + 69.91 (br) + 70.02 + 70.04 + 70.41 



7. Experimenteller Teil   191 

+ 70.44 + 70.54 + 70.57 (C-1’-5’/C-1’i-5’i), 113.23 (C-2), 113.99 (C-7 i), 114.45 (C-2 i),  

115.15 (C-7), 123.86 + 125.84 + 127.77 + 127.82 + 129.70 (br) + 130.55 + 130.69 (C -

3/3i/14/14i/15/15i/16/16i), 131.91 (C-8), 132.06 (C-8i), 135.53 + 136.15 + 136.22 + 

137.89 + 140.83 (br) + 142.68 (br) (C-4/4i/5/5i/6/6 i/10/10i), 149.56 (br) (C-13/13 i),  

154.23 + 155.20 + 156.45 + 157.31 (C-1/1i/9/9 i). 

IR (ATR): 𝜈 ̃ [cm-1] = 3053, 2968, 2874, 2101, 1664, 1605, 1507, 1440, 1368, 1236.  

UV/VIS (MeOH): λmax = 221, 262, 273. 

MS (ESI+): m/z = 517.3 [M+H]+. 

HRMS (ESI+): C30H36N4O4 (516.27)    ber.: 517.2809 [M+H]+, 

        gef.: 517.2793 [M+H]+. 

(E/Z)-N-methyl-N’-(1-azido-2-(2-ethoxyethoxy)ethyl)-norendoxifen 

 

Zu einer Lösung von (E/Z)-Endoxifen 32 (41.0 mg, 110 µmol) in THF (400 µL) wurde DBU 

(18.0 µL, 120 µmol) und 1-Azido-2-(2-(2-iodoethoxy)ethoxy)ethan 4 (31.0 mg, 

110 µmol) gegeben und die Reaktionsmischung für 2  h bei Raumtemperatur gerührt. 

Die Reaktion wurde durch Zugabe von Wasser (500 µL) beendet und das Lösungsmittel  

im Vakuum entfernt. Der Rückstand wurde in Essigsäureethylester aufgenommen 

(5.0 mL) und die organische Phase mit gesättigter Natriumchlorid-Lösung (1.0 mL) ge-

waschen. Die organische Phase wurde über Natriumsulfat getrocknet und das Lösungs-

mittel nach Filtration im Vakuum entfernt. Der Rückstand wurde säulenchromatogra-

phisch an Kieselgel gereinigt (24  x 1.0 cm, DCM: MeOH 94:6). Die Titelverbindung 

wurde als farbloses, trübes Öl erhalten (E/Z = 1.0:1.0).  

Ausbeute: 41.8 mg (79 µmol, 71%). 

DC: Rf  = 0.10 (DCM:MeOH 94:6). 

1H-NMR  (500 MHz, CDCl3, δ in ppm):  
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2x 0.93 (t, J = 7.4 Hz, 6H, H-12/12’), 2.41 (br s, 3H, NCH3), 2.44-2.52 (m, 7H, 

11/11i/NCH3
i), 2.72-2.78 (m, 2H, H-6’), 2.79-2.84 (m, 2H, H-6’ i), 2.84-2.89 (m, 2H, 

CH2NH), 2.93-2.99 (m, 2H, CH2NHi), 3.35 (t, J = 5.20 Hz, 2H, H-1’i), 3.37 (t, J = 5.0 Hz, 

2H, H-1’i), 3.60-3.67 (m, 14H, H-2’-5’/2’i-4’i), 3.68-3.71 (m, 2H, 5’i-H), 3.96 (t, J  = 

5.60 Hz, 2H, OCH2), 4.20 (t, J  = 5.60 Hz, 2H, OCH2
i), 6.45 (d, J = 9.1 Hz, 2H, H-8), 6.47 (d, 

J = 8.7 Hz, 2H, H-8i), 6.71 (d, J = 8.80 Hz, 2H, H-7 i), 6.73 (d, J = 9.1 Hz, 2H, H-7), 6.80 (2x 

d, J = 8.5 Hz, 2H, H-2/2i), 7.06-7.19 (m, 14H, 3/3 i/14/14i/15/15i/16/16i-H). 

13C-NMR  (126 MHz, CDCl3, δ in ppm): 

13.61 (C-12), 13.62 (C-12’), 28.98 (C-11), 29.03 (C-11’), 42.90 (NCH3), 43.03 (NCH3
i), 

50.65 (C-1’), 50.66 (C-1’), 56.49 (CH2NH), 56.56 (CH2NH’), 56.93 (C-6), 56.99 (C-6’), 

64.94 (OCH2), 65.34 (OCH2’), 68.80 + 68.89 + 69.99 + 70.01 + 70.43 + 70.46 + 70.59 + 

70.63 + 70.54 + 70.57 (C-2’-5’/C-2’i-5’i), 113.18 (C-7), 113.94 (C-7i), 114.41 (C-2), 115.13 

(C-2i), 125.83 (br) + 127.78 + 127.82 + 129.70 (br) + 130.53 + 130.69 (C -

3/3i/14/14i/15/15i/16/16i), 131.89 (C-8), 132.08 (C-8i), 135.54 + 135.85 + 135.97 + 

136.45 + 137.83 + 137.85 + 140.85 (br) (C-4/4i/5/5 i/6/6i/10/10i), 142.66 (br) (C-13/13i), 

153.85 + 154.81 + 156.45 + 157.28 (C-1/1i/9/9 i). 

IR (ATR): 𝜈 ̃ [cm-1] = 3051, 2970, 2870, 2107, 1666, 1605, 1507, 1440, 1372, 1236.  

UV/VIS (MeOH): λmax = 221, 262, 273. 

MS (ESI+): m/z = 531.3 [M+H]+. 

HRMS (ESI+): C31H38N4O4 (530.28)    ber.: 531.2965 [M+H]+, 

        gef.: 531.2951 [M+H]+. 

(E/Z)-N-Carbamoyl-(2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethyl-norendoxifen 

 

Zu einer Lösung von (E/Z)-Norendoxifen 28  (539 mg, 1.50 mmol) in THF (5.0 mL) wurde 

Pyridin (480 µL, 6.00 nmol) und 2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)ethyl-1H-imidazol-1-car-

boxylat 8  (404 mg, 1.50 nmol) gegeben und die Reaktionsmischung für 6  h bei 
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Raumtemperatur gerührt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von gesättigter Ammoni-

umchlorid-Lösung (1 M, 2.5 mL) beendet und das Lösungsmittel im Vakuum entfernt. 

Der Rückstand wurde in Essigsäureethylester aufgenommen (20  mL) und die organi-

sche Phase mit gesättigter Natriumchlorid-Lösung (10 mL) gewaschen. Die organische 

Phase wurde über Natriumsulfat getr ocknet und das Lösungsmittel nach Filtration im 

Vakuum entfernt. Der Rückstand wurde säulenchromatographisch an Kieselgel gerei-

nigt (25 x 2.5 cm, n-Hexan:EtOAC 1:1). Die Titelverbindung wurde als gelbes, klares Öl 

erhalten (E/Z = 2.6:1.0).  

Ausbeute: 602 mg (1.07 mmol, 71%). 

DC: Rf  = 0.28 (n-Hexan:EtOAC 1:1). 

1H-NMR  (500 MHz, (CD3)2CO), δ in ppm):  

2x 0.90 (t, J = 7.4 Hz, 6H, H-12/12i), 2x 2.49 (q, J = 7.4 Hz, 4H, H-11/11i), 3.32-3.40 (m, 

2H, H-1’/1’i), 3.40-3.47 (m, 2H, CH2NH(C=O)), 3.51-3.57 (m, 2H, CH2NH(C=O)i), 3.58-

3.69 (m, 16H, H-2’-5’/2’i-5’i), 3.92 (t, J = 5.6 Hz, 2H, OCH2), 4.06-4.19 (m, 2H, OCH 2
i/H-

6’/6’í), 6.42 (br s, 1H, NH), 6.48 (d, J = 8.7 Hz, 2H, H-7i), 6.49 (br s, NH i), 6.59 (d, J = 

8.7 Hz, 2H, H-7), 6.70 (d, J  = 8.7 Hz, 2H, H-8i), 6.79 (d, J  = 8.7 Hz, 2H, H-8), 6.84 (d, J = 

8.7 Hz, 2H, H-2), 6.95 (d, J = 8.7 Hz, 2H, H-2 i) 7.08-7.20 (m, 14H, H-

3/3i/14/14i/15/15i/16/16i). 

13C-NMR  (126 MHz, (CD3)2CO), δ in ppm): 

13.57 (br) (C-12/12i), 28.99 (br) (C-11/11i), 40.46 (CH2NH(C=O)), 40.55 (CH2NH(C=O)i), 

50.59 (br) (C-1’/1’i), 64.07 (C-6’), 64.12 (C-6’i), 66.46 (O(CH2)), 66.72 (O(CH2) i), 69.57 

(br) + 70.04 (br) + 70.53 (br) + 70.68 (br) (C-2’-5’/C-2’i-5’i), 113.13 (C-7), 113.90 (C-7i), 

114.28 (C-2i), 114.97 (C-2), 125.86 + 125.89 + 127.78 + 127.81 + 129.65 (br) + 130.62 + 

130.67 (C-3/3i/14/14i/15/15i/16/16i), 131.97 (C-8), 132.01 (C-8 i), 135.42 + 135.82 + 

136.34 + 136.77 + 137.55 + 137.69 + 140.97 + 141.07 (C -4/4i/5/5i/6/6 i/10/10i), 148.09 

(br) (C-13/13i), 153.92 + 154.81 + 156.20 + 156.47 +  156.55 + 157.05 (C-

1/1i/9/9i/CH2NH(C=O)/CH2NH(C=O)i). 

IR (ATR): 𝜈 ̃ [cm-1] = 3329, 2968, 2878, 2101, 1772, 1701, 1607, 1507, 1460, 1264.  

UV/VIS (MeOH): λmax = 221, 262, 273. 

MS (ESI+): m/z = 561.4 [M+H]+. 

HRMS (ESI+): C31H37N4O6 (560.26)    ber.: 561.2707 [M+H]+, 
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        gef.: 561.2698 [M+H]+. 

(E/Z)-1-(2-(2-(2-Hydroxyethoxy)ethoxy)ethyl)-3-(norendoxifen)urea 

 

Zu einer Lösung von 1,1’-Carbonyldiimidazol (32.0  mg, 200 µmol) in DCM (500 µL) 

wurde 2,2,3,3-tetramethyl-4,7,10-trioxa-3-siladodecan-12-amin 10 (53.0 mg, 

200 µmol) gegeben und die Reaktion für 1  h bei Raumtemperatur gerührt. Eine Lösung 

von (E/Z)-O-TBDMS-Norendoxifen 40 (43.3 mg, 0.057 mmol) in DCM (200 µL) wurde 

portionsweise über einen Zeitraum von 10 min. hinzugetropft und die Reaktionsmi-

schung für 16 h gerührt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von gesättigter Ammonium-

chlorid-Lösung (1 M, 500 µL) beendet und das Lösungsmittel im Vakuum entfernt. Der 

Rückstand wurde in Essigsäureethylester aufgenommen (1.0  mL), die Phasen getrennt 

und die organische Phase über Natriumsulfat getrocknet. Nach Filtration w urde das 

Lösungsmittel im Vakuum entfernt und der Rückstand (68.7  mg) ohne zusätzliche Auf-

reinigung weiter umgesetzt. Der Rückstand wurde in Tetrahydrofuran (1.0  mL) gelöst, 

mit Tetrabutylammoniumfluorid-Lösung (1 M, 360 µL, 0.360 mmol) tropfenweise über 

einen Zeitraum von 5 min. versetzt und die Reaktionsmischung für 3 h bei Raumtem-

peratur gerührt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von gesättigter Natriumchlorid-Lö-

sung (500 µL) beendet und das Lösungsmittel im Vakuum entfernt. Der Rückstand 

wurde in Essigsäureethylester aufgenommen (1.0  mL), die Phasen getrennt und die or-

ganische Phase über Natriumsulfat getrocknet. Nach Filtration wurde das Lösungsmit-

tel im Vakuum entfernt und der Rückstand säulenchromatographisch an Kieselgel ge-

reinigt (21 x 1.5 cm, DCM:MeOH 9:1). Die Titelverbindung wurde als farbloses, klares 

Öl erhalten (E/Z = 1.8:1.0).  

Ausbeute: 16.0 mg (30 µmol, 15%). 

DC: Rf  = 0.31 (DCM:MeOH 9:1). 

