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Vorwort

Dieser Bericht zu Handen des Bundesamts fiir Umwelt, BAFU, wurde im Zeitraum vom 1. Sep-
tember 2024 bis 30. Juni 2025 erstellt und am 24. Juni 2025 der Begleitgruppe des BAFU sowie
interessierten Vertreter:innen von Fachgruppen aus eidgendssischen Behorden vorgestellt. Der
Inhalt des Berichts wurde anschliessend fiir die Publikation in wissenschaftlichen Fachzeitschrif-
ten weiterentwickelt. Wichtige Ergédnzungen betreffen u.a. die Aktualisierung der zugelassenen
Pharmaka (Stand Friihling 2026), illustrative Emissionsabschéitzungen, sowie die Analyse ver-
schiedener Effektkategorien (Tabelle 6.2). Das daraus hervorgegangene Manuskript ist unter
DOI:10.26434 /chemrxiv.15002044 /v1 als preprint frei verfiigbar. Unter dieser DOI wird spéter
auch auf die finale Publikation (Version of Record) des Fachartikels verwiesen.

Thomas Hofstetter, 22. April 2026.
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Zusammenfassung

RNA-basierte Therapien ermdglichen neue medizinische Behandlungsansétze, bei denen gezielt
in die Genexpression eingegriffen wird, um verschiedene Krankheiten zu bekdmpfen. Dafiir wer-
den unterschiedliche, chemisch modifizierte Nukleinsdureketten, sogenannte modifizierte Oligo-
nukleotide (mONs), eingesetzt, die aufgrund ihrer Modifikationen intakt und effizient an ihre
Wirkorte im Patienten gelangen kénnen. mONs zéhlen zu den “Arzneimitteln fiir neuartige
Therapien” und gelten somit als biologisch aktives, genetisches Material. Dieses muss in der
Schweiz in Hinblick auf mogliche Umweltrisiken wihrend des Zulassungsverfahrens gepriift wer-
den. Aufgrund der chemischen Modifikationen in dieser Substanzklasse, stellen mONs aber auch
anthropogene Chemikalien dar. Diese Kombination von Eigenschaften fithrt dazu, dass es aktuell
unklar ist, ob mONs in Umweltrisikoanalysen wie genetisch aktives Material (und somit analog
genetisch modifizierte Organismen (GMOs)) oder wie anthropogene Chemikalien zu bewerten
sind. Das Ziel der vorliegenden Studie war deshalb, wissenschaftliche Konzepte fiir die Umwelt-
risikoanalyse von mONs aus medizinischen Anwendungen zu identifizieren und zu beschreiben.
Die spezifisch untersuchten Themenbereiche umfassten (i) die Analyse der momentan thera-
peutisch eingesetzten bzw. potenziell zukiinftig einsetzbaren mONs, sowie (ii) die Beschreibung
von Prozessen, welche die Verteilung, Bioverfiigbarkeit, und Persistenz von mONs in relevanten
Umweltkompartimenten bestimmen und (iii) moglicherweise zu (6ko)toxikologischen Effekte von
mONs auf Nicht-Zielorganismen fiithren kénnen. Dazu wurden Kriterien fiir die Selektion von
relevanten mONs identifziert und Angaben zu deren Emission, Exposition und Effekten anhand
der aktuellen Literatur zusammengetragen. Die wichtigsten vier Erkenntnisse dieser Studie sind
(1) dass aktuell erst eine kleine Zahl von chemischen Modifikationen in 20 zugelassen Pharmaka
eingesetzt wird, die héchstens 11% der in der Literatur vorgeschlagenen Modifikationen abdeckt.
(2) Prozesse, welche fiir Exposition und Effekte von mONSs relevant sind, miissen nach deren
Sequenzabhéngigkeit und -unabhéngigkeit analysiert werden. Dies impliziert, dass mONs in der
Umweltrisikoanalyse sowohl als anthropogene Chemikalien als auch als genetisch aktives Ma-
terial im Sinne von GMOs betrachtet werden miissen. (3) Eine wissenschaftliche Beschreibung
der Prozesse, welche die Exposition und Effekte von modifizierten in der aquatischen Umwelt
bestimmen, fehlen nahezu vollstdndig. Sie kénnen nur aus dem Informationen fiir natiirliche Oli-
gonukleotide in der Umwelt sowie einer Extrapolation fiir chemisch/biologische Konsequenzen,
welche aus den aktuell eingesetzten chemischen Modifikationen hervorgehen, approximiert wer-
den. (4) Die zu erwartenden Emissionen von mONs aus therapeutischer Anwendungen kénnen
nicht zuverlissig aus Angaben zur Exkretion abgeschitzt werden. Diese Studie zeigt, dass es
an Grundlagen mangelt, um wissenschaftlich abgesicherte Aussagen zum Eintrag, Verhalten
und (6ko)toxikologische Effekte vom mONs in Umweltrisikoanalysen treffen zu kénnen. Dieses
Wissen systematisch zu generieren und zusammenzutragen sollte deshalb ein vordringliches Ziel
von weitergehenden Arbeiten sein fiir welche wir 9 Empfehlungen abgeben.






Abkiirzungsverzeichnis

ADME

ARA
ASO
ATMP

DNA
dsRNA
EMA
FDA
GalNAc
GMO
LNP
miRNA
mON

ssRNA
SSOs
siRNAs
NA

nt

ON
RISC
RNA
RNase
TFOs
7ZNS

Begriff aus der Pharmazie: Absorption, Distribution, Metabolismus und
Elimination

Abwasserreinigungsanlage

Antisense Oligonukleotid

Advanced Therapy Medicinal Product (Arzneimittel fiir neuartige Thera-
pien)

Desoxyribonukleinsidure (desoxyribonucleic acid)

Doppelstranige RNA

European Medicines Agency

US. Food and Drug Administration

N-Acetylgalactosamin

Genetisch modifizierter Organismus (genetically modified organism)
Lipid-Nanopartikel

micro RNA

Chemisch modifizierte Oligonukleotide. Der Begriff wird in dieser Arbeit
stellvertretend fiir therapeutisch eingesetzte bzw. einsetzbare Nukleotid-
Polymere mit mindestens einer, nicht in der Natur vorkommenden che-
mischen Modifikation. In der englischsprachigen Literatur werden dafiir
Begriffe wie ONT fiir oligonucleotide therapeutics oder NAT fiir nucleic
acid therapeutics verwendet.

Einzelstringige RNA

Splice-Switching Oligonukleotid

Small interfering RNAs

Nukleinsédure (nucleic acid)

Nukleotid(e)

Oligonukleotid

RNA inducing silencing complex

Ribonukleinséure (ribonucleic acid)

Ribonuklease

Triple-helix forming oligonucleotides

Zentrale Nervensystem
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Glossar

2’-F

2’-OMe
2’-MOE

5-MC

5-MU
Carriersystem
Exon
Heteroduplex
Hybridisieren
Pharmaka

Therapeutika
intrathekal

Lewissédure
mutagen
Polymerase
PS

PMO

Nukleosid
Nukleotid

Kommerziell eingesetzte Modifikation, 2’-fluoro Substitution an der 2’-
Position der Ribose eines Oligonukleotides.

Kommerziell eingesetzte Modifikation, 2’-O-methyl Substitution an der
2’-Position der Ribose eines Oligonukleotides.

Kommerziell eingesetzte Modifikation, 2’-methoxyethyl Substitution an
der 2’-Position der Ribose eines Oligonukleotides.

Kommerziell eingesetzte Modifikation, 5-Methylcytosine, ein Derivat der
Nukleinbase Cytosin.

Kommerziell eingesetzte Modifikation, 5-Methyluridine, ein Derivat der
Nukleinbase Uridin.

Ein Tragersystem, in diesem Bericht wird der Begriff genutzt, um Systeme,
die den Transport und die Aufnahme von mONs férdern zu beschreiben.
Abschnitt eines Gens, der nach dem Spleissen die nétige Information fiir
die Erzeugung eines Proteins beinhaltet.

Doppelstriangiges Nukleinsduremolekiil, bestehend aus zwei unterschiedli-
chen Nukleinsdurestréingen.

Das Binden von komplementdren (auch modifizierten Oligo-) nu-
kleinsdureketten.

Substanzen, welche eine biologische Wirkung auf den Korper haben.
Schliesst Medikamente ein.

Substanzen fiir die gezielte Behandlung von Krankheiten.

Liquorraum zwischen diinnen Gewebeschichten, welche Gehirn und
Riickenmark umgeben.

Chemische Verbindung, die fahig ist, ein Elektronenpaar aufzunehmen und
somit als Elektronenpaar-Akzeptor fungiert.

Wirkungen die zu einer dauerhaften Verdnderungen im Erbgut (DNA)
fithren.

Enzym verantwortlich fiir die Synthese von Polymeren, insbesondere DNA
und RNA.

Kommerziell eingesetzte Modifikation, Phosphorothioate, Einbringen ei-
nes Schwefelatoms in den Phosphodiester von Oligonukleotiden.
Kommerziell eingesetzte Modifikation, Phosphorodiamidat-Morpholino-
Oligonukleotide, Riickgratmodifikation von Oligonukleotiden.

FEin organisches Molekiil, bestehend aus Nukleobase und Ribose.