1H-NMR  (500 MHz, CDCl3, δ in ppm):  
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2x 0.92 (t, J = 7.4 Hz, 6H, H-12/12i), 2.43-2.53 (m, 4H, H-11/11i), 3.29-3.38 (m, 4H, 6/6 i), 

3.44-3.61 (m, 24H) + 3.66-3.70 (m, 2H) + 3.71-3.74 (m, 2H) 

(CH2NH(C=O)/CH2NH(C=O)i/H-1’-5’/1’i-5’i), 3.82 (t, J  = 5.0 Hz, 2H, OCH2), 3.99 (t, J  = 

5.0 Hz, 2H, OCH2), 5.49-5.54 (m, 2H, ArO(CH2)2NH(C=O)/(CH2)NH(C=O)), 5.57 (t, J = 

5.6 Hz, 2H, (C=O)NHi(CH2)2O), 5.82 (t, J  = 5.9 Hz, 2H, ArO(CH2)2NH(C=O)i), 6.47 (d, J = 

8.8 Hz, 2H, H-7i), 6.48 (d, J = 8.8 Hz, 2H, H-7), 6.68 (d, J = 8.8 Hz, 2H, H-8i), 6.75 (d, J = 

8.8 Hz, 2H, H-8), 6.81 (d, J  = 8.5 Hz, 2H, H-2), 6.83 (d, J  = 8.5 Hz, 2H, H-2i), 7.05 (d, J = 

8.5 Hz, 2H, H-3), 7.08-7.20 (m, 12H, H-3i/14/14i/15/15 i/16/16i). 

13C-NMR  (126 MHz, CDCl3, δ in ppm): 

13.60 (br) (C-12/12i), 28.98 (C-11), 29.01 (C-11 i), 40.06 (C-6’), 40.09 (C-6’i), 67.3 (OCH2), 

67.6 (OCH2
i), 39.75 + 39.84 + 61.53 + 61.56 + 69.9 + 70.0 + 70.1 + 70.2 + 70.4 + 70.5 + 

72.3 + 72.4 (CH2NH(C=O)/CH2NH(C=O)i/C-1’-5’/C-1’i-5’i), 113.18 (C-7), 113.95 (C-7i), 

114.39 (C-2i), 115.08 (C-2), 123.89 + 125.85 + 127.79 (br) + 129.67 + 129.68 + 130.60 + 

130.64 + 149.45 (br) (C-3/3 i/13/13i/14/14i/15/15i/16/16i), 131.9 (br) (C-8/8i), 136.31 + 

136.32 + 137.80 + 137.83 + 140.77 + 140.93 + 142.58 + 142.66 (C -4/4i/5/5i/6/6i/10/10i),  

154.3 + 155.2 + 156.3 + 157.2 (C-1/1i/9/9 i), 158.7 (NH(C=O)NH), 158.8 (NH(C=O)NH i). 

IR (ATR): 𝜈 ̃ [cm-1] = 3351, 2970, 2872, 1646, 1566, 1507, 1460, 1440, 1268, 1230.  

UV/VIS (MeOH): λmax = 211, 245, 285. 

MS (ESI+): m/z = 535.3 [M+H]+. 

HRMS (ESI+): C31H38N2O6 (534.27)    ber.: 535.2802 [M+H]+, 

        gef.: 535.2759 [M+H]+. 

(E/Z)-N-(2-(2-(2-Hydroxyethoxy)ethoxy)ethyl)-2-(4-(1-(4-hydroxyphen -yl)-2-phenyl-

but-1-en-1-yl)phenoxy)acetamid 

 

Zu einer Lösung von 4,4'-(2-Phenylbut-1-ene-1,1-diyl)diphenol 49  (95.0 mg, 300 µmol) 

in Tetrahydrofuran (3.0  mL) wurde Natriumhydrid (60% in Mineralöl, 13 mg, 330 µmol) 
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unter Eisbadkühlung gegeben und die Reaktion für 30 min. unter Eisbadkühlung ge-

rührt. Eine Lösung von 2-Brom-N-(2-(2-(2-Hydroxyethoxy)ethoxy)ethyl)acetamid 15  

(81.0 mg, 300 µmol) in THF (1.0 mL) wurde tropfenweise über einen Zeitraum von 15 

min. hinzugegeben und das Reaktionsgemisch für 4  h bei Raumtemperatur gerührt. Die 

Reaktion wurde durch Zugabe von Wasser (1.0  mL) beendet und das Lösungsmittel im 

Vakuum entfernt. Der Rückstand wurde in Essigsäureethylester aufgenommen 

(5.0 mL), die organische Phase mit gesättigter Natriumchlorid-Lösung (5.0 mL) gewa-

schen und die organische Phase über Natri umsulfat getrocknet. Nach Filtration wurde 

das Lösungsmittel im Vakuum entfernt und der Rückstand säulenchromatographisch an 

Kieselgel gereinigt (25 x 2.0 cm, DCM:MeOH 93:7). Die Titelverbindung wurde als farb-

loses, klares Öl erhalten (E/Z = 1.2:1.0).  

Ausbeute: 49.4 mg (97 µmol, 32%). 

DC: Rf  = 0.17 (DCM:MeOH 93:7).  

1H-NMR  (500 MHz, CDCl3, δ in ppm):  

2x 0.92 (t, J  = 7.4 Hz, 6H, H-12/12i), 2x 2.49 (q, J = 7.4 Hz, 4H, H-11/11 i), 2.62 (br s, 1H, 

OH), 3.47-3.64 (m, 20H) + 3.67-3.70 (m, 2H) + 3.71-3.74 (m, 2H) (H-1’-6’/1’i-6’i), 4.35 

(s, 2H, (CH2)(C=O)NH), 4.51 (s, 2H, (CH2)(C=O)NH i), 6.48 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H-7i), 6.54 (d, 

J = 8.8 Hz, 2H, H-7), 6.68 (d, J = 8.8 Hz, 2H, H-2i), 6.79 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H-8i), 6.80 (d, J  

= 8.8 Hz, 2H, H-8), 6.88 (d, J  = 8.5 Hz, 2H, H-2), 7.04-7.22 (m, 16H, 

NH/NH i/3/3i/14/14 i/15/15i/16/16i). 

13C-NMR  (126 MHz, CDCl3, δ in ppm): 

13.55 (br) (C-12/12i), 28.92 (C-11), 28.99 (C-11i), 38.74 + 38.82 + 61.64 + 61.66 + 69.63 

+ 69.69 + 70.22 (br) + 70.28 (br) + 72.41 + 72.43 (C -1’-6’/C-1’i-6’i), 67.04 

((CH2)(C=O)NH), 67.30 ((CH2)(C=O)NH i), 113.49 (C-7), 114.27 (C-8), 114.37 (C-7i), 115.06 

(C-8i), 125.91 + 125.94 + 127.79 + 127.81 + 129.60 +129.62 + 130.58 + 130.76 (C -

3/3i/14/14i/15/15i/16/16i), 131.91 (C-2), 132.08 (C-2i), 135.01 + 135.38 + 137.41 + 

137.46 + 137.50 + 137.83 + 141.14 + 141.46 + 142.36 + 142.43 (C -

4/4i/5/5i//6/6i/10/10i/13/13i), 154.17 + 154.90 + 155.06 + 155.78 (C -1/1i/9/9i), 168.85 

((CH2)(C=O)NH), 168.89 ((CH2)(C=O)NH i). 

IR (ATR): 𝜈 ̃ [cm-1] = 3290, 3058, 2966, 2874, 1660, 1607, 1546, 1505, 1440, 1370.  

UV/VIS (MeOH): λmax = 213, 244, 285. 
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MS (ESI+): m/z = 506.3 [M+H]+. 

HRMS (ESI+): C30H35NO6 (505.25)    ber.: 506.2696 [M+H]+, 

        gef.: 506.2654 [M+H]+. 

(E/Z)-N-(2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethyl)-2-(4-(1-(4-hydroxyphenyl)-2-phenylbut-

1-en-1-yl)phenoxy)acetamid 

 

Zu einer Lösung von 4,4'-(2-Phenylbut-1-ene-1,1-diyl)diphenol 49  (95.0 mg, 300 µmol) 

in Tetrahydrofuran (3.0  mL) wurde Natriumhydrid (60% in Mineralöl, 13 mg, 330 µmol) 

unter Eisbadkühlung gegeben und die Reaktion für 30 min. unter Eisbadkühlung ge-

rührt. Eine Lösung von 2-Brom-N-(2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)ethyl)acetamid 14  

(89.0 mg, 300 µmol) in THF (1.0 mL) wurde tropfenweise über einen Zeitraum von 15 

min. hinzugegeben und das Reaktionsgemisch für 4  h bei Raumtemperatur gerührt. Die 

Reaktion wurde durch Zugabe von Wasser (1.0  mL) beendet und das Lösungsmittel im 

Vakuum entfernt. Der Rückstand wurde in Essigsäureethylester aufgenommen 

(5.0 mL), die organische Phase mit gesättigter Natriumchlorid-Lösung (5.0 mL) gewa-

schen und die organische Phase über Natriumsulfat getrocknet. Nach Filtration wurde 

das Lösungsmittel im Vakuum entfernt und der Rückstand säulenchroma tographisch an 

Kieselgel gereinigt (25 x 2.0 cm, DCM:MeOH 95:5). Die Titelverbindung wurde als farb-

loses, klares Öl erhalten (E/Z = 1.6:1.0).  

Ausbeute: 67.9 mg (134 µmol, 45%). 

DC: Rf  = 0.17 (DCM:MeOH 95:5).  

1H-NMR  (500 MHz, CDCl3, δ in ppm):  

2x 0.93 (t, J  = 7.4 Hz, 6H, H-12/12i), 2x 2.49 (q, J  = 7.4 Hz, 4H, H-11/11i), 3.34 (t, J = 

5.0 Hz, 2H) + 3.38 (t, J = 5.0 Hz, 2H) + 3.50-3.69 (m, 20H) (H-1’-6’/1’ i-6’i), 4.37 (s, 2H, 

(CH2)(C=O)NH), 4.53 (s, 2H, (CH2)(C=O)NH i), 6.48 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H-7i), 6.56 (d, J = 

8.8 Hz, 2H, H-7), 6.72 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H-2i), 6.80 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H-8i), 6.82 (d, J = 
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8.8 Hz, 2H, H-8), 6.88 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H-2), 7.04-7.22 (m, 14H, 

NH/NH i/3/3i/14/14 i/15/15i/16/16i). 

13C-NMR  (126 MHz, CDCl3, δ in ppm): 

13.33 (br) (C-12/12 i), 28.72 (C-11), 28.79 (C-11i), 38.45 (br) + 50.36 + 50.38 + 69.52 (br) 

+ 69.58 (br) + 69.81 + 69.82 + 70.10 + 70.12 + 70.30 + 70.33 (C -1’-6’/C-1’i-6’i), 66.94 

((CH2)(C=O)NH), 67.18 ((CH2)(C=O)NH i), 113.30 (C-7), 114.06 (br) (C-8/8i), 114.76 (C-7i),  

125.76 + 125.78 + 127.60 + 127.61 + 129.39 (br) + 130.46 + 130.54 (C -

3/3i/14/14i/15/15i/16/16i), 131.78 (C-2), 131.87 (C-2i), 135.01 + 135.38 + 137.41 + 

137.46 + 137.50 + 137.83 + 141.14 + 141.46 + 142.36 + 142.43 (C -

4/4i/5/5i//6/6i/10/10i/13/13i), 154.17 + 154.90 + 155.06 + 155.78 (C -1/1i/9/9i), 168.85 

((CH2)(C=O)NH), 168.89 ((CH2)(C=O)NH i). 

IR (ATR): 𝜈 ̃ [cm-1] = 3290, 3058, 2966, 2874, 2105, 1660, 1607, 1546, 1505, 1440.  

UV/VIS (MeOH): λmax = 203, 243, 285. 

MS (ESI+): m/z = 530.3 [M+H]+. 

HRMS (ESI+): C30H34N4O5 (530.25)    ber.: 531.2601 [M+H]+, 

        gef.: 531.2589 [M+H]+. 

(E/Z)-4-(1-(4-((1-(2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)ethyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)me-

thoxy)phenyl)-2-phenylbut-1-en-1-yl)phenol-norendoxifen 

 

Zu einer Lösung von 4-(2-Phenyl-1-(4-(prop-2-yn-1-yloxy)phenyl)but-1-en-1-yl)phenol 

31 (213 mg, 600 µmol) in einem Gemisch bestehend aus tert-Butanol/Tetrahydro-

furan/Wasser (6.0 mL, 1:1:1) gelöst und mit Natriumascorbat (12.0  mg, 60 µmol) und 

Kupfersulfat-Pentahydrat (15.0 mg, 60 µmol) versetzt. 2-(2-(2-Azido-

ethoxy)ethoxy)ethan-1-ol 2 (105 mg, 600 µmol) wurde portionsweise über einen Zeit-

raum von 5 min. hinzugegeben und das Reaktionsgemisch für 24  h bei Raumtemperatur 

gerührt. Die Reaktion wurde mit Essigsäureethylester (3 x 10 mL) extrahiert, die 
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organische Phase mit gesättigter Natriumchlorid-Lösung gewaschen (10 mL) und über 

Natriumsulfat getrocknet. Nach Filtration wurde das Lösungsmittel im Vakuum entfernt 

und das Rohprodukt säulenchromatographisch an  Kieselgel gereinigt (24 x 2.5 cm, 

DCM:MeOH 95:5). Die Titelverbindung wurde als gelbe, klares Öl erhalten (E/Z = 

1.0:1.0). 

Ausbeute: 125 mg (240 µmol, 39%). 

DC: Rf  = 0.10 (DCM:MeOH 95:5).  

1H-NMR  (500 MHz, CDCl3, δ in ppm):  

2x 0.92 (t, J  = 7.4 Hz, 6H, H12/12 i), 2.43-2.51 (m, 2H, H-11/11 i), 3.51-3.60 (m, 12H, H-

2’/2’i/4/4’ i/1’/1’ i), 3.67-3.71 (m, 2H, H-3’), 3.71-3.74 (m, 2H, H-3’i), 3.84 (t, J = 5.0 Hz, 

2H, H-5’), 3.87 (t, J = 5.0 Hz, 2H, H-5’i), 4.49 (t, J = 5.0 Hz, 2H, H-6’), 4.53 (t, J = 5.0 Hz, 

2H, H-6’i), 5.04 (s, 2H, (OCH2C=CH), 5.20 (s, 2H, OCH2C=CHi), 6.49 (d, J  = 8.8 Hz, 2H, H-

7), 6.59 (d, J  = 8.8 Hz, 2H, H-7i), 6.69 (d, J  = 8.8 Hz, 2H, H-8i), 6.77 (d, J = 8.8 Hz, 2H, H-

8), 6.83 (d, J = 8.8 Hz, 2H, H-2), 6.94 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H-2i), 7.06 (d, J  = 8.5 Hz, 2H, H-

3), 7.04-7.18 (m, 12H, H-3 i/14/14i/15/15i/16/16i), 7.74 (OCH2C=CH), 7.83 (OCH2C=CH). 

13C-NMR  (126 MHz, CDCl3, δ in ppm): 

13.57 (C-12), 13.59 (C-12 i), 28.95 (C-11), 28.98 (C-11i), 50.27 (C-1’), 50.32 (C-1’i), 61.60 

(C-2’), 61.63 (C-2’i), 61.85 (br) (OCH2C=CH/OCH2C=CHi), 69.23 (C-6’), 69.26 (C-6’i), 70.11 

+ 70.13 + 70.46 + 70.48 + 72.31 + 72.34 (C-3’/3’i/4’/4’ i/5’/5’ i), 113.50 (C-7i), 114.28 (C-

2i), 114.36 (C-7), 115.07 (C-2), 124.10 (OCH2C=CH), 124.20 (OCH2C=CH i), 125.84 + 

125.87 + 127.76 + 127.79 + 129.65 (br) + 130.58 + 130.62 (C-3/3i/14/14 i/15/15i/16/16i),  

131.92 (C-8), 131.98 (C-8i), 135.30 + 135.65 + 136.51 + 136.93 + 137.69 + 137.71 + 

140.94 + 141.09 + 143.97 + 143.97 (C-4/4i/5/5i/6/6i/10/10 i/13/13 i), 142.54 (br) 

(OCH2C=CH / OCH2C=CH i), 154.03 + 154.94 + 155.98 + 156.80 (C -1/1i/9/9i). 

IR (ATR): 𝜈 ̃ [cm-1] = 3184, 2966, 2872, 2246, 1603, 1505, 1462, 1436, 1372, 1221.  

UV/VIS (MeOH): λmax = 214, 245, 285. 

MS (ESI+): m/z = 555.3 [M+H]+. 

HRMS (ESI+): C31H35N6O4 (554.26)    ber.: 555.2696 [M+H]+, 

        gef.: 555.2645 [M+H]+. 
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7.5.4 Synthese von Estradiol-Triethylenglycol-Konjugaten 

3-O-(2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)ethyl)-17β-estradiol 

 

Zu einer Lösung von 17β-Estradiol (136 mg, 500 µmol) in Dimethylformamid (3.0 mL) 

wurde Kaliumcarbonat (207 mg, 1.50 mmol) gegeben und die Reaktionsmischung für 

15 min. bei Raumtemperatur gerührt. 1-Azido-2-(2-(2-iodethoxy)ethoxy)ethan 4  

(428 mg, 1.50 mmol) wurde portionsweise über einen Zeitraum von 5 min. hinzugege-

ben und die Reaktionsmischung für 20  h bei Raumtemperatur gerührt. Das Lösungsmit-

tel wurde im Vakuum entfernt, der Rückstand in Essigsäureethylester (20 mL) aufge-

nommen, mit gesättigter Natriumchlorid-Lösung (10 mL) gewaschen und die organi-

sche Phase über Natriumsulfat getrocknet. Nach Filtration wurde das Lösungsmittel im 

Vakuum entfernt und das Rohprodukt säulenc hromatographisch an Kieselgel gereinigt 

(29 x 2.5 cm, DCM:MeOH 95:5). Die Titelverbindung wurde als farbloses, klares Öl er-

halten. 

Ausbeute: 144 mg (335 µmol, 66%). 

DC: Rf  = 0.39 (DCM:MeOH 95:5).  

1H-NMR  (500 MHz, CDCl3, δ in ppm):  

0.78 (s, 3H, H-18), 1.15-1.55 (m, 7H) + 1.66-1.75 (m, 1H) + 1.85-1.91 (m, 1H) + 1.92-1.98 

(m, 1H) + 2.08-2.23 (m, 2H) + 2.28-2.35 (m, 1H) + 2.78-2.91 (m, 2H) (H-

6/7/8/9/11/12/14/15/16/OH), 3.40 (t, J  = 5.0 Hz, 2H) + 3.67-3.79 (m, 7H) (H-1’-4’/H-

17), 3.86 (t, J = 4.8 Hz, 2H, H-5’), 4.12 (t, J = 4.8 Hz, 2H, H-6’), 6.65 (d, J = 2.5 Hz, 1H, H-

2), 6.72 (dd, J = 8.5 Hz, J = 2.5 Hz, 1H, H-4), 7.20 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H-1). 

13C-NMR  (126 MHz, CDCl3, δ in ppm):  

11.03 (C-18), 23.10 + 26.27 + 27.20 + 29.75 + 30.56 + 36.66 + 38.79 + 43.22 + 4 3.91 + 

49.98 (C-6/7/8/9/11/12/13/14/15/16), 67.33 (C-6’), 69.87 (C-5’), 50.65 + 70.06 + 70.72 

+ 70.83 (C-1’-4’), 81.8 (C-17), 112.08 + 114.58 + 126.27 + 132.81 + 137.93 + 156.57 (C -

1/2/3/4/5/10). 
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IR (ATR): 𝜈 ̃ [cm-1] = 3441, 2919, 2866, 2354, 2101, 1607, 1497, 1448, 1346, 1283. 

UV/VIS (MeOH): λmax = 227, 277. 

MS (ESI+): m/z = 452.5 [M+Na]+. 

HRMS (ESI+): C24H35N3O4 (429.26)    ber.: 430.2700 [M+H]+, 

        gef.: 430.2679 [M+H]+. 

3-O-TBDMS-17β-Estradiol 

 

Zu einer Lösung von Estron 54  (2.16 g, 8.00 mmol) in Dimethylformamid (80  mL) wurde 

1H-Imidazol (1.08 g, 16.0 mmol) gegeben und die Reaktionsmischung mit tert-Butyldi-

methylsilylchlorid (1.33 g, 8.80 mmol) portionsweise über einen Zeitraum von 15 min. 

versetzt. Die Reaktionsmischung wurde für 6  h bei Raumtemperatur gerührt und die 

Reaktion durch Zugabe von Wasser (10  mL) beendet. Das Lösungsmittel wurde im 

Hochvakuum entfernt und der Rückstand in Essigsäureethylester (60  mL) aufgenom-

men. Die organische Phase wurde mit gesättigter Natriumchlorid-Lösung (20 mL) ge-

waschen und über Natriumsulfat getrocknet. Nach Filtration wurde das Lösungsmittel 

im Vakuum entfernt und das  Rohprodukt säulenchromatographisch an Kieselgel gerei-

nigt (24 x 4.5 cm, PE:EtOAc 3:1). Die Titelverbindung wurde als weißes Pulver erhalten.  

Ausbeute: 2.80 g (7.29 mmol, 91%). 

DC: Rf  = 0.61 (PE:EtOAc 3:1).  

1H-NMR  (500 MHz, CDCl3, δ in ppm):  

0.20 (Si(CH3)2), 0.92 (s, 3H, H-18),  0.99 (s, 9H, SiC(CH3)3),  1.37-1.68 (m, 7H) + 1.90-2.10 

(m, 3H) + 2.11-2.20 (m, 1H) + 2.21-2.29 (m, 1H) + 2.35-2.44 (m, 1H) + 2.47-2.56 (m, 1H) 

+ 2.80-2.92 (2H) (H-6/7/8/9/11/12/14/15/16), 6.58 (d, J  = 2.5 Hz, 1H, H-2), 6.64 (dd, J  

= 8.5 Hz, J = 2.5 Hz, 1H, H-4), 7.20 (d, J  = 8.20 Hz, 1H, H-1). 

13C-NMR  (126 MHz, CDCl3, δ in ppm):  
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-4.41 (Si(CH3)2), 13.84 (C-18), 13.84 + 21.56 + 26.53 + 29.45 + 31.55 + 35.87 + 38.26 + 

43.98 + 48.00 + 50.54 (C-6/7/8/9/11/12/13/14/15/16), 25.67 (SiC(CH3)3), 25.81 

(SiC(CH3)3), 117.29 + 119.97 + 126.1 + 132.40 + 137.58 + 153.44 (C -1/2/3/4/5/10), 

221.08 (C-17). 

IR (ATR): 𝜈 ̃ [cm-1] = 2947, 2927, 2880, 2856, 1729, 1603, 1491, 1468, 1360, 1246.  

UV/VIS (MeOH): λmax = 276. 

MS (ESI+): m/z = 385.4 [M+H]+. 

HRMS (ESI)+: C24H36O2Si (384.24)    ber.: 385.2557 [M+H]+, 

        gef.: 385.2570 [M+H]+. 

3-O-TBDMS-(2-(2-(2-Mesylethoxy)ethoxy)ethyl)-17β-estradiol 

 

Zu einer auf -78 °C gekühlten Lösung von 2-(2-(2-(prop-2-yn-1-y-

loxy)ethoxy)ethoxy)ethylmethanesulfonat 19  (266 mg, 1.00 mmol) in Tetrahydrofuran 

(5.0 mL) wurde n-Butyllithium (2.5 M in n-Hexan, 800 µL, 2.00 mmol) tropfenweise über 

einen Zeitraum von 10 min. hinzugegeben und die Reaktionsmischung 20 min. bei -

78 °C gerührt. Eine Lösung 3-O-TBDMS-17β-estradiol 55  (384 mg, 1.00 mmol) in Tetra-

hydrofuran (3.0 mL) wurde tropfenweise über einen Zeitraum von 15 min. der Reakti-

onsmischung hinzugegeben und diese für 30 min. bei -78 °C gerührt. Die Reaktion 

wurde auf Raumtemperatur gebracht und 3 h bei Raumtemperatur gerührt. Die Reak-

tion wurde durch Zugabe von Wasser (2.0  mL) beendet und die Reaktionsmischung mit 

Essigsäureethylester (3  x 10 mL) extrahiert. Die organische Phase wurde mit gesättig-

ter Natriumchlorid-Lösung (10 mL) gewaschen und über Natriumsulfat getrocknet. 

Nach Filtration wurde das Lösungsmittel im Vakuum entfernt und das Rohprodukt säu-

lenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (28  x 4 cm, PE:EtOAc 1:2). Die Titelverbin-

dung wurde als klares, leicht gelbliches Öl erhalten. 

Ausbeute: 224 mg (0.344 mmol, 34%). 
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DC: Rf  = 0.22 (PE:EtOAc 1:2).  

1H-NMR  (500 MHz, CDCl3, δ in ppm):  

0.19 (Si(CH3)2), 0.89 (s, 3H, H-18),  0.98 (s, 9H, SiC(CH3)3),  1.29-1.56 (m, 4H) + 1.59-1.90 

(m, 5H) + 1.95-2.07 (m, 1H) + 2.10-2.39 (m, 4H) + 2.74-2.86 (m, 2H) + (H-

6/7/8/9/11/12/14/15/16/OH), 3.09 (s, 3H, S(CH3), 3.62-3.72 (m, 8H, H-3’/4’/5’/6’),  

3.72-3.79 (m, 2H, H-2’), 4.28 (s, 2H, C≡CCH2O), 4.34-4.43 (m, 2H, H-1’), 6.58 (d, J = 

2.17 Hz, 1H, H-2), 6.64 (dd, J = 8.4 Hz, J = 2.17 Hz, 1H, H-4), 7.20 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-

1). 

13C-NMR  (126 MHz, CDCl3, δ in ppm):  

-4.47 (Si(CH3)2), 12.71 (C-18), 18.07 + 22.76 + 27.20 + 29.53 + 32.87 + 37.67 + 39.24 + 

43.54 + 47.19 + 49.51 (C-6/7/8/9/11/12/13/14/15/16), 25.62 (SiC(CH3)3), 26.23 

(SiC(CH3)3), 38.90 (SCH3), 58.71 (C=CCH2O), 68.86 + 68.90 + 69.25 + 70.31 + 70.37 + 

70.49 (C-1’-6’), 79.77 (C-17), 81.49 (C≡CCH2O), 90.09 (C≡CCH2O), 117.07 + 119.84 + 

126.04 + 132.80 + 137.72 + 153.20 (C-1/2/3/4/5/10). 