Ein organisches Molekiil bestehend aus Nukleobase, Pentose und einer
Phosphatgruppe.
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Quencher
Spleissprozesse

subkutan
toxisch
genotoxisch
vitreal

Xiv

Eine Substanz, die ein Fluoreszenzsignal unterdriickt oder abschwécht.
Bei Eukaryonten vorkommender Prozess der pra-mRNA- Verarbeitung,
das durch das Spleissosom geleitet wird.

Medizinischer Begriff, Injektion unter der Haut.

Giftige oder schidliche Eigenschaften eines Stoffes

Schidigende Wirkung eines Stoffes auf die DNA in der Zelle
Medizinischer Begriff, das Auge betreffend.



Kapitel 1

Einleitung

1.1 Motivation und Ziele

RNA-Technologien erméglichen die gezielte Regulation der Genexpression.! Dieser Umstand
macht RNA-Technologien attraktiv fiir die Entwicklung von Medikamenten zur Behandlung
von genetisch bedingten Erkrankungen. Medizinische Behandlungsansétze mittels RNA-basierte
Therapien sind schon ldnger bekannt und darauf basierende Therapeutika wurden vor knapp 30
Jahren als Arzneimittel erstmals zugelassen. Durch chemische Modifikationen von Nukleinséuren
in Nukleinséureketten entstehen sogenannte modifizierten Oligonukleotiden (mONs), die sta-
bilisiert bzw. so verdndert sind, dass sie intakt und effizient an ihre Wirkorte in Organen wie
Gehirn, Herz und Lunge gelangen kénnen. Methodische Fortschritte bei der Herstellung che-
misch verdnderter Nukleotidsequenzen haben zu einer stetigen Zunahme der Entwicklung von
sogenannten RNA-Therapien gefiihrt.? !

Da Oligonukleotide im Sinne einer Anwendung als Arzneimittel fiir neuartige Therapien
(Advanced Therapy Medicinal Products, ATMP)!? als biologisch aktives, genetisches Material
gelten, ist abzusehen, dass die therapeutische Anwendung von mONs in der Schweiz eine Ana-
lyse ihrer Umweltrisiken fiir eine Zulassung voraussetzen. Grundlage hierfiir sind u.a. Artikel
35 der Verordnung iiber klinische Versuche (KlinV),'® Artikel 81 der Arzneimittelverordnung
(VAM),* Artikel 6 der Freisetzungsverordnung (FrSV) ! sowie die in verschiedenen Schweizer
Verordnungen aufgerufenen Européischen Direktiven und Richtlinien. Umweltrisikoanalysen,
wie sie neben der EU auch in den USA und Japan fiir die Zulassung von unmodifizierten
Oligonukleotidsequenzen in Gentherapien angewendet werden, beruhen auf einer Beurteilung
der Therapeutika als genetisch modifizierte Organismen. Diese werden typischerweise vor der
Durchfithrung klinischer Studien erstellt.'® Das Anwenden dieser Abschitzungsverfahren fiir
mONs wiirde aber dariiber hinwegsehen, dass mONs zusétzlich chemisch verdnderte Substan-
zen sind und daher auch anthropogene Chemikalien darstellen. Aus diesem Grund ist aktuell
unklar, wie Umweltrisikoanalysen von mONs gestaltet werden miissen. Einerseits enthalten
mONs genetische Information, die iiber Transkription in biologische Prozesse eingreifen und
deshalb ein Biosicherheitsrisiko darstellen kénnen. Andererseits sind mONs Chemikalien, deren

Umweltrisiko anhand von Eigenschaften wie Stabilitidt (und mitunter Persistenz) und Toxizitét



zu priifen sind.

Sowohl iiber die Transport- und Transformationsprozesse, welche die Persistenz bestim-
men, als auch iiber die verschiedenen (6ko)toxikologischen Wirkmechanismen von mONs ist
aktuell sehr wenig bekannt. Gleiches gilt fiir die Eintragsmengen von mONs in die Umwelt, wel-
che moglicherweise iiber Abfallstrome bei der Produktion (z.B. Industrieabwasser) und durch
Ausscheidungen von Patienten wihrend klinischer Behandlungen (z.B. iiber Spitalabwisser)
zustande kommen. Anwendungen von RNA-Technologien in der Landwirtschaft, wie mit soge-
nannten RNAi-Pestiziden, '™ ' kénnen als Grundlagen fiir eine Bewertung des Verhaltens von
Nukleotidsequezen in der Umwelt genutzt werden. Allerdings ist aktuell unerforscht, ob und wie
Informationen iiber solche unmodifizierte Nukleotidsequenzen fiir Betrachtungen von mONs, die
verschiedene chemische Modifikation aufweisen, anwendbar sein konnten.

Das iibergeordnete Ziel der vorliegenden Studie ist deshalb, wissenschaftliche Konzepte fiir
Umweltrisikoanalysen von chemisch modifizierten Oligonukleotiden aus medizinische Anwen-
dungen (RNA-Therapien) zu identifizieren und zu beschreiben. Diese Konzepte sollen in nach-
gelagerten Studien die Ausarbeitung von Grundlagen ermdoglichen, welche schliesslich in Zu-
lassungsverfahren fiir therapeutisch eingesetzte mONs zu Anwendung kommen. Die spezifische
Ziele dieser Studie, wie sie in Auftrag Nr. 110017262/8T10/00.5004.PZ/0026 des Bundesamts

fiir Umwelt und dessen Abteilung Boden und Biotechnologie definiert wurden, sind wie folgt:

(1) Identifikation von Kriterien fiir die Auswahl von therapeutisch eingesetzten bzw. potenti-
ell einsetzbaren, chemisch modifizierten Oligonukleotiden, die einer Umweltrisikoanalysen

uterliegen sollten.

(2) Beschreibung der chemischen und biologischen Prozesse, welche die Verteilung, Biover-
fiigbarkeit, und Stabilitdt (und damit moglicherweise Persistenz) von mONs in relevanten

Umweltkompartimenten bestimmen.

(3) Beschreibung der Prozesse, die fiir eine Abschitzung der Aufnahme von mONs in Mikro-
organismen und ggf. anderer aquatischer Organismen sowie der toxikologischen Effekte

von mONs auf Nicht-Zielorganismen wichtig sein kénnen.

(4) Zusammenstellung der Wissensliicken aus Punkten (2) und (3) sowie Ableitung von Empfeh-

lungen fiir weiterfithrende Arbeiten.

1.2 Vorgehen, Methodik und Aufbau des Berichts

Die spezifischen Ziele wurden in dieser Studie in drei Schritten umgesetzt, die sich im Aufbau
dieses Berichtes widerspiegeln. Kapitel 2 und 3 beinhalten die Identifikation der Kriterien fiir
die Selektion von relevanten mONs (Ziel 1). Grundlage hierfiir ist die weit verbreitete Einteilung
der mON anhand von fiinf prinzipiellen molekularbiologischen Wirkmechanismen im menschli-
chen Organismus. "*%6:7:20-22 Djese Einteilung ist in der Fachliteratur ausfiihrlich beschrieben

und wird in dieser Arbeit am Schluss dieser Einfithrung (Kapitel 1.3) kurz zusammengefasst.



Sie ist fiir Umweltrisikoanalyse teilweise relevant im Bezug auf die Abschéitzung potentieller
(6ko)toxikologischer Effekte.

Wichtiger fiir die Elemente der Umweltrisikoanalyse, insbesondere die Beschreibung der Ex-
position von mONSs in der aquatischen Umwelt und ihrer Effekte, ist eine systematische Betrach-
tung ihrer Strukturelemente und deren chemische Modifikationen. Diese Information wurde an-
hand der medizinischen und (bio)chemischen Literatur in Kapitel 2.1 und 2.2 zusammengestellt.
Sie erlaubt es, neben der Betrachtung von mON-Strukturen von zugelassenen Therapeutika auch
iiber Strukturen von theoretisch méglichen mONs zu spekulieren. Géangige Verabreichungsfor-
men fiir den Transfer von mONs zum medizinisch relevanten Wirkort im Organismus werden in
Kapitel 2.3 beschrieben. Der Einfluss der Verabreichungsformen auf Vorkommen und Wirkung
von mONs in der Umwelt wird in diesem Bericht nur konzeptionell behandelt, weil dieses Thema
zu umfangreich ist, um in dieser Studie abgedeckt zu werden.

Anhand der Systematik der Strukturelemente wurden die Dossiers von zugelassenen mON
Therapeutika von verschiedenen Zulassungsbehoérden (Swissmedic, European Medicines Agency
(EMA), US Food and Drug Administration (US-FDA) analysiert. Diese Information wurde in
einer Datenbank zusammengefiihrt. Die Datenbank ermoglicht, Zusammenhénge von Wirkme-
chanismen, Typus und Anzahl der modifizierten Strukturelemente, Verabreichungsformen und,
soweit vorhanden, -mengen sichtbar zu machen. Die Analyse der aktuell zugelassenen Thera-
peutika erfolgt in Kapitel 2.4 und ermdglicht es uns, Ziel (1) des Projektes zu erreichen.

Mit der Diskussion von Wirkmechanismen von mONs und deren modifizierten Strukturele-
menten beschreibt die medizinische Literatur implizit Eigenschaften von mONs, welche auch fiir
deren Exposition und Wirkung in der Umwelt relevant sein kénnen. Diese Information diente
als Grundlage, auf der in dieser Studie ein Konzept fiir die Umweltrisikoanalyse von mONs vor-
geschlagen wird. Weil die mogliche Anzahl und Kombination von chemischen Modifikationen
von mON, wie in Kapitel 2 beschrieben, gross und iiber Exposition und Effekte von mONs in
der Umwelt kaum etwas bekannt ist, wurde ein Vorgehen gewihlt, das es erlaubt, mit fehlen-
dem Wissen umzugehen. Dieser Ansatz ist in Kapitel 3 beschrieben und sieht vor, aufgrund von
bekannten Eigenschaften natiirlicher Oligonukleotide auf diejenigen von mONs zu schliessen.

Auf der Grundlage des Konzepts von Kapitel 3 wurden schliesslich Emissionen, sowie Pro-
zesse und Mechanismen fiir die Abschétzung von Exposition und Effekten von mONs in Kapitel
4 bis 6 nach Stand des Wissens aufgearbeitet. Die Beurteilung von Emissionen und Expositi-
on einerseits und Effekten andererseits entspricht oben genannten Zielen (2) bzw. (3). Hierbei
fokussierten wir im Bezug auf die Grundlagen der Expositionsabschétzung auf Prozesse, die in
Abwasserreinigungsanalagen (ARA) ablaufen kénnen, da mONs aus klinischen Anwendungen
iiber Abwiésser im Normalfall in ARA gelangen diirften. Das Wissen iiber toxische, genotoxi-
sche und mutagene Effekte von mON stammt aus pharmakologischen Studien. Wir fassen diese
Erkenntnisse zusammen, kategorisieren diese und stellen Uberlegungen zur Ubertragbarkeit auf
Okotoxikologische Fragestellungen an. Aufgrund des geringen Wissens iiber mONs in der Um-
welt ist die Prozessbeurteilung unsicher und nur in verallgemeinernder (und oftmals deduktiver)
Form moglich. Dieser Umstand macht eine Unterscheidung von Prozessen in verschiedenen Um-

weltkompartimenten wie ARAs, Fliessgewésser oder Béden momentan obsolet. Schliesslich ana-



lysieren wir die in Kapitel 4 bis 6 identifizierten Kenntnissliicken in Kapitel 7, um Empfehlungen

fiir weitere Studien im Sinne von Ziel (4) abzugeben.

1.3 Chemisch modifizierte Oligonukleotide und deren Wirkme-

chanismen

WEeil physiologische Ablaufe im menschlichen Organismus komplexe, miteinander verkniipfte
Kaskaden von biochemischen Reaktionen bilden, werden bis dato verschiedene mON-basierte
Therapieansitze entwickelt, getestet und eingesetzt. Die Therapieansitzen beruhen auf mON-
Kategorien mit unterschiedlichen Wirkmechanismen. Diese Wirkmechanismen unterscheiden
sich deshalb auch hinsichtlich der eingesetzten, chemisch modifizierten Nukleotide und somit
ihrer chemischen Struktur. Die chemischen Modifikationen beeinflussen die Bindungsaffinitét
und genetische Zielsequenzen, die Aufnahmewahrscheinlichkeit in Zellen ausgewéhlter Organe
und den Schutz vor Abbau (Nukleasen) des Oligonukleotids.%® Sie ermoglichen damit eine
prézisere und lAnger anhaltenden Wirkung, um den Therapieerfolg zu ermdglichen. Infolgedessen
ist anzunehmen, dass chemische Modifikationen auch eine wichtige Rolle fiir die Beurteilung von
Prozessen spielen, die in der Umweltrisikoanalyse abgeschétzt werden.!”?3

Die Einteilung in mON-Kategorien, welche in diesem Bericht benutzt wird, bezieht sich auf
Definitionen des SCNAT-Berichts von Kiimin et al.! Sie unterscheidet fiinf mON-Kategorien:
Gapmers, small interfering RNA (siRNA), microRNA (miRNA), splice-switching oligonucleoti-
des (SSOs) und Aptamere. Fachbegriffe werden in diesem Bericht meist in englischer Sprache
verwendet und sind im Glossar erklart. Die Wirkmechanismen der mON-Kategorien beruhen
auf natiirlichen Abwehrmechanismen (RNase H1, RISC), genetischer Regulationsmechanismen
(miRNA, Spliceosom) bzw. spezifischer intermolekularer Interaktion aufgrund der dreidimen-
sionalen Struktur der Biomolekiile.'?. Die fiinf mON-Kategorien und ihre Wirkmechanismen

sind in Abbildung 1.1 schematisch dargestellt und werden wie folgt beschrieben:

1. Gapmers sind einzelstringige, modifizierte Oligonukleotidsequenzen. Sie binden (hybri-
disieren) an komplementére Zielsequenzen in der mRNA und bilden einen stabilen mON-
RNA-Hybrid (Heteroduplex). Die Hybridisierung aktiviert die RNase H1, welche den
Heteroduplex erkennt und die Phosphodiesterbindungen des mRNA-Transkripts hydro-
lysiert.?* Dadurch wird das angestrebte mRNA-Transkript effizient deaktiviert und die

damit einhergehende Genexpression unterdriickt. !*:2?

2. Small interfering RNAs (siRINA) bestehen aus zwei modifizierten Nukleinsdurestriangen,
dem Guide- und dem Passenger-Strang.%2?° Die doppelstringige Sequenz wird vom RNA-
induzierten Silencing-Komplex (RISC) erkannt, wobei der Passenger-Strang geschnitten
und freigesetzt wird. Der Guide-Strang hingegen bindet an das komplementéire RNA-
Gegenstiick, wodurch ein RNA-RNA-Hybrid entsteht. Letzteres 16st den Abbau der Ziel-

sequenz durch das Ago2-Enzym aus.

3. Micro RNA (miRNA) besteht aus kurzer, nicht kodierender RNA, die in Eukaryonten
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Abbildung 1.1 Einteilung von mONs in fiinf Kategorien mit unterschiedlichen Wirkmechanismen.
Gapmers binden an mRNA-Transkripte und das Enzym RNase H1 hydrolisiert die Sequenz. Splice-
Switching Oligonucleotides (SSOs) beeinflussen das Spliceosom und das Schneiden der pre-mRNA.
Aptamere binden aufgrund ihrer dreidimensionale Struktur an ausgewahlte Zielproteine und steuern
so deren Aktivitdt. Small interfering RNA (siRNA) nutzen den RNA-inducing silencing complex
(RISC), um genetische Zielsequenz auszuschalten. MicroRNA (miRNA) bindet an komplementére
messenger-RNA (mRNA). Der daraus hervorgehende Duplex induziert das Schneiden der Zielsequenz.
Abbildung aus Bost et al. 1%(CC-BY 4.0)

den Abbau von ausgesuchter mRNA initiieren. Diese mON Kategorie wird in in Anti-
miRNA und mimic-miRNA eingeteilt. Die Anti-miRNA bindet an eine vorhergesehene
komplementéire endogene miRNA Sequenz und wird vom RISC analog zur siRNA abge-
baut. Im Gegensatz dazu “imitiert” die mimic-miRNA bereits bestehende miRNA, was

zu einer Forderung der Genexpression fiihrt. %!

4. Splice-Switching-Oligonukleotides (SSOs) sind darauf ausgelegt, die Spleissprozesse zu be-
einflussen, ohne direkt an das komplementére Transkript zu binden. Stattdessen blockieren
sie gezielt die Spleissstelle des Spliceosoms. Das Spliceosom ist dafiir verantwortlich, In-
trons (d.h. nicht-kodierende Sequenzen) aus einem pre-mRNA-Transkript zu entfernen
und die Exons (kodierende Sequenzen) miteinander zu verbinden. Dies fithrt dazu, dass
Elemente in Introns und Exons entweder verstéirkt oder unterdriickt werden, wodurch die

Genexpression gezielt beeinflusst werden kann.?0

5. Aptamere sind Einzelstréangige Oligonukleotide, die aufgrund ihrer Tertidrstruktur spezi-



fische intermolekulare Wechselwirkungen mit Zielmolekiilen, insbesondere Proteinen, ein-

gehen und gezielt deren Inhibition oder Aktivierung modulieren.