IR (ATR): 𝜈 ̃ [cm-1] = 3521, 2929, 2858, 1607, 1572, 1495, 1348, 1287, 1248, 1170.  

UV/VIS (MeOH): λmax = 219, 276. 

MS (ESI+): m/z = 651.4 [M+H]+. 

HRMS (ESI)+: C34H54O8SSi (650.33)   ber.: 668.3647 [M+NH4]+, 

        gef.: 668.3624 [M+NH4]+. 

17β-(3-(2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)prop-1-in)-estradiol 

 

Zu einer Lösung von 3-O-TBDMS-(2-(2-(2-Mesylethoxy)ethoxy)ethyl)-17β-estradiol 56  

(98.0 mg, 150 µmol) in Dimethylpropylenharnstoff (400  µL) wurde Natriumazid 

(49.0 mg, 750 µmol) hinzugegeben und die Reaktionsmischung für 3  d bei 50 °C ge-

rührt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von Wasser (2.0 mL) beendet und die Reakti-

onsmischung mit wer das hier liest, kriegt eine Kiste Bier  Essigsäureethylester 
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(3 x 10 mL) extrahiert. Die organische Phase wurde mit gesättigter Natriumchlorid-Lö-

sung (10 mL) gewaschen und über Natriumsulfat getrocknet. Nach Filtration wurde das 

Lösungsmittel im Vakuum entfernt und das Rohprodukt säulenchromatographisch an 

Kieselgel gereinigt (24 x 1.5 cm, PE:EtOAc 1:2). Die Titelverbindung wurde als klares, 

farbloses Öl erhalten. 

Ausbeute: 64.2 mg (0.134 mmol, 89%). 

DC: Rf  = 0.63 (PE:EtOAc 1:2).  

1H-NMR  (500 MHz, CDCl3, δ in ppm):  

0.87 (s, 3H, H-18),  1.27-1.49 (m, 4H) + 1.61-1.88 (m, 5H) + 1.97-2.05 (m, 1H) + 2.08-

2.15 (m, 1H) + 2.26-2.34 (m, 2H) 2.74-2.84 (m, 2H) (H-6/7/8/9/11/12/14/15/16/OH), 

3.37 (t, J = 5.0 Hz, 2H, H-1’), 3.63-3.76 (m, 10H, H-2’/3’/4’/5’/6’), 4.30 (s, 2H, C≡CCH2O), 

6.57 (d, J = 2.5 Hz, 1H, H-2), 6.64 (dd, J = 8.5 Hz, J = 2.8 Hz, 1H, H-4), 7.13 (d, J = 8.20 Hz, 

1H, H-1). 

13C-NMR  (126 MHz, CDCl3, δ in ppm): 

12.73 (C-18), 22.76 + 26.30 + 27.14 + 29.58 + 32.84 + 38.84 + 39.29 + 43.39 + 47.19 + 

49.46 (C-6/7/8/9/11/12/13/14/15/16), 50.54 (C-1’), 58.72 (C≡CCH2O), 69.00 + 69.96 + 

70.42 + 70.54 + 70.57 (C-2’-6’), 79.92 (C-17), 81.61 (C≡CCH2O), 90.03 (C≡CCH2O), 112.67 

+ 115.19 + 126.42 + 132.15 + 138.04 + 153.59 (C -1/2/3/4/5/10). 

IR (ATR): 𝜈 ̃ [cm-1] = 3378, 2927, 2870, 2354, 2101, 1738, 1607, 1585, 1499, 1446.  

UV/VIS (MeOH): λmax = 219, 279, 286. 

MS (ESI+): m/z = 506.3 [M+Na]+. 

HRMS (ESI)+: C27H37N3O5 (483.27)    ber.: 484.2805 [M+H]+, 

        gef.: 484.2787 [M+H]+. 
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7.5.5 Synthese von Phosphoramidat-Modellsubstanzen 

5'-O-Dimethoxytritylthymidin 

 

Zu einer Lösung von Thymidin 72 (4.94 g, 20.4 mmol) in Pyridin (100 mL) wurde N,N-

Dimethylaminopyridin (120 mg, 1.02 mmol), Triethylamin (3.90 mL, 28.6 mmol) und 

4,4'-Dimethoxytritylchlorid (8.99  g, 26.5 mmol) gegeben und die Reaktionsmischung 

für 2 h bei Raumtemperatur gerührt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von Wasser 

(200 mL) beendet und das Reaktionsgemisch wurde mit Diethylether (3  x 100 mL) ex-

trahiert. Die organische Phase wurde mit gesättigter Natriumhydrogenkarbona tlösung 

(100 mL) gewaschen und über Natriumsulfat getrocknet. Nach Filtration wurde das Lö-

sungsmittel im Vakuum entfernt und der Rückstand säulenchromatographisch an Kie-

selgel gereinigt (25 x 5.5 cm, PE:EtOAc 1:1 + 1% Pyridin). Die gesammelten Fraktionen 

wurden auf ca. 300 mL eingeengt und die Lösung des gereinigten Produktes zunächst 

mit einer Kupfersulfatlösung (10%, 50  mL), dann mit einer EDTA-Lösung (10%, 50 mL) 

und zuletzt mit Wasser (50 mL) gewaschen. Das Lösungsmittel wurde im Vakuum ent-

fernt und der Rückstand mehrmals mit Toluol coevaporiert, bis das Produkt als schnee-

weißer Schaum erhalten wurde. 

Ausbeute: 9.20 g (16.9 mmol, 83%). 

DC: Rf  = 0.1 (PE:EtOAc 1:1 + 0.5% Pyridin).  

1H-NMR  (500 MHz, CDCl3, δ in ppm):  

8.46 (s, 1H, NH), 7.50 (d, J  = 1.10 Hz, 1H, H-6), 7.25-7.16 (m, 9H, H-2''-H-4'' + H-2'''),  

6.76 (d, J = 8.80 Hz, 4H, H-3'''), 6.34 (dd, J  = 7.58, J = 6.1 Hz, 1H, H-1'), 4.53-4.47 (m, 1H, 

H-3'), 3.98 (dd, J  = 5.9 Hz, J  = 2.9 Hz, 1H, H-4'), 3.72 (s, 6H, OMe), 3.41 (dd, J = 10.5 Hz, 

J = 2.9 Hz, 1H, H-5'b), 3.77 (dd, J  = 10.5 Hz, J  = 2.9 Hz, 1H, H-5'a), 2.34 (ddd, J  = 13.6 Hz, 

J = 6.1 Hz, J  = 3.0 Hz, 1H, H-2'b), 2.02 (ddd, J  = 13.6 Hz, J  = 7.5 Hz, J = 5.9 Hz, 1H, H-2'a), 

1.41 (d, J = 1.2 Hz, 1H, H-7). 
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13C-NMR  (126 MHz, CDCl3, δ in ppm):  

163.54 (C-4), 158.73 + 158.71 (4'''), 150.26 (C-2), 135.61 (C-6), 144.27 + 135.61 + 135.34 

+ 135.30 + 130.06 + 128.21 (C -1''-4'' + 1'''-2'''), 113.28 (3'''), 111.23 (C-5), 86.96 (C-

Trityl), 86.07 (C-4'), 84.66 (C-1'), 72.51 (C-3'), 63.50 (C-5'), 55.25 (OMe), 40.93 (C-2'),  

11.82 (C-7). 

Schmelzpunkt: Tm = 118 °C. 

IR (ATR): 𝜈 ̃ [cm-1] = 3512, 3155, 3008, 2833, 2364, 2019, 1670, 1506, 1249, 1174, 825.  

UV/VIS (MeOH): λmax = 232, 269. 

MS (ESI+): m/z = 545.4 [M+H]+. 

HRMS (ESI)+: C27H37N3O5 (544.22)    ber.: 545.2282 [M+H]+, 

        gef.: 545.2263 [M+H]+. 

5'-O-tert-Butyldimethylsilylthymidin 

 

Zu einer Lösung von tert-Butyldimethylsilylchlorid (4.97 g, 33.0 mmol) und Imidazol 

(4.08 g, 60.0 mmol) in Dimethylformamid (54 mL) wurde unter Eisbadkühlung Thymidin  

72 (7.27 g, 30.0 mmol) gegeben und die Reaktionslösung wurde für 1  h bei Raumtem-

peratur gerührt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von gesättigter Natriumhydrogen-

carbonat-Lösung (50 mL) beendet und das Reaktionsgemisch mit Essigsäureethylester 

(3 x 100 mL) extrahiert. Die organische Phase wurde mit gesättigter Natriumchlorid-

Lösung (50 mL) gewaschen und über Natriumsulfat getrocknet. Das Lösungsmittel 

wurde im Vakuum entfernt und der Rückstand säulenchromatographisch an Kieselgel 

gereinigt (22 x 3.5 cm, DCM:MeOH 95:5). Das Produkt als weißer Schaum erhalten 

wurde. 

Ausbeute: 9.73 g (27.3 mmol, 91%). 

DC: Rf  = 0.3 (DCM:MeOH 95:5). 

1H-NMR  (500 MHz, CDCl3, δ in ppm):  
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8.59 (s, 1H, NH), 7.52 (d, J = 1.2 Hz, 1H, H-6), 6.37 (dd, J = 5.7 Hz, J = 8.1 Hz, 1H, H-1'), 

4.45-4.50 (m, 1H, H-3'), 4.04 (dd, J = 5.0 Hz, J = 2.57 Hz, 1H, H-4'), 3.88 (dd, J = 11.2 Hz, 

J = 2.57 Hz, 1H, H-5'b), 3.77 (dd, J  = 11.2 Hz, J  = 2.57 Hz, 1H, H-5'a), 2.37 (ddd, J  = 

13.4 Hz, J = 5.7 Hz, J  = 2.4 Hz, 1H, H-2'b), 2.02 (ddd, J  = 13.4 Hz, J  = 8.1 Hz, J = 5.9 Hz, 

1H, H-2'a), 1.92 (d, J = 1.2 Hz, 1H, H-7), 0.93 (s, 9H, SiC(CH3)3), 0.13 (s, 3H, SiCH3), 0.12 

(s, 3H, SiCH3). 

13C-NMR  (126 MHz, CDCl3, δ in ppm):  

163.59 (C-4), 150.25 (C-2), 135.41 (C-6), 110.92 (C-5), 87.08 (C-4'), 84.91 (C-1'), 72.61 

(C-3'), 63.55 (C-5'), 41.11 (C-2'), 25.90 (SiC(CH3)3), 18.34 (SiC(CH3)3, 12.52 (C-7), -5.38 

(SiCH3), -5.48 (SiCH3). 

Schmelzpunkt: Tm = 107 °C. 

IR (ATR): 𝜈 ̃ [cm-1] = 3542, 3161, 3029, 2950, 1672, 1469, 1257, 1116, 939, 829.  

UV/VIS (MeOH): λmax = 267. 

MS (ESI+): m/z = 357.4 [M+H]+. 

HRMS (ESI)+: C27H37N3O5 (356.17)    ber.: 357.1839 [M+H]+, 

        gef.: 357.1828 [M+H]+. 

5'-O-tert-Butyldimethylsilyl-3'-O-Dimethoxytritylthymidin 

 

Zu einer Lösung von 5'-O-tert-Butyldimethylsilylthymidin 77  (3.56 g, 10.0 mmol) in Py-

ridin (40 mL) wurde N,N-Dimethylaminopyridin (240 mg, 2.00 mmol) und 4,4'-Dime-

thoxytritylchlorid (4.07 g, 12.0 mmol) gegeben und die Reaktionslösung für 16  h bei 

55 °C gerührt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von Wasser (10  mL) beendet und das 

Reaktionsgemisch mit Essigsäureethylester (3 x 100 mL) extrahiert. Die organische 
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Phase wurde mit gesättigter Natriumchlorid-Lösung (50 mL) gewaschen und über Nat-

riumsulfat getrocknet. Das Lösungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der Rück-

stand säulenchromatographisch an Kieselgel gereinig t (20 x 5.5 cm, EtOAc:nHex 4:1). 

Das Produkt wurde als weiße-gelblicher Schaum erhalten. 

Ausbeute: 5.60 g (8.50 mmol, 85%). 

DC: Rf  = 0.39 (EtOAc:nHex 4:1). 