Aufgrund ihrer Komplementaritéit zur genetischen Zielsequenz werden die einzelstringigen
mONs der Kategorien 1 sowie 3 bis 5 unter dem Begriff “antisense oligonucleotides” (ASOs)
zusammengefasst und von doppelstringiger siRNA unterschieden. Trotz dieser strukturellen
Unterscheidung der Kategorien sind ASOs und siRNA Teil der sog. “antisense drugs” und

“antisense technology”.*%11,22



Kapitel 2

Einteilung und Systematik von

modifizierten Oligonukleotiden

2.1 Chemisch modifizierte Oligonukleotide

Géngige Einteilungen von mONs fiir therapeutische Anwendungen orientieren sich an deren
Wirkmechanismen, so dass typischerweise fiinf Kategorien wie in Kapitel 1.3 unterschieden
werden. Diese Systematik eignet sich allerdings nicht fiir eine Beurteilung des Umweltverhal-
tens, insbesondere der Exposition und der Effekte auf Nicht-Zielorganismen. Letztere beruhen
auf den molekularen Wechselwirkungen und (bio)chemischen Reaktionen von mONs bzw. ihrer
Strukturelemente mit anorganischen Spurenstoffen in geloster Form bzw. mit organischen oder
mineralischen Partikeln und organischen (Bio)Molekiilen. Als Grundlage fiir die Einschitzung
des Umweltverhaltens beschreiben wir hier die méglichen Variationen der Strukturelemente (Ka-
pitel 2.1), wie diese in den fiinf mON-Kategorien verwendet werden kénnen (Kapitel 2.2) und
welche Verabreichungsformen dafiir existieren (Kapitel 2.3). Anhand dieser systematischen Ein-
teilung analysieren wir anschliessend die bis heute zugelassenen mON-basierten Wirkstoffe und
evaluieren die Strukturen und deren Anteil an bisher verwendeten chemischen Modifikationen
(Kapitel 2.4).

Allen mONSs liegen chemische Verinderungen zugrunde, welche an fiinf verschiedenen Struk-
turelementen der Nukleotideinheit vorgenommen werden kénnen. Diese Strukturelemente sind
in Abbildung 2.1) dargestellt. Sie umfasen (1) den Phosphodiester, (2) die Zuckereinheit, (3)
die Substituenten an der 2’ Position der Zuckereinheit, (4) die Base und (5) das Riickgrat
der Nukleinsiure (Phosphodiester und Ribose). Im Rahmen dieses Projektes wurden iiber 60
strukturelle Modifikationen identifiziert, die im medizinisch-therapeutischen Kontext diskutiert
bzw. bereits verwendet werden. Diese chemischen Modifikationen sind in der Datenbank fiir
modifizierter Oligonukleotide (inkl. Verweise auf wissenschaftliche Literatur), der sogenannten
mON-Datenbank,?® fiir dieses Projekt systematisch zusammengestellt (siche Anhang A.1 fiir
eine Beschreibung des Aufbaus der mON-Datenbank). Welche Strukturelemente in einem mON
modifiziert vorliegen, héngt von den fiinf Kategorien bzw. der damit einhergehenden Wirk-

mechanismen ab. So konnen beispielsweise modifizierte Strukturelemente in doppelstringiger
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Abbildung 2.1 Grundlagen fiir die systematische Einteilung von chemisch modifizierten Oligonu-
kleotiden (mONs) anhand (a) der Variationen der Strukturelemente (Phosphodiester (blau), Ribo-
se (violett), Base (rot), Substituenten an der 2'-Position der Zuckereinheit (griin) und Nukleotid-
Riickgrat (grau)), (b) Kombination von modifizierten Strukturelementen in den typischen fiinf mON-
Kategorien. Die farblich hervorgehobenen Nukleotide beziehen sich auf mogliche Modifikationen an
den in Panel (a) gezeigten Strukturelementen. (c) Anzahl der eingesetzten Modifikationen mit sym-
bolischer Darstellung fiir modifizierte Nukleotide aus Panel (b). U (Uridin) und C (Cytidin) ste-
hen illustrativ fiir mogliche Modifikationen der Basen durch Methylierung von Cytosin und Uracil
(Bsp. 5-MU oder 5-MC). Darstellung und Farbcodes basieren auf Zusammenstellungen aus Referen-
zen®10:26.27 " die hier graphisch und farblich angepasst und weiterentwickelt wurden.

siRNA anders eingesetzt werden, als in einzelstringigen ASOs (Gapmers, miRNA, SSO und
Aptamere). Schliesslich kénnen sich modifizierte Oligonukleotide auch in der Anzahl chemi-

scher Modifikationen unterscheiden.

2.1.1 Strukturelle Modifikationen des Phosphodiesters

Die Abspaltung von Nukleotiden einer Oligonukleotidkette erfolgt durch hydrolytische Spaltung
der Phosphodiesterbindungen. Diese Hydrolyse wird durch Exo- und Endonukleasen kataly-
siert.?” Dieser Abbau kann jedoch durch verschiedene Modifikationen an nicht-briickenbildenden
Sauerstoffatomen (sog. non-bridging oxygen atoms) des Phosphodiesters verlangsamt werden.
Abbildung 2.2 zeigt die bekannten Phosphodiester-Modifikationen.?%811:27:30-32 Die gingigste
Modifikation des Phosphoesters ist der Phosphothioester (phosphorothioate (PS)?2®%11:31,32)
Als weitere Substitutionen eines Sauerstoffatoms wurden funktionelle Gruppen wie Borhydrid
und Hydroxyacetat vorgeschlagen (boranophosphate (BP)?!3? und phosphoacetate (PACE)3!).
Mehrfachsubsitutionen kombinieren den Einsatz eines Schwefelatoms mit Alkylgruppen, weite-
ren Schwefel- oder Stickstoffatomen (phosphorodithioate (PSz),33? thiophosporamidate (NP), 3!
methylphosphonate (MP)3%32 und methoxypropylphosphonate (MOP)). 3

Die Konsequenzen der Phosphodiestermodifikationen sind hauptséchlich fiir PS Modifika-
tionen beschrieben. Diese umfassen eine erhéhte Stabilitit gegeniiber Nukleasen%3? und eine
verbesserte Bindung des mONs an Serumproteine. PS-mONs haben dadurch eine héhere Halb-
wertszeit in Plasma und Geweben von ca. 2-3 Tagen.®?% Diese Modifikationen werden von den
Scavenger-Rezeptoren (STAB1 und STAB2) erkannt >®3° und erméglichen die Aufnahme in Zel-

len ohne Elektroporation oder Transfektion.?® Die geringere Bindungsaffinitiit von PS-mONs
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Abbildung 2.2 Sieben aktuelle bekannte Modifikationen der Struktureinheit des Phosphodie-
sters.® Unterstrichene Abkiirzungen bezeichnen Modifikationen, welche in zugelassenen Therapeuti-
ka verwendet werden. PS: phosphorothioate, BP: boranophosphate, PACE: phosphonoacetate, PSs:

phosphorodithioate, NP: thiophosphoramidate, MP: methylphosphonate, MOP: methoxypropylphos-
phonate. 2:2:8:11,27,30-33

an ihre bestimmte Zielsequenz wird mit weiteren Modifikationen am Zucker ausgeglichen. Ver-
gleichbare Evaluationen fiir die weiteren Beispiele fiir Modifikationen der Phosphodiesters in
Abbildung 2.2 fehlen. Unldngst wurde auch festgestellt, dass die Nukleaseresistenz von Modi-
fikationen an nicht-bindenden Liganden des Phosphors (PS und Phosphoryl-guanidine) durch
Verwendung stereochemisch reiner Isomere erhoht werden kann.?7 3% Auf diese Form der struk-
turellen Modifikation wird bei der Beschreibung der allgemeinen mON-Modifikationen nicht

speziell eingegangen.

2.1.2 Erweiterte Ribose Analoga

Die Bildung von Wasserstoffbriicken zwischen Nukleinsdurestrangen wird unter anderem durch
die Konformation der Ribose beeinflusst.?! Daher modulieren Ribosemodifikationen die Bin-
dungsaffinitit zu komplementédren Nukleinsdurestrangen, die resultierende Konformation der
Duplexstriange und, infolgedessen, ihre Interaktionen mit Enzymen.?'*? Das Spektrum von
strukturellen Modifikationen in Abbildung 2.3 umfasst einerseits die Erweiterung der Ringsy-
steme. Beispiele dafiir sich zahlreich, darunter die Expansion der Ribosen zu Sechsringen (he-
xitol nucleic acid (HNA),?"3132 altritol nucleic acid (ANA),®3132 3"_fluorohexitol nucleic acid
(FHNA),®3! und cyclohexane nucleic acid (CeNA))?! und Siebenringen (oxepane nucleic acid
(ONA)).3! Weitere Modifikationen beinhalten nicht-zyklische Ribosen (unlocked nucleic acid (
UNA)®27 oder glycol nucleic acid (GNA)), 3" erweiterte Ringe (tricyclo DNA (tc-DNA)) 8113132
und die Substitution des Sauerstoffatoms an der 1’-Position der Ribose zu einem Schwefelatom
(2’-deoxy-2’-thioribonucleic acid (S-RNA)3!32 und 2’-deoxy-2’-fluoro-3-D-arabinonucleic acid
(S-FANA)).?! Uber die Nukleaseresistenz von Ringerweiterungsmodifikationen (HNA, ANA,
FHNA, CeNA und ONA) und deren Konsequenz fiir eine Aufnahme ins Gewebe ist wenig be-
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Abbildung 2.3 Zehn mogliche Ribosemodifikationen?® aufgefiihrt als, HNA: hexitol nucleic acid,
ANA: altritol nucleic acid, FHNA: 3'-fluorohexitol nucleic acid, CeNA: cyclohexane nucleic acid,
ONA: oxepane nucleic acid, UNA: unlocked nucleic acid, GNA: glycol nucleic acid, tc-DNA: tricy-
clo DNA, S-RNA: 2'-deoxy-2'-thioribonucleic acid, S-FANA: 2'-deoxy-2'-fluoro-3-D-arabinonucleic
acid.>811.27.30.32 Keine der Ribose Analoga wird bisher in zugelassenen Therapeutika verwendet.

kannt. Die Prisenz von ONA and CeNA Modifikationen tragen zur Rekrutierung der RNase
H1 bei.?! Derzeit werden keine der zehn Zuckermodifikationen in kommerziellen Therapeutika

genutzt.

2.1.3 Modifikationen am Nukleotid Riickgrat

Modifikationen am Riickgrat der Oligonukleotidpolymere zwischen Phosphatgruppe und der
Zucker-Funktionalitét ergéinzen die Modifikationen des Nukleinsdureriickgrats, um die Reaktio-
nen mit Nukleasen weiter einzuschrianken. Sieben giangige Modifikationen sind in Abbildung 2.4
dargestellt. Die Phosphorodiamidat Funktion mit erweitertem Sechsring (phoshporodiamidate
morpholino (PMO)) 5113132 oder das Peptidriickgrat (peptide nucleic acid (PNA)) sind die
hiufigsten in der Literatur beschriebenen Riickgratmodifikationen.?3!3? Des Weiteren ergibt
sich auch die Verinderung der 5-C Position mit einer Methylgruppe (5-C-methyl with phos-
phate (5-PC))® oder eines Vinylphosphonates (5’-(E)-vinylphosphonate (5'-(E)-VP)).!1:27:30
Weitere Moglichkeiten ergeben sich durch das Ersetzen des Phosphodiesters mit einem Ether
(Formacetal (FA)), einem Methylene(methylimino) (MMI)) oder einem Amid (amide-linked
(AL)). 11,31,32

Wiéhrend die Modifikationen mit geringerer sterischer Auswirkung (5’-PC und 5-(E)-VP)
eher die Aktivierung des RISC begiinstigen,®!'3? werden PMOs und PNAs als sterische Blocker
genutzt.>34142 Die inter-nukleotidische Bindung des PMOs stabilisiert gegen viele bekann-

10



te Nukleasen,%*3 ohne Verluste in der Bindungsaffinitéit des mONs. Ahnliches gilt fiir PNA-
mONs.** Zusitzlich verhindert die neutrale Ladung des Riickgrats elektrostatische Bindung
von PMO-mONs an Proteine.*®> PMO-mONs werden daher schlechter ins Gewebe aufgenom-

men und in héheren Dosierungen eingesetzt. 63241

2.1.4 Modifikationen an der 2’-Position der Ribose

Modifikationen der 2’-Riboseposition wirken sich wie Ribose-Analoga (Kapitel 2.1.2) auf die
Konformationen der Ribose und somit Bindungsaffinitéit bzw. Proteininteraktionen aus.?' Durch
diese Modifikationen wird die Faltung des Zuckerrings gezielt verdndert, um die Wirkungsweise
der mON zu steuern. Ribose-Analoga mit C2’-endo bzw. C3’-exo-Konformationen begiinstigen
die Rekrutierung der RNase H1.?%4% Andererseits unterbinden C3’-endo-Konformationen, wie
sie in dsDNA und dsRNA vorherrschen die Rekrutierung der RNase H1, begiinstigen aber die
Aktvititit des RISC.3147 Generell gilt, dass elektronegative Substituenten in der 2’-Position zu
einer C3’-endo Konformation des Zuckers fithren und somit die Bindungsaffinitéit der mONs an
Zielsequenzen verbessern.*® Zusitzlich erhthen die 2’-Modifikationen die Nukleaseresistenz und
die Lipophilie und somit Aufnahme der mONs. 4920

Abbildungen 2.5 und 2.6 zeigen Nukleotidstrukturen mit verschiedenen 2’-Substituenten.
Die Anzahl der in Literatur vorgeschlagenen Zuckerrest-Modifikationen ist besonders gross (sie-
he auch Zusammenstellung in Wan and Seth3?). Drei hiufig genannte 2’-Modifikationen sind
2'-fluoro (2'-F),%581127:30-32 2 O_methyl (2’-OMe),+6-810:11.27:31 ynd 2°-O-methoxyethyl (2'-
MOE).#6:810,11.2731 AJle fijhren zu einer C3’-endo-Konformation der Ribose,*® welche dadurch
die Bindungsaffinitdt des mON an Zielsequenzen erhthen. Die 2’-OMe und 2-MOE Modifi-
kationen schiitzen vor Abbau durch Nukleasen,’' nicht aber die 2-F Modifikation.? Weitere
Modifikationen in 2’-Position und deren Abkiirzungen sind 2’-Azido,*! 2-O-Allyl, 3!, 2-O-[2-
(methylamino)-2-oxyethyl] (NMA),! 2-O-benzyl (2-O-B),*’ 2’-O-methyl-4-pyridine (2-OMe-
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Abbildung 2.4 Sieben bekannte Riickgratmodifikationen von mONs.?®  Unterstrichene
Abkiirzungen bezeichnen Modifikationen, welche in zugelassenen Therapeutika verwendet werden.
PMO: phosphorodiamidate morpholino oligo, PNA: peptide nucleic acid, 5-PC: 5'-C-methyl with
phosphate, 5'-(E)-VP: 5'-(E)-vinylphosphonate, FA: formacetal, MMI: methylene(methylimino) und
AL: amide-linked.2>:8:11,27,30,31
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Abbildung 2.5 Auswahl von 15 Modifikationen der 2'-Position der Ribose (ohne Angaben stereo-
chemischer Zentren; B steht fiir Base).28 Unterstrichene Abkiirzungen bezeichnen Modifikationen,
welche in zugelassenen Therapeutika verwendet werden. 2'-F: 2'-fluoro, 2'-OMe: 2'-O-methyl, 2'-
MOE: 2-O-methoxyethyl, 2'-Azido: 2'-azido, 2'-O-Allyl: 2'-O-allyl, NMA: 2'-O-2-(methylamino)-
2-oxyethyl, 2'0-B: 2'-O-benzyl, 2'-OMe-Py: 2'-O-methyl-4-pyridin, CE: 2’-cyanoethyl, EA: 2'-
aminoethyl, AEM: 2'-aminoethoxymethyl, APM: 2’-aminopropoxymethyl, AP: 2'-aminopropyl, GE:
2'-guanidinoethyl, DMAEOE: 2'-O-2-[(N,N dimethylamino)oxy]ethyl.2#?>811,26,:27,30,31

Py),3%32 2’_cyanoethyl (CE),?"3! 2-aminoethyl (EA),?"3! 2"-aminoethoxymethyl (AEM),?7 2’-
aminopropoxymethyl (APM),?" 2’-aminopropyl (AP), 1?7 2’-guanidinoethyl (GE) und 2’-O-2-
[2-(N, N )-dimethylamino)ethoxylethyl (DMAEOE). 127

Andere Modifikationen schrianken die konformationelle Flexibilitit des Zuckerrings durch
zusétzlich Ringbildung, meist mittels Substituenten der C2’ Position und des C4’-Kohlenstoffs,
ein (sog. constrained nucleic adics) und erhohen die chemische Stabilitdt der mONs. Beispie-
le sind in Abbildung 2.6 gezeigt und umfassen locked nucleic acid (LNA),>®22:31:32 oxetane-
LNA (0X),%73! ethylene-bridged nucleic acid (ENA),*>3? 2’ 4’-carbocyclic-LNA (CLNA),?7
2’ 4’-carbocycliccENA (CENA),273! 2'-deoxy-2’-N,4’-C-ethylene-LNA (AENA),?” constrained
bridged nucleic acid (cEt),*%3%32 2°- N-adamantylmethylcarbonyl-2’-amino-LNA (ADA)?" und
2'- N-pyren-1-ylmethyl-2’-amino-LNA (PYR).?"
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Abbildung 2.6 Neun Modifikationen an der 2'-Position, die zu sogenannten “constrained” bzw.
“locked” nucleic acids fiihren.?® LNA: locked nucleic acid, OX: oxetane-LNA, ENA: ethylene
bridged nucleic acid, CLNA: 2',4'-carbocyclic-locked nucleic acid, CENA: 2’,4'-carbocyclic-ENA-
locked nucleic acid, AENA: 2'-deoxy-2'-N,4’-C-ethylene-LNA, cEt: constrained bridged nucleic

acid, ADA: 2'-N-adamantylmethylcarbonyl-2’-amino LNA, PYR: 2'-N-pyren-1-ylmethyl-2'-amino-
LNA 2:45.8,11,26,27,30,31

2.1.5 Strukturelle Modifikation der Nukleobasen

Modifikationen der Nukleobasen sollen eine Immunabwehr gegen mONs verhindern und erhéhen
ihre Nukleaseresistenz.?’ Zudem begiinstigen modifizierter Nukleobasen die Duplex-Stabilitiit
ohne die Interaktionen nativer Basenpaare zu beeintrichtigen.?® Aktuell werden zwei Modi-
fikationen therapeutisch eingesetzt, 5-methyluridine (5-MU)%3%32:52 ynd 5-methylcytidine (5-
MC). 2:5:31,32,52