1H-NMR  (500 MHz, CDCl3, δ in ppm):  

8.49 (s, 1H, NH), 7.41 (d, J  = 0.8 Hz, 1H, H-6), 7.35-7.10 (m, 9H, H-2''-H-4'' + H-2'''), 6.84 

(d, J  = 8.80 Hz, 4H, H-3'''), 6.37 (dd, J  = 5.2 Hz, J  = 9.4 Hz, 1H, H-1'), 4.29-4.23 (m, 1H, 

H-3'), 4.01-4.04 (m, H-4'), 3.80 (s, 6H, 2 x OMe) 3.68 (dd, J  = 11.2 Hz, J = 1.1 Hz, 1H, H-

5'b), 3.29 (dd, J = 11.2 Hz, J = 2.0 Hz, 1H, H-5'a), 1.92 (d, J = 0.8 Hz, 1H, H-7), 1.72 (dd, 

J = 13.3 Hz, J = 5. Hz, 1H, H-2'b), 1.58 (ddd, J = 13.57 Hz, J = 7.4 Hz, J = 5.9 Hz, 1H, H-

2'a), 0.81 (s, 9H, SiC(CH3)3), 0.04 (s, 3H, SiCH3), 0.09 (s, 3H, SiCH3). 

13C-NMR  (126 MHz, CDCl3, δ in ppm):  

164.39 (C-4), 158-73 + 158.69 (2 x 4'''), 150,09 (C-2), 139.46 (C-6), 145.10 + 136.53 + 

136.26 + 135.50 + 130.16 + 128.29 (C-1''-4'' + 1'''-2'''), 113.29 (3'''), 110.81 (C-5), 87.27 

(C-Trityl), 86.66 (C-4'), 84.95 (C-1'), 74.99 (C-3'), 63.08 (C-5'), 55.24 (OMe), 39.95 (C-

2'), 25.78 (SiC(CH3)3), 18.21 (SiC(CH3)3, 12.39 (C-7), -5.41 (SiCH3), -5.74 (SiCH3). 

Schmelzpunkt: Tm = 135 °C. 

IR (ATR): 𝜈 ̃ [cm-1] = 3180, 2951, 2929, 2858, 2837, 1685, 1607, 1507, 1462, 1246.  

UV/VIS (MeOH): λmax = 212, 231, 269. 

MS (ESI+): m/z = 659.3 [M+H]+. 

HRMS (ESI)+: C27H37N3O5 (658.30)    ber.: 659.3146 [M+H]+, 

        gef.: 659.3117 [M+H]+. 
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3'-O-Dimethoxytritylthymidin 

 

Zu einer Lösung von 5'-O-tert-Butyldimethylsilyl-3'-O-Dimethoxytritylthymidin 78  

(5.10 g, 7.74 mmol) in Tetrahydrofuran (46  mL) wurde unter Eisbadkühlung Tetrabuty-

lammoniumfluoridlösung (1  M in THF, 10.8 mL, 10.8 mmol) hinzu gegeben und die Re-

aktionslösung für 2 h bei Raumtemperatur gerührt. Die Reaktion wurde durch Zugabe 

von Wasser (10 mL) beendet und das Reaktionsgemisch auf im Vakuum ca. ein Drittel  

des Gesamtvolumens eingeengt. Die Reaktionsmischung wurde mit Essigsäureethyles-

ter (3 x 50 mL) extrahiert, die organische Phase mit gesättigter Natriumchlorid-Lösung 

(50 mL) gewaschen und über Natriumsulfat getrocknet. Nach Filtration wurde das Lö-

sungsmittel im Vakuum entfernt und der Rückstand säulenchromatographisch an Kie-

selgel gereinigt (32 x 5.5 cm, DCM:MeOH 96:4). Das Produkt wurde als weißer Schaum 

erhalten. 

Ausbeute: 3.74 g (6.87 mmol, 89%). 

DC: Rf  = 0.22 (DCM:MeOH 96:4).  

1H-NMR  (500 MHz, CDCl3, δ in ppm):  

8.28 (s, 1H, NH), 7.36 (d, J  = 0.9 Hz, 1H, H-6), 7.26-7.10 (m, 9H, H-2''-H-4'' + H-2'''), 6.74 

(d, J = 8.9 Hz, 4H, H-3'''), 6.03 (dd, J = 8.80, J = 5.7 Hz, 1H, H-1'), 4.27-4.23 (m, 1H, H-

3'), 3.90-3.85 (m, 1H, H-4'), 3.69 (s, 6H, OMe), 3.59-3.51 (m, 1H, H-5'b), 3.27-3.16 (m, 

1H, H-5'a), 2.27 (br s, 1H, OH), 1.83 (ddd, J = 13.6 Hz, J = 6.3 Hz, J = 2.57 Hz, 1H, H-2'b), 

1.75 (d, J = 0.9 Hz, 3H, H-7), 1.61 (ddd, J = 13.57 Hz, J  = 5.7 Hz, J  = 1.47 Hz, 1H, H-2'a). 

13C-NMR  (126 MHz, CDCl3, δ in ppm):  
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163.37 (C-4), 158.74 + 158.71 (2 x 4'''), 150.19 (C-2), 137.14 (C-6), 145.06 + 136.26 + 

136.20 + 130.23+ 130.19 + 128.25 (C-1''-4'' + 1'''-2'''), 113.32 (3'''), 110.96 (C -5), 87.60 

(C-Trityl), 87.22 (C-4'), 85.54 (C-1'), 74.23 (C-3'), 62.63 (C-5'), 55.25 (OMe), 38.60 (C-

2'), 12.45 (C-7). 

Schmelzpunkt: Tm = 112 °C. 

IR (ATR): 𝜈 ̃ [cm-1] = 3402, 3180, 3058, 2948, 2931, 2854, 2837, 2360, 2343, 1681.  

UV/VIS (MeOH): λmax = 234, 267. 

MS (ESI+): m/z = 545.4 [M+H]+. 

HRMS (ESI)+: C27H37N3O5 (544.22)    ber.: 545.2260 [M+H]+, 

        gef.: 545.2282 [M+H]+. 

Triethylammoniumsalz von 5 '-O-Dimethoxytritylthymidin-3'-H-phosphonat. 

 

Zu einer Lösung von N-Methylmorpholin (11.0 mL, 100 mmol) in DCM (80 mL) wurde 

Phosphortrichlorid (875 µL, 10.0 mmol) tropfenweise über 10 min. hinzugegeben und 

bis zum Abklingen der exothermen Reaktion gerührt. Frisch getrocknetes 1,2,4 -Triazol 

(2.30 g, 33.2 mmol) wurde hinzugegeben und die Reaktionsmischung für 30 min. bei 

Raumtemperatur gerührt, bevor mit einem Eisbad für 15 min. gekühlt wurde. Eine Lö-

sung von 5'-O-Dimethoxytritylthymidin 77  (1.09 g, 2.00 mmol) in DCM (30.0 mL) wurde 

unter Eisbadkühlung über einen Zeitraum von 30 min. zugetropft und die Reaktionslö-

sung für 10 min. bei Raumtemperatur gerührt. Die Reaktionsmischung wurde in 

Triethylammoniumbikarbonat-Puffer (80 mL, 1 M, pH 8.5) gegossen und die Phasen ge-

trennt. Die wässrige Phase wurde mit DCM (2 x 20 mL) extrahiert und die vereinigten 

organischen Phasen im Vakkum bis zur Trockne eingeengt. Der Rückstand wurde in 



7. Experimenteller Teil   211 

Methanol (20 mL) gelöst und über Celite filtriert. Das Filtrat wurde im Vakuum bis zur 

Trockne eingeengt und das Produkt als weißer Schaum erhalten.  

Ausbeute: 1.50 g (1.98 mmol, quant.). 

DC: Rf  = 0.60 (DCM:MeOH 4:1). 

1H-NMR  (500 MHz, CDCl3, δ in ppm):  

8.79 (s, 1H, NH), 7.70 (s, 0.5H, P-H). 7.61 (d, J  = 1.10 Hz, 1H, H-6), 7.25-7.16 (m, 9H, H-

2''-H-4'' + H-2'''), 6.82 (d, J  = 8.80 Hz, 4H, H-3'''), 6.34 (dd, J = 8.31, J  = 5.6 Hz, 1H, H-1'),  

6.13 (s, 0.5H, P-H)., 5.07-4.97 (m, 1H, H-3'), 4.25-4.29 (m, 1H, H-4'), 3.79 (s, 6H, OMe), 

3.49 (dd, J  = 10.5 Hz, J  = 2.6 Hz, 1H, H-5'b), 3.38 (dd, J  = 10.5 Hz, J  = 2.6 Hz, 1H, H-5'a), 

2.77 (q, J = 7.2 Hz, 6H, 3 x NCH2CH3), 2.62 (ddd, J = 13.6 Hz, J = 5.50 Hz, J = 2.80 Hz, 1H, 

H-2'b), 2.02 (ddd, J = 13.6 Hz, J = 8.3 Hz, J  = 5.9 Hz, 1H, H-2'a), 1.23 (d, J  = 1.10 Hz, 1H, 

H-7), 1.14 (t, J  = 7.2 Hz, 9H, 3 x NCH2CH3). 

13C-NMR  (126 MHz, CDCl3, δ in ppm): 

163.91 (C-4), 158.67 + 158.65 (2 x 4'''), 150.64 (C-2), 144.29 (C-6), 146.73 + 135.77 + 

135.37 + 135.30 + 130.19 + 130.15 (C-1''-4'' + 1'''-2'''), 113.22 (3'''), 111.16 (C-5), 86.96 

(C-Trityl), 85.42 (C-4'), 84.53 (C-1'), 74.13 (C-3'), 63.57 (C-5'), 55.23 (OMe), 45.88 

(NCH2CH3), 39.79 (C-2'), 11.56 (C-7), 9.86 (NCH2CH3). 

31P-NMR  (121 MHz, CDCl3, δ in ppm):  

3.48 

IR (ATR): 𝜈 ̃ [cm-1] = 2978, 2945, 2835, 2621, 2605, 2529, 2497, 2331, 1685, 1605.  

UV/VIS (MeOH): λmax = 234, 26. 

MS (ESI-): m/z = 606.2 [M-HN(Et)3
+]-, 

HRMS (ESI)-: C37H49N3O9P (710.32)   ber.: 606.1778 [M-HN(Et)3
+]-, 

        gef.: 606.1756 [M-HN(Et)3
+]-. 
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5'-Dimethoxytritylthymidin-(3,5)-H-Phosphonyl-3'-Dimethoxytritylthymidin 

 

Zu einer Lösung von 5'-Dimethoxytritylthymidin-3'-H-Phosphonat 76  (350 mg, 

0.500 mmol) und 3'-Dimethoxytritylthymidin 75  (270 mg, 0.500 mmol) in Pyridin 

(5.0  mL) wurde unter Eisbadkühlung Pivaloylchlorid (246 µg, 2.00 mmol), gegeben und 

die Reaktionslösung für 1  h bei Raumtemperatur gerührt. Die Reaktion wurde durch 

Zugabe von Triethylammoniumbikarbonatlösung (40  mL, 1 M, pH 8.5) (200 mL) been-

det und das Reaktionsgemisch mit DCM (3 x 30 mL) extrahiert. Die organische Phase 

wurde über Natriumsulfat getrocknet und das Lösungsmittel nach Filtration im Vakuum 

entfernt. Der Rückstand wurde säulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt 

(24 x 2.5 cm, DCM:MeOH 9:1). Das Produkt als weiß-gelblicher Schaum erhalten. 

Ausbeute: 449 mg (0.395 mmol, 79%). 

DC: Rf  = 0.25 (DCM:MeOH 9:1). 

1H-NMR  (500 MHz, CO(CD3)2, δ in ppm):  

10.12 (s, 2H, 2 x NH), 10.02 (s, 2H, 2 x NH i), 7.79 (s, 0.5H, P-H), 7.43 (s, 0.5H, P-H), 7.58-

7.29 (m, 40H, 2 x (H-2''-H-4'' + H-2''') + 2 x (H-2''i-H-4''i + H-2'''i) + H-6/6i/6''''/6''''i), 

6.95-6.85 (m, 16H, 2 x H-3''' + 2 x H-3'''i), 6.40-6.30 (m, 4H, H-1'/1v + 1'i/1vi), 6.00 (s, 

0.5H, P-Hi), 5.95 (s, 0.5H, P-Hi), 5.35-5.24 (m, 2H, H-3'/3v), 4.43-4.32 (m, 2H, H-3'i/3vi), 

4.24-4.14 (m, 2H, H-4'/4v), 4.07-3.82 (m, 6H, H-4' i/4vi + H-5'/5v), 3.74 (s, 24H, 

OMe/OMei), 3.49-3.41 (m, 4H, H-5'i/5vi), 2.61-2.41 (m, 4H, H-2'/2v), 1.91-1.80 (m, 4H, 
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H-2'i/2vi), 1.75 (2 x d, J  = 0.9 Hz, 6H, 2x H-7/7''''), 1.45 (2 x d, J = 0.9 Hz, 6H, 2 x H-

7i/7''''i). 