In Abbildung 2.7 sind weitere Modifikationen zusammengestellt. Modifikationen an Pyrimi-
dinen (Cytosin und Uracil) sind pseudouridine (pseudo),'*3 2-thiothymidine (2-thio-dt),®?3?
5’-fluoro-2-deoxyuridine (FdU),3? 2 4-difluorotoluylribonucleoside (rF),?° und C5-thiazole.?
Modifikation der Purine (Adenin und Guanin) sind N-ethylpiperidine 6’-triazole modified ade-
nine (NS-(EtPip-Trz)-A),*° 5-nitroindole (5-NI)3C Triazolylphenyl-thymine (5-Ph-Tzt),*? 6-
phenylpyrrolocytosine (PhpC),3Y 2,6-diaminopurine (DAP),*32 N-ethylpiperidine 7-EAA tria-
zole modified adenine (EAA-Trz-Pip-A),3" und N6-Methyladenosine (m°A).3" In der abasischen
Modifikation fehlt die Base vollstiandig.?3!
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Abbildung 2.7 15 Modifikationen, die an den Nukleobasen vorgenommen werden kdnnen.?® Un-
terstrichene Abkiirzungen bezeichnen Modifikationen, welche in zugelassenen Therapeutika verwen-
det werden. 5-MU: 5-methyluridine, 5-MC: 5-methylcytidine, pseudo: pseudouridine, 2-thio-dt: 2-
thiothymidine, FdU: 5-fluoro-2-deoxyuridine, rF: 2,4-difluorotoluylribonucleoside, C5-thiazole: C5-
thiazole, NO-(EtPip-Trz)-A: N-ethylpiperidine 6'-triazole modified adenine, 5-NI: 5-nitroindole, 5-Ph-
Tzt: 5-triazolylphenyl-thymine, PhpC: 6-phenylpyrrolocytosine, DAP: 2,6-diaminopurine, EAA-Trz-
Pip-A: N-ethylpiperidine 7'-EAA triazole modified adenine, mSA: N6-methyladenosine und abasic:
abasic RNA.258:11,30-32

2.2 Kombinationen chemischer Modifikationen in mON Kate-

gorien

Die Zusammensetzung von therapeutisch eingesetzten mONs ergibt sich in der medizinischen
Praxis aus dem Kontext des Therapieansatzes und dem Wirkmechanismus des Produktes.
Um spiter Konzepte fiir eine Umweltrisikoanalyse von mONs abzuleiten, diskutieren wir hier
zuerst typische Zusammensetzungen von mONs unabhdngig von deren medizinischer Anwen-
dung. Im Anschluss leiten wir aktuell fiir therapeutische Anwendungen gebrauchliche Kombi-

nationen von Modifikationen fiir jede Oligonukleotid-Kategorie ab, wie sie in Abbildung 2.8
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schematisch zusammengestellt sind. Wie sich die 63, in diesem Bericht und in der mON-
Datenbank?® erwihnten Modifikationen auf die fiinf mON-Kategorien verteilen kann in der
mON-Datenbank/Modifikationen abgerufen werden.

2.2.1 Gapmers

Gapmers sind zur Zielsequenz komplementiére, einzelstringige Oligonukleotide mit einer typi-
schen Linge von 20 Nukleotiden.” Insgesamt werden 14 verschiedenen chemische Modifikationen
im Zusammenhang mit Gapmers erwihnt. Gapmers weisen am Anfang und Ende der Sequenz
zweil bis fiinf modifizierte Nukleotide auf, die vor Nukleaseabbau schiitzen und das Binden an
gezielte mRNA vereinfachen. '9%24® Anderungen am Anfang und Ende der Sequenz umfassen
Modifikationen der 2’-Position der Ribose wie 2-MOE oder 2'-OMe (Abb. 2.5)31:%3:54 sowie
constrained nucleic acids (Abb. 2.6). Allerdings findet sich bei kommerziell eingesetzten The-
rapeutika nur die 2-MOE Modifikationen mit jeweils fiinf Einheiten am Anfang und Ende der
Sequenz.?® Des Weiteren wurde gezeigt, dass mindestens vier PS-Modifikationen an den Rand-
nukleotiden die Rekrutierung von RNase H iiber sterische Blockademechanismen begiinstigen. >

Die zentralen Nukleotide im namensgebenden “Gap” der Zielsequenz gelten filschlicherweise
als unmodifiziert. Diese weisen Phosphoester-Modifikationen PS auf. Laut Wan and Seth?3?
konnen auch Ribosemodifikationen tc-DNA und HNA (Abb. 2.3) und methylierte Nukleobasen
wie 5-MU und 5-MC im “Gap” eingesetzt werden. Diese Optionen manifestieren sich auch in
den zugelassenen Therapeutika. So finden sich in sieben der acht zugelassenen Gapmers fast
vollstéandig mit PS modifizierte Oligonukleotidriickgrate. Bei einem Oligonukleotid aus zwan-
zig Nukleotiden sind 11 bis 19 von ihnen mit PS modifiziert.?® Des Weiteren finden sich etwa
vier bis sechs Nukleobasenmodifikationen 5-MU bei vier der acht zugelassenen Therapeuti-
ka. Sechs von acht zugelassenen Gapmers weisen fiinf bis vierzehn 5-MC Modifikationen auf.
Andere Modifikationen innerhalb der “Gap”-Region werden nicht angewendet, da die meisten
Zucker-Modifikationen die RNase H-Aktivitit in der Nihe der Inkoorporationsstelle nicht un-

.. =44
terstiitzen. °°

2.2.2 Small interfering RNA

Small interfering RNA (siRNA) weist eine Lange von 20 bis 25 Nukleotiden auf und ist das einzi-
ge doppelstringige mON. Daher miissen im Vergleich zu einzelstrangigen mON-Kategorien weni-
ger Modifikationen angebracht werden, um beispielsweise die Stabilitéit zu gewiihrleisten. 3%°6:57
siRNA kann am guide (antisense) und am passenger (sense) Strang modifiziert werden. Da die
beiden Stréange unterschiedliche Aufgaben {ibernehmen, werden die beiden Stringe unabhéingig
voneinander modifiziert.! Eine typische Modifikationsstrategie ist das Minimieren der Modifi-
kationen am guide strand.?!

Die mON-Datenbank enthélt aktuell 13 verschiedene Modifikationen fiir siRNA. Durch Mo-
difikationen der 2’-Positionen der Ribose, nimmt diese eine C3’ Endo Konformation an, was
die Aktivitit des RISC begiinstigt.'"3! Deshalb sind 2’-OMe, 2’-MOE, 2°-F (Abb. 2.5) und

LNA (Abb. 2.6) gingige Modifikationen. Typischerweise werden 4 bis 12 2’-F- und 2-OMe-
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Abbildung 2.8 Kombination von chemischen Modifikationen fiir fiinf verschiedene mON-
Kategorien basierend auf Scheidat et al.?®. Buchstaben reprisentieren die Basen, die miteinander
iiber den Zuckereinheit (Kreise/Sechsecke) und dem Phosphodiester (Strich) verbunden sind. Mo-
difikationen am 2'-Zuckerrest (griin), Phosphodiester (blau), Nukleotid Riickgrat (grau) und an den
Basen (rote Buchstaben). Die Farben beziehen sich auf die Strukturelemente aus Abbildung 2.1.
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Substituenten eingesetzt.”®%%"? Bei fiinf von acht zugelassenen Therepeutika finden sich 2'-F
Modifikationen und bei sieben von acht die 2’-OMe Modifikationen. 2’-MOE und LNA werden
nicht eingesetzt.?® Als Nukleaseschutz erfolgen PS-Modifikationen in #hnlichem Ausmass,3!
weshalb bei fiinf von acht zugelassenen siRNA-Therapeutika die PS-Modifikation aufzufinden
ist. Die PS-Modifikation wird dabei sechsmal eingesetzt. Am 3’-Ende jedes Strangs befinden sich
zwei iiberhingende phosphorylierte Basen.”® Basenmodifikationen 5-MU und 5-MC (Abb. 2.7)
erhdhen die Bindungsaffinitdt des guide Strangs. Allerdings verwendet keines der zugelassenen
Medikamente diese Modifikation. Weil siRNA einen hydrophilen Charakter aufweisen, werden
GalNAc-Modifikationen eingesetzt, um die zellulire Aufnahme zu begiinstigen. '%*° Solche Mo-
difikation zur verbesserten Aufnahme der mONs in Zellen (sogenannte “delivery”) werden in
Kapitel 2.3 eingefiihrt. Der GalNAc-Ligand wird kommerziell nur bei der siRNA eingesetzt.

Fiinf der acht zugelassenen Therapeutika sind mit dem Liganden ausgestattet.

2.2.3 Micro RNA

Die Micro RNA (miRNA) gilt als die neueste mON-Kategorie. Sie ist aktuell (Stand Juni 2025)
noch nicht fiir therapeutische Anwendungen zugelassen. Anti-miRNA-Oligonukleotide (AMOs)
werden so entworfen, dass sie perfekt mit der Ziel-miRNA iibereinstimmen, weshalb Bindungsei-
genschaften mit Zielsequenzen entscheidend sind. %% Die meisten der insgesamt 7 Modifikatio-
nen, die in miRNA-Studien untersucht wurden, betreffen Modifikationen an der 2’-Position der
Ribose. Beispiele sind 2-OMe, 2’-MOE, 2’-F und LNA (Abb. 2.6 und 2.5). Alle erhhen die Bin-
dungsaffinitit und Nukleaseresistenz der AMOs.?"6! Hinzu kommen Riickgratmodifikationen

(PMO, PNA, Abb. 2.4) und solche des Phosphodiesters (PS, Abb. 2.2).31,60

2.2.4 Splice-Switching Oligonucleotides

Splice-switching oligonucleotides (SSOs) haben eine typische Lénge von 20 bis 30 Nukleoti-
den.%? Der giingige Ansatz besteht in der Stabilisierung des Phosphodiester-Riickgrats durch
PS-Modifikationen. Da diese, wie in den Abschnitten 2.2.1 und 2.2.2 beschrieben, auch zur
Rekrutierung von RNase H1 fiihren, ist es erforderlich, SSOs an allen 2’-Positionen der Ri-
bose zusitzlich zu modifizieren.? Hiufig verwendete Modifikationen sind LNAs, 2’-OMe so-
wie 2'-MOE.?! Eine alternative Strategie ist die vollstindige Substitution des Oligonukleotid-
Riickgrats durch PMOs oder PNAs, wodurch die Rekrutierung der RNase H1 oder des RISC

verhindert wird. 19

Die beiden Strategien fiir Modifikation werden in den zugelassenen SSO-basierten Thera-
peutika angewandt. Bisher stehen sechs SSOs zur Verfiigung, von denen zwei an jedem Phos-
phodiester eine PS-Modifikation und eine 2’-MOE Modifikation aufweisen. Vier Therapeutika
weisen ein komplett modifiziertes PMO-Riickgrat auf. Des Weiteren kénnen auch die methylier-
ten Basen 5-MC und 5-MU angebracht werden. In der Regel werden etwa fiinf bis sieben 5-MC

und zwei 5-MU Modifikationen in zugelassenen SSOs verwendet.?®
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2.2.5 Aptamers

Auch an Aptameren werden verschiedene Modifikationen angebracht. Sie umfassen PS, 2’-F
und 2’-OMe-Modifikationen.%® Unmodifizierte Aptamere weisen an sich eine hohe Resistenz
gegeniiber dem Abbau durch Nukleasen auf, was auf Bildung dreidimensionaler Strukturen
zuriickzufiihren ist.®* Zur Zeit ist nur ein Aptamer im klinischen Kontext zugelassen. Er weist
2’-F und 2’-MOE Modifikationen auf.

2.3 Carriersysteme fiir die Verabreichung von mONs

Sogenannt unformulierte bzw. nackte Oligonukleotide gelten als nicht stabil und weisen geringe
Halbwertszeiten auf.! Trotz chemischer Modifikationen von mONs (z.B. am Phoshopdiester),
welche die mONs stabilisieren, werden mONSs in ca. 50% der zugelassenen Therapeutika mit-
tels Carriersystemen verabreicht.?® Neben der mON Stabilisierung, dienen die Carriersysteme
dazu, die Aufnahme bzw. den Transport der mONs in Gewebe der Zielorgane zu verbessern.
Grundsétzlich werden zwei chemische Strategien fiir Carriersysteme verfolgt: (i) die Konjugati-
on der mON am Anfang bzw. Ende des Nukleotidstrangs, (ii) Einbringen des mON in Vesikeln
wie Lipid-Nanopartikel und Liposomen oder in Polymer-basierte Nanopartikel.®' Eine sche-

matische Darstellung dieser Strategien ist in Abbildung 2.9 aus Roberts et al.® zu finden.

2.3.1 Konjugate

Unter den verschiedenen moglichen mON-Konjugaten wird der Zucker N-Acetylgalactosamine
(GalNAc) am hiufigsten in zugelassenen Therapeutika verwendet.?%% Es wurde gezeigt, dass
das am 3’-Ende angebrachtes GalNAc die Aufnahmewahrscheinlichkeit Oligonukleotid-basierter
Pharmaka verbessert. GalNAc bindet an den Asialoglykoprotein-Rezeptor 1 (ASGR1, ASPGR),
der v.a. in Leberzellen exprimiert wird. Im Anschluss wird das mON internalisiert. Durch die
Senkung des pHs im Inneren des Endosoms wird das Konjugat abgespalten und das mON
durch noch nicht bekannte Prozesse aufgenommen. 2556 Weitere Konjugate umfassen Lipide wie

Cholesterin, zellpenetrierende Peptide undAntikorper.

2.3.2 mON Verabreichung mit Vesikeln

Bei der Verabreichung von mONs in Vesikeln bzw. Polymer- oder Liposom-basierten Nanopar-
tikel (LNPs) schiitzen vesikulire Membranen mONs vor Nukleasen.%1%:05:6869 Die Oberfliichen
von Vesikeln sind geladen und mit Polymeren wie z.B. Polyethylenglycol (PEG) modifiziert.
Die Ladungen, welche die Fusion der Vesikel mit Zellmembranen begiinstigen, entstehen durch
ionisierbare und kationische Lipide. Die Grosse der LNPs kann eine wichtige Rolle fiir die Aus-
scheidung von mONs spielen, da diese vom Menschen grossenabhéngig ausgeschieden werden.
Exosome weisen im Vergleich zu Lipid-Nanopartikeln eine verdnderte Membranzusammenset-

zung auf. Sie sind aktuell (Stand Juni 2025) noch nicht mit mONs eingesetzt worden.
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Abbildung 2.9 Schematische Darstellung von Beispielen fiir Verabreichungsformen von mONs als
siRNA. Konjugation mit (a) Antikorpern, (b) Nanopartikel, (c) partikuldre Lipide (mit/ohne Poly-
mere), (d) Konjugaten wie N-Acetylgalactosamine (GalNAc). Ausschnitt aus Figur 2 von Johannes
and Lucchino®’. (CC-BY-NC 4.0)

2.4 Analyse der zugelassenen Therapeutika

Information iiber die zugelassenen Therapeutika sind fiir diesen Bericht in der mON-Datenbank ?®
zusammengestellt worden. Eine Beschreibung des Aufbaus dieser Datenbank ist in Anhang A.1
zu finden. Die mON-Datenbank umfasst 28 Pharmaka mit Produktnamen und der Bezeichnung
des aktiven Inhaltsstoffes. Seit 1998 wurden 20 mON-Pharmaka durch die US-amerikanische
Arzneimittelbehérde FDA zugelassen, 13 davon auch durch die europidische EMA und somit
auch fiir die Schweiz. 6 weitere Produkte befinden sich gegenwirtig im Zulassungsverfahren.
Einzig dem Aptamer Macugen wurde 2004 die Zulassung von der FDA und EMA verweigert.
15 verschiedenen Firmen sind an der Entwicklung zugelassener Pharmaka beteiligt, wobei die
Unternehmen Ionis Pharmaceuticals und Alnylam Therapeutics an mindestens vier Produkten

beteiligt sind.
Die 20 FDA-zugelassenen Pharmaka sind den jeweiligen mON-Kategorien in Tabelle 2.1

zugeteilt. Bisher wurden kein Produkt auf der Grundlage von miRNA zugelassen, noch gibt
es ein entsprechendes Zulassungsverfahren. Gapmers und siRNA machen ca. zwei Drittel der
zugelassenen Produkte aus. Zugelassene mONs bestehen aus 13 bis maximal 58 Nukleotiden,
wobei langere Nukleotidsequenzen mit einer Ausnahme in die siRNA Kategorie fallen. Sie be-
stehen hilftig aus RNA und DNA. Insgesamt werden lediglich 7 strukturelle Modifikationen in
zugelassenen Therapeutika eingesetzt: PS in der Phosphodiester-Einheit, PMO im Riickgrat,
2’-F, 2’-OMe, 2’-MOE in der 2’-Position der Ribose, sowie 5-MC und 5-MU in der Nukelobase-
Einheit. Ribose Analoga (Abb. 2.3) wurden bisher nicht verwendet.
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Tabelle 2.1 Zusammensetzung der zugelassenen mON-Therapeutika nach mON Kategorie, Art
und Anzahl (n) der strukturelle Modifikationen. Letztere beziehen sich auf Strukturelemente gemass
Abbildung 2.1 und Verabreichungsform (Delivery, Abb. 2.9).2

Kategorie n Phospho- Ribose Riickgrat 2’-Position Base Delivery

diester Analoga Ribose
Gapmer 8 PS 2’-MOE 5-MC GalNAc
5-MU

siRNA 6 PS 2-F GalNAc
2’-OMe LNP

miRNA 0

SSO 5 PS PMO 2’-MOE 5-MU

Aptamers 1 PS 2’-F 5-MC LNP
2’-OMe PEG

Verwendete vs. theoretisch mégliche Modifikationen

in Praxis 2 0 1 3 2 3

TheorieP 7 10 7 24 15 -¢

& Strukturen und deren Abkiirzungen sind in Abb. 2.2 bis 2.7 ersichtlich.
b Minimum an méglichen Modifikationen gemiss Zusammenstellung in mON-Datenbank. >
¢ Eine Abschétzung der theoretisch moglichen Verabreichungsformen wird in dieser Arbeit nicht

vorgenommen. Sieben Variationen von Verabreichungsformen sind in Abb. 2.9 gezeigt.