13C-NMR  (126 MHz, CO(CD3)2, δ in ppm): 

163.29 (br, C-4/4''''/4 i/4''''i), 159.96 (br) + 159.87 (br) (2  x C-4'''/C-4''' i), 151.39 (br, C-

2/2''''/2 i/2''''i), 146.45 + 146.39 + 145.77 + 145.71 (C-6/6''''/6 i/6'''' i), 137.09 (br) + 

137.02 (br) + 136.46 (br) + 136.36 (br) + 136.27 (br) + 131.23 + 131.21 + 131.09 (br) + 

129.17 (br) + 129.14 + 129.09 (br) + 128.91 (br) + 128.86 + 127.92 (br) (2  x (C-1''-4'' + 

1'''-2''') + 2 x (C-1''-4'' + 1'''-2''')), 114.30 + 114.28 + 114.15 (br) (2  x C-3''' + 2 x C-3'''i), 

111.48 + 111.45 + 111.40 + 111.34 (C-5/5''''/5 i/5''''), 88.35 + 88.32 + 87.85 + 87.83 (C-

Trityl), 85.94 (br) + 85.84 (br) (C-4'/4v/4'i/4vi), 85.15 (br) + 85.15 (br) (C-1'/1v/1' i/1vi), 

77.55 + 77.38 + 75.15 + 77.03 (C-3'/3v/3'i/3vi), 66.50 + 66.25 + 64.26 + 66.13 (C -

5'/5v/5'i/5vi), 55.65 (br, 2 x OMe + 2 x OMe i), 39.51 + 39.48 + 39.36 + 39.23 (C-

2'/2v/2'i/2vi), 12.57 (br) + 12.22 (br) (C-7'/7v/7'i/7vi). 

31P-NMR  (121 MHz, CO(CD3)2, δ in ppm):  

8.88, 7.58. 

Schmelzpunkt: Tm = 95 °C. 

IR (ATR): 𝜈 ̃ [cm-1] = 3182, 3051, 2947, 2931, 2837, 1683, 1605, 1507, 1460, 1244.  

UV/VIS (MeOH): λmax = 234, 266. 

MS (ESI+): m/z = 1335.5 [M+H]+. 

HRMS (ESI)+: C27H37N3O5 (1334.40)   ber.: 531.1486 [M-2xDMTr+H]+, 

        gef.: 531.1475 [M-2xDMTr+H]+. 

Allgemeine Synthesevorschrift zur Darstellung von Dimethylphosphoramidaten mit 

aliphatischen Alkylketten 

 

Zu einer Lösung von Dimethylphosphit (330  mg, 3.00 mmol, 1.0 Äq.) in Tetrachlorkoh-

lenstoff (3.33 mL/mmolDMP) wurde das jeweilige aliphatische Amin (7.50 mmol, 

2.5 Äq.) unter Eisbadkühlung gegeben und die Reaktionsmischung für 0.5  h-12 h bei 

Raumtemperatur gerührt. Der ausgefallene Feststoff wurde durch Filtration entfernt 

und das Lösungsmittel des Filtrats im Vakuum entfernt. Der Rückstand wurde in Aceton 
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(10.0 mL) aufgenommen und erneut filtriert. Nach Abzug des Lösungsmittels wurden 

Derivate von Dimethylphosphoramidat (DMP) als klare, farblose Öle erhalten.  

Synthese von Dimethylmethylphosphoramidat 

 

Ausbeute: 412 mg (2.96 mmol, 99%). 

1H-NMR  (500 MHz, D2O, δ in ppm):  

2.55 (s, 3H, NCH3), 2.56 (br s, 1H, NH), 3.68 (s, 3H, OMe), 3.71 (s, 3H, OMe).  

13C-NMR  (126 MHz, D2O, δ in ppm): 

26.18 (NHMe), 53.44 (OMe), 53.50 (OMe). 

31P-NMR  (162 MHz, D2O, δ in ppm): 

15.76. 

IR (ATR): 𝜈 ̃ [cm-1] = 3247, 2956, 2852, 1652, 1461, 1224, 1182, 1116, 1026, 975.  

MS (ESI+): m/z = 140.1 [M+H]+. 

HRMS (ESI)+: C3H10NO3P  (139.03)    ber.: 140.0470 [M+H]+, 

        gef.: 140.0467 (ESI+-HRMS). 

Synthese von Dimethyldimethylphosphoramidat 

 

Ausbeute: 499 mg (3.00 mmol, quant.). 

1H-NMR  (500 MHz, D2O, δ in ppm):  

2.65 (s, 3H, NCH3), 2.67 (s, 3H, NCH3), 3.66 (s, 3H, OMe), 3.69 (s, 3H, OMe).  

13C-NMR  (126 MHz, D2O, δ in ppm): 

53.45 + 53.39 (2 x OMe), 35.59 (2 x NMe). 

31P-NMR  (162 MHz, D2O, δ in ppm): 

15.39. 
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IR (ATR): 𝜈 ̃ [cm-1] = 3409, 3265, 2958, 2854, 2530, 2445, 1654, 1448, 1222, 1116.  

MS (ESI+): m/z = 154.1 [M+H]+. 

HRMS (ESI)+: C4H12NO3P  (153.05)    ber.: 154.0627 [M+H]+, 

        gef.: 154.0623 (ESI+-HRMS). 

Dimethylethylphosphoramidat 

 

Ausbeute: 330 mg (1.97 mmol, 66%). 

1H-NMR  (500 MHz, D2O, δ in ppm):  

1.10 (t, J  = 7.2 Hz, 3H, CH3), 2.90 (q, J = 7.2 Hz, 2H, CH2), 3.67 (s, 3H, OMe), 3.70 (s, 3H, 

OMe). 

13C-NMR  (126 MHz, D2O, δ in ppm): 

12.45 (CH3), 39.69 (CH2), 53.19 (OMe), 53.24 (OMe).  

31P-NMR  (162 MHz, D2O, δ in ppm): 

14.63. 

IR (ATR): 𝜈 ̃ [cm-1] = 3386, 3264, 2953, 2919, 2854, 1638, 1536, 1460, 1191, 1038. 

MS (ESI+): m/z = 154.1 [M+H]+. 

HRMS (ESI)+: C4H12NO3P  (153.05)    ber.: 154.0627 [M+H]+, 

        gef.: 154.0622 (ESI+-HRMS). 

Synthese von Dimethyldiethylphosphoramidat  

 

Ausbeute: 363 mg (2.01 mmol, 67%). 

1H-NMR  (500 MHz, D2O, δ in ppm):  

1.08 (2 x t, J = 7.0 Hz, 6H, 2 x CH3), 3.04 (2 x q, J  = 7.0 Hz, 4H, 2 x CH2), 3.65 (s, 3H, OMe), 

3.68 (s, 3H, OMe). 

13C-NMR  (126 MHz, D2O, δ in ppm): 
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12.42 (CH3), 12.45 (CH3), 39.64 (CH2), 39.69 (CH2), 53.19 (OMe), 53.25 (OMe).  

31P-NMR  (162 MHz, D2O, δ in ppm): 

14.68. 

IR (ATR): 𝜈 ̃ [cm-1] = 3425, 2977, 2852, 2729, 2516, 1712, 1465, 1402, 1255, 1186.  

MS (ESI+): m/z = 182.2 [M+H]+. 

HRMS (ESI)+: C6H16NO3P  (181.08)    ber.: 182.0940 [M+H]+, 

        gef.: 182.0935 (ESI+-HRMS). 

Dimethyldiisopropylphosphoramidat 

 

Ausbeute: 412 mg (1.97 mmol, 65%). 

1H-NMR  (500 MHz, D2O, δ in ppm):  

1.21 (2 x d, J  = 6.60 Hz, 12H, 4 x CH3), 3.53 (2 x q, J = 6.60 Hz, 2H, 2 x CH), 3.64 (s, 3H, 

OMe), 3.66 (s, 3H, OMe). 

13C-NMR  (126 MHz, D2O, δ in ppm): 

23.00 (br, 2 x CH3), 49.12 (2 x CH), 53.30 (OMe), 53.35 (OMe).  

31P-NMR  (162 MHz, D2O, δ in ppm): 

13.04. 

IR (ATR): 𝜈 ̃ [cm-1] = 3426, 2968, 2850, 2738, 2515, 1714, 1467, 1402, 1255, 1188.  

MS (ESI+): m/z = 210.1 [M+H]+. 

HRMS (ESI)+: C8H20NO3P  (209.11)    ber.: 210.1253 [M+H]+, 

        gef.: 210.1246 (ESI+-HRMS). 

Dimethylpiperidylphosphoramidat 
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Ausbeute: 495 mg (2.56 mmol, 86%). 

1H-NMR  (500 MHz, D2O, δ in ppm):  

1.45-1.61 (m, 6H, CH2CH2CH2), 3.02-3.10 (m, 4H, 2 x NCH2CH2), 3.66 (s, 3H, OMe), 3.69 

(s, 3H, OMe). 

13C-NMR  (126 MHz, D2O, δ in ppm): 

23.62 (CH2CH2CH2), 25.51 (CH2CH2CH2), 25.55 (CH2CH2CH2), 44.98 + 45.01 

(2 x NCH2CH2), 53.19 (OMe), 53.25 (OMe). 

31P-NMR  (162 MHz, D2O, δ in ppm): 

13.04. 

IR (ATR): 𝜈 ̃ [cm-1] = 2937, 2848, 1714, 1452, 1382, 1340, 1251, 1166, 1120, 1060.  

MS (ESI+): m/z = 194.4 [M+H]+. 

HRMS (ESI)+: C7H16NO3P  (193.08)    ber.: 194.0940 [M+H]+, 

        gef.: 194.0934 (ESI+-HRMS). 

Dimethylmorpholinylphosphoramidat 

 

Ausbeute: 560 mg (2.90 mmol, 96%). 

1H-NMR  (500 MHz, D2O, δ in ppm):  

3.11-3.18 (m, 4H, CH2OCH2), 3.66-3.71 (m, 7H, OMe + CH2NCH2), 3.73 (s, 3H, OMe). 

13C-NMR  (126 MHz, D2O, δ in ppm): 

43.88 (CH2NCH2), 43.99 (CH2NCH2), 53.69 (OMe), 53.75 (OMe), 66.57 (CH2OCH2), 66.63 

(CH2OCH2). 

31P-NMR  (162 MHz, D2O, δ in ppm): 
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15.76. 

IR (ATR): 𝜈 ̃ [cm-1] = 3488, 2954, 2906, 2852, 1714, 1452, 1371, 1299, 1249, 1184.  

MS (ESI+): m/z = 196.2 [M+H]+. 

HRMS (ESI)+: C6H14NO4P  (195.06)    ber.: 196.0732 [M+H]+, 

        gef.: 196.0726 (ESI+-HRMS). 

Allgemeine Synthesevorschrift zur Darstellung von Diisopropyl(1 H-Imidazoyl)phos-

phoramidaten mit aliphatischen Alkylketten 

 

Zu einer Lösung des jeweiligen Imidazols (7.50 mmol, 2.5 Äq.) und Triethylamin 

(3.3 mmol, 153 µL/mmolDIP, 1.1 Äq.) in Tetrachlorkohlenstoff (3.33  mL/mmolDIP) wurde 

Diisopropylphosphit (504 µL, 3.00 mmol, 1.0 Äq.) zu getropft und die Reaktionsmi-

schung für 16 h bei Raumtemperatur gerührt. Der ausgefallene Feststoff wurde durch 

Filtration entfernt und das Lösungsmittel des Filtrats im Vakuum entfernt. Der Rück-

stand wurde in Aceton (10.0 mL) aufgenommen und erneut filtriert. Nach Abzug des 

Lösungsmittels wurden Derivate von Diisopropylphosphoramidat a ls klare, farblose Öle 

erhalten. 

Synthese von Diisopropyl-(1H-imidazol-1-yl)-phosphonat 

 

Ausbeute: 508 mg (2.20 mmol, 73%). 

1H-NMR  (500 MHz, D2O, δ in ppm):  

1.22 (d, J = 6.2 Hz, 6H, 2 x CH3), 1.40 (d, J = 6.1 Hz, 6H, 2 x CH3), 4.66-4.75 (m, 2H, 

2 x CH), 7.13-7.18 (m, 2H, H-Im-4 + H-Im-5), 7.78 (s, 1H, H-2). 

13C-NMR  (126 MHz, D2O, δ in ppm):  
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23.22 + 23.27 + 23.69 + 23.74 (4  x CH3), 74.32 + 74.38 (2 x CH), 119.05 (C-5), 131.17 (C-

4), 139.60 (C-2). 

31P-NMR  (162 MHz, D2O, δ in ppm):  

-8.10. 

IR (ATR): 𝜈 ̃ [cm-1] = 3118, 2983, 2933, 2360, 2337, 1739, 1467, 1377, 1284, 1176.  

HRMS (ESI)+: C9H17N2O3P (232.09)   ber.: 233.1049 [M+H]+, 

        gef.: 233.0906 (ESI+-HRMS). 

Diisopropyl-(2-methyl-1H-imidazol-1-yl)-phosphonat 

 

Ausbeute: 338 mg (1.37 mmol, 46%). 

1H-NMR  (500 MHz, D2O, δ in ppm):  

1.25 (d, J = 6.2 Hz, 6H, 2 x CH3), 1.40 (d, J = 6.1 Hz, 6H, 2 x CH3), 2.54 (s, 3H, C-CH3), 4.72 

(sext, J = 6.2 Hz 2H, 2 x CH), 6.90-6.93 (m, 1H, H-4), 7.17-7.22 (m, 1H, H-5). 

13C-NMR  (126 MHz, D2O, δ in ppm):  

21.95 (C-CH3), 23.24 + 23.29 + 23.68 + 23.73 (4 x CH3), 74.03 + 74.08 (2 x CH), 120.83 

(C-5), 128.35 (C-4), 153.08 (C-2). 

31P-NMR  (162 MHz, D2O, δ in ppm):  

-7.42. 

IR (ATR): 𝜈 ̃ [cm-1] = 2980, 2953, 1536, 1456, 1387, 1297, 1199, 1103, 1052, 981.  

HRMS (ESI)+: C10H19N2O3P  (246.11)   ber.: 247.1205 [M+H]+, 

        gef.: 247.1197 (ESI+-HRMS). 

Diisopropyl-(2-ethyl-1H-imidazol-1-yl)-phosphonat 
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Ausbeute: 448 mg (1.72 mmol, 58%). 

1H-NMR  (500 MHz, D2O, δ in ppm):  

1.23 (d, J = 6.2 Hz, 6H, 2 x CH3), 1.35 (t, J = 7.4 Hz, 3H, C-CH2CH3), 1.39 (d, J  = 6.1 Hz, 

6H, 2 x CH3), 2.54 (s, 3H, C-CH3), 2.90 (q, J = 7.4 Hz, 2H, C-CH2CH3), 4.72 (sept,  J = 6.2 Hz 

2H, 2 x CH), 6.93-6.96 (m, 1H, H-4), 7.16-7.19 (m, 1H, H-5). 

13C-NMR  (126 MHz, D2O, δ in ppm):  

11.92 (C-CH2CH3), 21.95 (C-CH2CH3), 23.24 + 23.29 + 23.68 + 23.73 (4 x CH3), 74.03 + 

74.08 (2 x CH), 120.83 (C-5), 128.35 (C-4), 153.08 (C-2). 

31P-NMR  (162 MHz, D2O, δ in ppm):  

-7.30. 

IR (ATR): 𝜈 ̃ [cm-1] = 3398, 3143, 2972, 2937, 2525, 1946, 1627, 1466, 1383, 1193.  

HRMS (ESI)+: C11H21N2O3P  (260.12)   ber.: 261.1326 [M+H]+, 

        gef.: 261.1355 (ESI+-HRMS). 

Diisopropyl-(2-isopropyl-1H-imidazol-1-yl)-phosphonat 

 

Ausbeute: 736 mg (2.68 mmol, 90%). 

1H-NMR  (500 MHz, D2O, δ in ppm):  

1.01 (d, J  = 7.4 Hz, 3H, H-CH2CH2CH3), 1.25 (d, J  = 6.2 Hz, 6H, 2 x CH3), 1.40 (d, J  = 6.1 Hz, 

6H, 2 x CH3), 1.79-1.90 (m, 2H, H-CH2CH2CH3), 2.86 (t, J = 7.70 Hz, 2H, H-CH2CH2CH3),  

4.73 (sept, J  = 6.2 Hz 2H, 2 x CH), 6.94-6.98 (m, 1H, H-4), 7.15-7.20 (m, 1H, H-5). 

13C-NMR  (126 MHz, D2O, δ in ppm):  
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13.77 (C-CH2CH2CH3), 21.19 (C-CH2CH2CH3), 23.26 + 23.31 + 23.70 + 23.75 (4 x CH3), 

30.51 (C-CH2CH2CH3), 74.04 + 74.09 (2 x CH), 120.68 (C-5), 128.40 (C-4), 152.08 (C-2). 

31P-NMR  (162 MHz, D2O, δ in ppm):  

-7.24. 

IR (ATR): 𝜈 ̃ [cm-1] = 2978, 2931, 2874, 2609, 2501, 1466, 1383, 1283, 1195, 1107.  

HRMS (ESI)+: C12H23N2O3P  (274.14)   ber.: 275.1518 [M+H]+, 

        gef.: 275.1508 (ESI+-HRMS). 

Diisopropyl-(2-isobutyl-1H-imidazol-1-yl)-phosphonat 

 

Ausbeute: 450 mg (1.73 mmol, 57%). 

1H-NMR  (500 MHz, D2O, δ in ppm):  

0.99 (d, J = 8.7 Hz, 6H, C-CH2CH(CH3)2), 1.25 (d, J = 6.2 Hz, 6H, 2 x CH3), 1.40 (d, J = 

6.1 Hz, 6H, 2 x CH3), 2.78 (sept, J  = 6.8 Hz 2H, C-CH2CH(CH3)2), 2.79 (d, J = 6.8 Hz, 2H, C-

CH2CH(CH3)2), 4.69-4.78 (m, 2H, 2 x CH), 6.94-7.00 (m, 1H, H-4), 7.15-7.19 (m, 1H, H-5).  

13C-NMR  (126 MHz, D2O, δ in ppm):  

14.36 (br, C-CH2CH(CH3)2), 23.26 + 23.31 + 23.70 + 23.75 (4  x CH3), 28.66 (CH2CH(CH3)2), 

31.75(C-CH2CH(CH3)2), 74.04 + 74.09 (2 x CH), 121.48 (C-5), 128.36 (C-4), 152.16 (C-2). 

31P-NMR  (162 MHz, D2O, δ in ppm):  

-7.13. 

IR (ATR): 𝜈 ̃ [cm-1] = 2981, 2960, 2869, 1533, 1494, 1467, 1380, 1282, 1195, 991.  

HRMS (ESI)+: C13H25N2O3P  (288.16)   ber.: 289.1675 [M+H]+, 

        gef.: 289.1664 (ESI+-HRMS). 

Diisopropyl-(2-isopropyl-1H-imidazol-1-yl)-phosphonat 
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Ausbeute: 576 mg (2.64 mmol, 80%). 

1H-NMR  (500 MHz, D2O, δ in ppm):  

1.26 (d, J = 6.2 Hz, 6H, 2 x CH3), 1.34 (d, J  = 6.8 Hz, 6H, C-CH(CH3)2), 1.40 (d, J  = 6.1 Hz, 

6H, 2 x CH3), 3.46 (sept, J  = 6.8 Hz 2H, C-CH2CH(CH3)2), 4.75 (sept, J  = 6.2 Hz, 2H, 2 x CH), 

6.93-6.99 (m, 1H, H-4), 7.15-7.15 (m, 1H, H-5). 

13C-NMR  (126 MHz, D2O, δ in ppm):  

22.16 (C-CH(CH3)2), 23.32 + 23.37 + 23.69 + 23.74 (4  x CH3), 27.53 (CH(CH3)2), 74.08 + 

74.14 (2 x CH), 120.15 (C-5), 128.41 (C-4), 157.39 (C-2). 

31P-NMR  (162 MHz, D2O, δ in ppm):  

-7.13. 

IR (ATR): 𝜈 ̃ [cm-1] = 2981, 2933, 2873, 1535, 1492, 1458, 1386, 1280, 1195, 1143.  

HRMS (ESI)+: C11H23N2O3P  (274.14)   ber.: 275.1446, [M+H]+, 

        gef.: 275.1508 (ESI+-HRMS). 
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Allgemeine Synthesevorschrift zur Darstellung von Thymidyl-3‘,5‘-Thymidin-N-Alkyl-

Phosphoramidaten mit aliphatischen Alkylketten  

 

5’-Dimethoxytritylthymidin-(3,5)-H-Phosphonyl-3’-dimethoxtritylthymidin 78  

(68.2 mg, 60 µmol, 1 Äq.) wurde in THF (5.0 mL/mmol) vorgelegt und mit dem jeweili-

gen Amin (600 µmol, 10 Äq.) versetzt. Unter Eisbadkühlung wurde Tetrachlorkohlen-

stoff (5.0 mL/mmol) hinzu gegegeben und die resultierende Suspension für 4  h gerührt. 

Das Lösungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der Rückstand säulenchromatogra-

phisch an Kieselgel aufgereinigt (20  x 1.5 cm, DCM:MeOH 92:8). Das Produkt wurde je-

weils als weißer, schaumiger Feststoff erhalten und ohne Charakterisierung zur Ent-

schützung weiter umgesetzt. 5‘-O-DMTr-Thymidyl-(3‘,5‘)-3‘-O-DMTr-thymidin-N-alkyl-

phosphoramidate (0.030 mmol, 1 Äq.) wurden in Wasser/Eisessig (13 mL/mmol, 1:4) 

gelöst und bei Raumtemperatur für 16  h gerührt. Die Lösung wurde lyophilisiert, der 

rötlich schaumige Rückstand in Diethylether (5.0  mL) aufgenommen und mit dest. Was-

ser extrahiert (4 x 5.0 mL). Die wässrige Phase wurde erneut lyophili siert und das Pro-

dukt jeweils als weißer, schaumiger Feststoff erhalten.  
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Thymidyl-3‘,5‘-thymidin-N,N-dimethylphosphoramidat  

 

Ausbeute: 17.6 mg (30 µmol, quant.). 

1H-NMR  (500 MHz, D2O, δ in ppm):  

7.58-7.41 (m, 4H, H-6/6i/6''''/6''''i), 6.20-6.06 (m, 4H, H-1'/1v + 1'i/1vi), 4.86-4.77 (m, 

2H, H-3'/3v), 4.46-4.39 (m, 2H, H-3' i/3vi), 4.29-4.04 (m, 8H, H-4'/4v/4'i/4vi
 + H-5'/5v),  

3.74-3.59 (m, 4H, H-5'i/5vi), 2.62-2.55 (m, 12H, N(CH3)2/N(CH3)2
i), 2.50-2.40 + 2.37-2.20 

(2 x m, 8H, H-2'/2v/H-2'i/2vi), 1.81-1.70 (m, 12H, H-7/7''''/7 i/7''''i). 

31P-NMR  (162 MHz, D2O, δ in ppm): 

11.30, 11.27. 

IR (ATR): 𝜈 ̃ [cm-1] = 3209, 3066, 2896, 2823, 1676, 1474, 1421, 1275, 1230, 1003.  

UV/VIS (MeOH): λmax = 266. 

MS (ESI+): m/z = 574.2 [M+H]+. 

HRMS (ESI)+: C22H32N5O11P (573.18)   ber.: 574.1908, [M+H]+, 

        gef.: 574.1890 (ESI+-HRMS). 
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Thymidyl-3‘,5‘-thymidin-N-ethylphosphoramidat  

 

Ausbeute: 6.9 mg (12 µmol, 40%). 

1H-NMR  (500 MHz, D2O, δ in ppm):  

7.61 (d, J = 1.10 Hz, 1H, H-6), 7.59 (d, J = 0.8 Hz, 1H, 6''''), 7.55 (d, J = 0.8 Hz, 1H, 6 i), 

7.53 (d, J = 0.8 Hz, 1H, H-6''''i), 6.28-6.18 (m, 4H, H-1'/1v + 1'i/1vi), 4.99-4.90 (m, 2H, H-

3'/3v), 4.56-4.48 (m, 2H, H-3'i/3vi), 4.31-4.09 (m, 8H, H-4'/4v/4'i/4vi
 + H-5'/5v), 3.82-3.67 

(m, 4H, H-5'i/5vi), 2.92 (2 x q, J = 7.0 Hz, 4H, NCH2CH3/NCH2CH3
i), 2.58-2.49 + 2.45-2.28 

(2 x m, 8H, H-2'/2v/H-2'i/2vi), 1.90-1.83 (m, 12H, H-7/7''''/7 i/7''''i), 1.09 (2 x t, J = 7.0 Hz, 

6H, NCH2CH3/NCH2CH3
i). 

31P-NMR  (162 MHz, D2O, δ in ppm): 

10.72 (br). 

IR (ATR): 𝜈 ̃ [cm-1] = 3198, 3070, 2945, 2825, 1687, 1472, 1428, 1275, 1232, 1003.  

UV/VIS (MeOH): λmax = 266. 

MS (ESI+): m/z = 574.2 [M+H]+. 

HRMS (ESI)+: C22H32N5O11P (573.18)   ber.: 574.1908, [M+H]+, 

        gef.: 574.1888 (ESI+-HRMS). 
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Thymidyl-3‘,5‘-thymidin-N-ethylphosphoramidat  

 

Ausbeute: 8.8 mg (14 µmol, 49%). 

1H-NMR  (500 MHz, D2O, δ in ppm):  

7.63-7.58 (m, 2H, H-6/6''''), 7.56-7.51 (m, 2H, 6 i/H-6''''i), 6.28-6.18 (m, 4H, H-1'/1v + 

1'i/1vi), 4.94-4.83 (m, 2H, H-3'/3v), 4.55-4.48 (m, 2H, H-3'i/3vi), 4.28-4.07 (m, 8H, H-

4'/4v/4'i/4vi
 + H-5'/5v), 3.83-3.69 (m, 4H, H-5'i/5vi), 3.12-2.99 (m, 8H, 

2 x NCH2CH3/2 x NCH2CH3
i), 2.60-2.48 + 2.47-2.29 (2 x m, 8H, H-2'/2v/H-2'i/2vi), 1.89-

1.81 (m, 12H, H-7/7''''/7 i/7''''i), 1.13-1.06 (m, 12H, 2 x NCH2CH3/2 x NCH2CH3
i). 

31P-NMR  (162 MHz, D2O, δ in ppm): 

10.70 (br). 

IR (ATR): 𝜈 ̃ [cm-1] = 3185, 3045, 2972, 2931, 2888, 1685, 1472, 1383, 1272, 1232.  

UV/VIS (MeOH): λmax = 265. 

MS (ESI+): m/z = 602.2 [M+H]+. 

HRMS (ESI)+: C24H36N5O11P (601.21)   ber.: 602.2221, [M+H]+, 

        gef.: 602.2202 (ESI+-HRMS). 
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Thymidyl-3‘,5‘-thymidin-N-piperidylphosphoramidat  

 

Ausbeute: 13.2 mg (21 µmol, 72%). 

1H-NMR  (500 MHz, D2O, δ in ppm):  

7.56 (d, J  = 1.2 Hz, 1H, H-6), 7.54 (d, J = 1.2 Hz, 1H, 6''''), 7.51 (d, J = 1.2 Hz, 1H, 6i), 7.49 

(d, J = 1.2 Hz, 1H, H-6''''i), 6.22-6.15 (m, 4H, H-1'/1v + 1' i/1vi), 4.89-4.83 (m, 2H, H-3'/3v),  

4.51-4.44 (m, 2H, H-3'i/3vi), 4.25-4.08 (m, 8H, H-4'/4v/4'i/4vi
 + H-5'/5v), 3.77-3.65 (m, 

4H, H-5'i/5vi), 3.05-2.93 (m, 8H, CH2NCH2/CH2NCH2
i), 2.53-2.45 + 2.43-2.25 (2 x m, 8H, 

H-2'/2v/H-2' i/2vi), 1.83-1.78 (m, 12H, H-7/7''''/7 i/7''''i), 1.55-1.47 (m, 4H, CH2CH2CH2/ 

CH2CH2CH2
i), 1.46-1.39 (m, 8H, CH2CH2CH2/ CH2CH2CH2

i). 

31P-NMR  (162 MHz, D2O, δ in ppm): 

9.07, 9.11. 

IR (ATR): 𝜈 ̃ [cm-1] = 3200, 3064, 2935, 2858, 1685, 1466, 1370, 1272, 1232.  

UV/VIS (MeOH): λmax = 265. 

MS (ESI+): m/z = 614.2 [M+H]+. 

HRMS (ESI)+: C25H36N5O11P (613.21)   ber.: 614.2221, [M+H]+, 

        gef.: 614.2202 (ESI+-HRMS). 
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Thymidyl-3‘,5‘-thymidin-N-morpholinylphosphoramidat  

 

Ausbeute: 9.6 mg (15 µmol, 52%). 

1H-NMR  (500 MHz, D2O, δ in ppm):  

7.60 (d, J  = 1.2 Hz, 1H, H-6), 7.58 (d, J = 1.2 Hz, 1H, 6''''), 7.53 (d, J = 1.2 Hz, 1H, 6i), 7.52 

(d, J = 1.2 Hz, 1H, H-6''''i), 6.22-6.15 (m, 4H, H-1'/1v + 1' i/1vi), 5.00-4.93 (m, 2H, H-3'/3v),  

4.53-4.47 (m, 2H, H-3'i/3vi), 4.35-4.15 (m, 8H, H-4'/4v/4'i/4vi
 + H-5'/5v), 3.79-3.73 (m, 

4H, H-5'i/5vi), 3.71-2.65 (m, 8H, CH2OCH2/CH2OCH2
i), 3.20-3.12 (m, 8H, 

CH2NCH2/CH2NCH2
i), 2.60-2.52 + 2.47-2.29 (2 x m, 8H, H-2'/2v/H-2'i/2vi), 1.91-1.82 (m, 

12H, H-7/7''''/7 i/7''''i). 

31P-NMR  (162 MHz, D2O, δ in ppm): 

7.72, 7.62. 

IR (ATR): 𝜈 ̃ [cm-1] = 3196, 3058, 2960, 2929, 2858, 1683, 1472, 1368, 1272, 1232. 

UV/VIS (MeOH): λmax = 265. 

MS (ESI+): m/z = 616.2 [M+H]+. 

HRMS (ESI)+: C24H34N5O12P (615.19)   ber.: 614.2014, [M+H]+, 

        gef.: 616.1995 (ESI+-HRMS). 
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witz, S. T. Crooke, X. H. Liang, P. P. Seth, M. Nowotny; Origins of the Increased 
Affinity of Phosphorothioate-Modified Therapeutic Nucleic Acids for Proteins; J. 
Am. Chem. Soc.  2020, 142, 7456–7468. 

[426] O. A. Patutina, S. K. Gaponova (Miroshnichenko), A. V. Sen’kova, I. A. Savin, D. V. 
Gladkikh, E. A. Burakova, A. A. Fokina, M. A. Maslov, E. V. Shmendel’, M. J. A. 
Wood, et al.; Mesyl phosphoramidate backbone modified antisense oligonucleo-
tides targeting miR-21 with enhanced in vivo therapeutic potency; Proc. Natl. 
Acad. Sci. 2020, 117, 32370–32379. 

[427] S. Grijalvo, A. Aviñó, R. Eritja; Oligonucleotide delivery: a patent review (2010 – 
2013); Expert Opin. Ther. Pat. 2014, 24, 801–819. 

[428] S. M. Hammond, A. Aartsma-Rus, S. Alves, S. E. Borgos, R. A. M. Buijsen, R. W. J. 
Collin, G. Covello, M. A. Denti, L. R. Desviat, L. Echevarría, et al.; Delivery of oli-
gonucleotide-based therapeutics: challenges and opportunities; EMBO Mol. Med. 
2021, 13, 1–23. 

 

 



Anhang  257 

9 Anhang 

9.1 Zyklenprogrammierung des DNA-Synthesizers 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Time (0.1s) 13 10 10 20 10 15 20 2

Source TCA TCA TCA GAS ACN ACN GAS ACN

Mixed

Destin TRM TRM TRM TRM M_W TRM TRM M_W

S.Col.Ptr. ON ON ON ON ON ON ON ON

Delay (1s) 4 4 4 3

Branch

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Time (0.1s) 20 10 10 10 5 3 20 10

Source GAS ACN GAS GAS ACN ACN GAS ACN

Mixed

Destin Col M_W M_W Col M_W Col Col M_W

S.Col.Ptr. ON ON

Delay (1s) 2 50

Branch 1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Time (0.1s) 3 7 10 20

Source TET AMD ACN GAS

Mixed TET

Destin Col Col M_W M_W

S.Col.Ptr. ON ON

Delay (1s) 4

Branch

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Time (0.1s) 3 7 10 20

Source TET AMD ACN GAS

Mixed TET

Destin Col Col M_W M_W

S.Col.Ptr. ON ON

Delay (1s) 180 180 180 180

Branch

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Time (0.1s) 3 7 10 20

Source TET AMD ACN GAS

Mixed TET

Destin Col Col M_W M_W

S.Col.Ptr. ON ON

Delay (1s) 180

Branch

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Time (0.1s) 10 8 10 30 3 17 20 30 2 20 30 8

Source OXI ACN GAS GAS ACN ACN GAS ACN ACN GAS GAS

Mixed

Destin Col M_W M_W COL M_W COL COL M_W COL COL M_W

S.Col.Ptr. ON ON ON ON ON ON

Delay (1s) 8 60

Branch

Deblock

Coupling

Branch (ultramild amidites)

Branch (DBCO amidite)

Branch (Cy5 amidite)

Oxidation (DDTT)

Abb. 9.1:  Zyklenprogrammierung des DNA-Synthesizers. Akronyme gemäß Software Manual 

Synthesizer H-8, V.02.11. 
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9.2 HPLC-Methoden Oligonucleotid-Konjugate 

Tabelle 9-1: Übersicht der HPLC-Methoden zur Aufreinigung von Oligonucleotiden und 

Konjugaten. 

 BCl2, G4126, BCl2-TEG, G4126-TEG, MM-TEG 

t [min.] 0 13 20 22       

Buffer B [%] 15 45 45 15       

 MM 

t [min.] 0 1 6 7 14 16     

Buffer B [%] 0 12 12 30 30 0     

 BCl2-Tam1 

t [min.] 0 4 10 20 23 24 29 31 34 36 

Buffer B [%] 15 40 40 55 55 75 75 90 90 15 

 G4126-Tam1 

t [min.] 0 4 10 20 23 24 31 33   

Buffer B [%] 15 40 40 55 55 75 75 15   

 MM-Tam1 

t [min.] 0 4 10 20 30 31     

Buffer B [%] 15 40 40 55 55 15     

 BCl2-Tam2, G4126-Tam2  

t [min.] 0 4 10 22 32 34 39 10   

Buffer B [%] 15 40 40 55 55 75 75 15   

 MM-Tam2 

t [min.] 0 4 10 20 30 32     

Buffer B [%] 15 40 40 55 55 15     

 BCl2-E1, G4126-E1, MM-E1 

t [min.] 0 4 10 20 23 24 28 30   

Buffer B [%] 15 40 40 55 55 75 75 15   

 BCl2-E2, G4126-E2, MM-E2 

t [min.] 0 4 10 20 23 24 28 30   

Buffer B [%] 15 40 40 55 55 75 75 15   

 

• Puffer A: 0.1 M TEAA (pH 7) 

• Puffer B: 0.1 M TEAA / MeCN (1:3, v/v) 
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9.3 HPLC-Chromatogramme 
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Abb. 9.2: Rohchromatogramm (links) und Reinchromatogramme (rechts) mit einem Aus-

schnitt des deconvulierten ESI-MS Spektrums (rechts) von ON  BCl2 (oben), G4126 (mitte) und 

MM (unten). 
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Abb. 9.3:  Rohchromatogramm (links) und Reinchromatogramme (rechts) mit einem Aus-

schnitt des deconvulierten ESI-MS Spektrums (rechts) von ON  BCl2-TEG (oben), G4126-TEG 

(mitte) und MM-TEG (unten). 
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Abb. 9.4:  Rohchromatogramm (links) und Reinchromatogramme (rechts) mit einem Ausschnitt 

des deconvulierten ESI-MS Spektrums (rechts) von ON BCl2-Tam1 (oben), G4126-Tam1 (mitte) und 

MM-Tam1 (unten). 
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Abb. 9.5:  Rohchromatogramm (links) und Reinchromatogramme (rechts) mit einem Ausschnitt 

des deconvulierten ESI-MS Spektrums (rechts) von ON BCl2-Tam2 (oben), G4126-Tam2 (mitte) und 

MM-Tam2 (unten). 
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Abb. 9.6:  Rohchromatogramm (links) und Reinchromatogramme (rechts) mit einem Ausschnitt 

des deconvulierten ESI-MS Spektrums (rechts) von ON  BCl2-E1 (oben), G4126-E1 (mitte) und MM-

E1 (unten). 
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Abb. 9.7:  Rohchromatogramm (links) und Reinchromatogramme (rechts) mit einem Ausschnitt 

des deconvulierten ESI-MS Spektrums (rechts) von ON  BCl2-E2 (oben), G4126-E2 (mitte) und MM-

E2 (unten). 
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9.4 Schmelzkurven der Konjugate mit komplementärer mRNA  
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Abb. 9.8:  Schmelzkurven (Mittel aus Triplikaten) der ONs BCl2 (oben links) und G4126 

(oben rechts), BCl2-TEG (mitte links) und G4126-TEG (mitte rechts) sowie BCl2-Tam1 (unten 

links) und G4126-Tam1 (unten rechts) mit zur Bcl-2 Sequenz komplementären RNA. 
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Abb. 9.9:  Schmelzkurven (Mittel aus Triplikaten) der ONs BCl2-Tam2 (oben links) und 

G4126-Tam2 (oben rechts), BCl2-E1 (mitte links) und G4126-E1 (mitte rechts) sowie BCl2-E2 

(unten links) und G4126-E2 (unten rechts) mit zur Bcl-2 Sequenz komplementären RNA.  
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9.5 Van’t Hoff-Analyse 
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Abb. 9.10:  Schmelzkurven (Mittel aus Triplikaten) und Arrhenius-Darstellung der ONs BCl2 

(oben links) und G4126 (oben rechts), BCl2-TEG (mitte links) und G4126-TEG (mitte rechts) sowie  

BCl2-Tam1 (unten links) und G4126-Tam1 (unten rechts) mit zur Bcl-2 Sequenz komplementären 

RNA.  
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Abb. 9.11:  Schmelzkurven (Mittel aus Triplikaten) und Arrhenius-Darstellung der ONs BCl2-

Tam2 (oben links) und G4126-Tam2 (oben rechts), BCl2-E1 (mitte links) und G4126-E1 (mitte 

rechts) sowie BCl2-E2 (unten links) und G4126-E2 (unten rechts) mit zur Bcl-2 Sequenz komple-

mentären RNA.  
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