2.4.1 Strukturelle Modifikationen in Pharmaka

Die PS Modifikation des Phosphodiesters finden sich in 13 der 21 Medikamente. Die minima-
le Anzahl PS Modifikationen betréagt 4 bis 6 Modifikationen pro mON wobei bei 7 Pharmaka
samtliche Phosphodiester-Gruppen mit PS modifiziert sind. Die PS-Modifikationen kommen
vorwiegend bei Gapmers, siRNAs und SSOs zum Einsatz. Die PMO-Modifikation am mON
Riickgrat wird in vier Pharmaka eingesetzt, bei denen es sich ausschliesslich um SSOs handelt.
Die PMO-Modifikation erstreckt sich dabei iiber das gesamte Riickgrat. Die drei Modifikationen
an der 2’-Position der Ribose verteilen sich wie folgt auf die mON Kategorien: 2’-F wird fast
ausschliesslich bei siRNAs verwendet und stets in Kombination mit 2’-OMe. Typischerweise
kommen 9 bis 21 Modifikationen pro mON vor und diese betreffen den guide (sense) strand
haufiger als den passenger (antisense) strand der siRNA. In sieben Pharmaka wird 2’-OMe ein-
gesetzt; sechs davon in Kombination mit 2’-F (siRNA), ein weiteres bei einem Aptamer. Die
2’-MOE Modifikation wird in Gapmers und SSOs eingesetzt. Dabei fillt bei Gapmers auf, dass
2’-MOE an je fiinf der modifizierten Nukleotide an beiden Enden der rund 20 Nukleotide langen
Sequenz vorkommt. Modifikation mit Nukleobasen beschrinken sich auf 5-MC und 5-MU wobei

diese vorwiegend in Gapmers und SSOs genutzt werden. Sie werden mit 4 bis 14 Modifikatio-
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nen pro mON eingesetzt. Fiir eine tiefergehende Evaluation der kombinierten Verwendung von
sturkturellen Modifikationen sei auf die mON-Datenbank (Anhang A.2) verwiesen.

Um die Verabreichung von mONSs zu verbessern, setzen nur 9 der 21 Pharmaka auf Konjugate
(7 GalNAc), Vesikel (2 LNP bzw. PEG Nanopartikel) und eines auf ein Lipid (Palmitoyl lipid).
Die Mehrheit der mON wird also gegenwértig in nackter Form verwendet. Diese Priferenzen
konnen in Beziehung mit der klinischen Anwendung stehen. Mit einer Ausnahme, dienen mONss,
die in Form von Konjugaten oder in Vesikeln verabreicht werden, der Behandlung der Leber
und werden subkutan (Haut) oder intravends (Blutbahn) verabreicht. Daneben werden nackte
mON Therapeutika vitreal oder intrathekal zur Behandlung von Auge, Skelettmuskulatur, oder

des zentralen Nervensystems eingesetzt.

2.4.2 Theoretisch mogliche Modifikationen

Aus Tabelle 2.1 geht auch hervor, dass den 7 derzeit verwendeten chemischen Modifikationen
mindestens 57 weitere gegeniiberstehen, die in keinem der derzeit zugelassenen mON Therapeu-
tika verwendet werden. Theoretisch mogliche Modifikationen betreffen alle fiinf Strukturelemen-
te. Besonders zahlreich sind Optionen fiir die Modifikation an der 2’-Position der Ribose und
die Verwendung von Ribose-Analoga. Diese Zahlen legen nahe, dass prinzipiell eine wesentlich
grossere strukturelle Diversitdt von mONs moglich ist und die aktuell zugelassen Pharmaka
hochstens 11% der chemisch moglichen Varianten ausschopfen. Welche Teile der strukturelle
Varianten in zukiinftigen Pharmaka zum Einsatz kommen ist u.a. eine Frage ihrer therapeu-
tischen Wirksamkeit versus toxischer Nebenwirkungen, die in diesem Bericht nicht behandelt

werden kann.
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Kapitel 3

Konzepte fiir die

Umweltrisikoanalyse

Die Analyse der chemischen Zusammensetzung und Struktur von mONs sowie ihrer Verabrei-
chungsformen bildet die Grundlage fiir das Ableiten von Konzepten fiir die Umweltrisikoanalyse.
Die medizinischen Wirkmechanismen von mONs, wie in Kapitel 1.3 beschrieben, spielen in die-
ser Risikoabschétzung eine untergeordnete Rolle. In diesem Kapitel beschreiben wir, welche
Ansétze fiir eine Abschéitzung der Emissionen, der Exposition in der aquatischen Umwelt und
den Effekten von mONs auf Nicht-Zielorganismen relevant sind (Kapitel 3.1). Die aktuelle Weg-
leitung “Gentherapie GVO Umweltdaten” von Swissmedic "’ gibt in deren Anhang 5 fiir den
Fall von “nicht auszuschliessenden” Emissionen von mONs in die Umwelt vor, Informationen
zu “Wechselwirkungen zwischen dem Versuchspriaparat und der Umwelt” vorzulegen. Diese um-
fassen u.a. die “Verbreitung von mONSs in der Umwelt” und den “erwarteten Mechanismus und
Resultat der Interaktion mit Wirtsorganismen”, was eine Abschétzungen von Exposition und

Effekten von mONs in der Umwelt impliziert.

Es ist aktuell unklar, wie die Eigenschaften von mONs zu beschreiben sind, so dass ihr Um-
weltverhalten und die biologischen Effekte addquat charakterisiert sind. Bisher wurden keine
entsprechenden Untersuchungen mit mON f{iber die relevanten Prozesse in der Umwelt durch-
gefithrt. Weil solch grundlegenden Prozesskenntnisse, mit deren Hilfe Exposition und Effekte
von Risikoanalysen von mONs abgeschitzt werden kénnten, nicht vorliegen, leiten wir in Ka-
pitel 3.2 ein Vorgehen ab, um in diesem Bericht mit fehlenden Untersuchungen und Daten
umzugehen. Schliesslich legen wir den Umfang fest, in welchem wir Daten iiber chemische und
strukturelle Modifikationen von mONs aus Kapitel 2 verwenden, um die relevanten Prozesse fiir

Expositionsabschétzungen und Effektbeurteilungen in diesem Bericht zu beschreiben.
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3.1 Ansitze und Annahmen fiir die Umweltrisikoanalyse

3.1.1 Beurteilung aus Sicht von Chemikalien- vs. Biosicherheit

Umweltrisikoanalysen von mONs stehen vor einer grundlegenden, konzeptionellen Herausfor-
derung. Einerseits sind mONs anthropogene Chemikalien, welche aufgrund von Exposition und
(Oko)Toxizitit unerwiinschte Wirkungen auf Mensch und Umwelt haben kénnen.”! Anderer-
seits stellen mONs genetisches und genetisch aktives Material dar, das neben der beabsichtig-
ten Steuerung der Genexpression im Menschen auch in weitere biologische Prozesse eingreifen
kann. Was fiir die Umweltrisikoanalyse eine Herausforderung darstellt, wird fiir die Entwick-
lung von Gentherapien als Vorteil gesehen. Die pharmakologische Wirkung, d.h. das Modu-
lieren der Genexpression durch die Nukleotidsequenz der mON, kann damit unabhéngig von
dianophoren Eigenschaften, die fiir das “Verhalten” der Wirkstoffe im Korper ausschlaggebend
sind, betrachtet werden.® Letzteres wird als “ADME”-Eigenschaft, als Akronym fiir absorption,
distribution, metabolism, and excretion, beschrieben. Dieses Zusammenspiel von genetisch ko-
dierter Wirkung und ADME unterscheidet mONs also sogenannte “informational drugs” von
herkémmlichen Pharmaka. Die konzeptionelle Trennung von pharmakologischer Wirkung und
ADME-Eigenschaften scheint sich aber fiir die Entwicklung und Anwendung von therapeu-
tischen mONs nicht durchgesetzt zu haben. Stattdessen werden Attribute der mONs als se-

t7273 und verschiedentlich als “sequence vs.

quenzabhingig bzw. sequenzunabhingig eingeteil
chemistry-dependent” bezeichnet.® Weil natiirliche Nukleotide und ihre Sequenzen a priori kei-
ne biologisch nachteiligen Effekte haben, impliziert die Sequenzunabhéngigkeit einen direkten
(kausalen) Zusammenhang zwischen der chemischen Modifikation des Oligonukleotids mit dem
beobachteten Verhalten bzw. toxischen Effekt. Wihrend ADME-Eigenschaften als weitgehend
sequenzunabhéngig gelten, kommt die pharmakologische Wirkung, insbesondere aber auch to-
xische Nebeneffekte, aufgrund von sequenzabhingigen und -unabhéngigen Effekten zustande.

Diese Unterscheidung mittels Sequenz(un)abhingigkeit bietet sich deshalb auch fiir Um-
weltrisikoanalysen an. Sie erméglicht, sowohl die Prozesse, welche Transport und Transfor-
mationen von mONs in der Umwelt und somit deren Exposition bestimmen, als auch die
(6ko)toxikologischen Effekte von mONs auf Nicht-Zielorganismen systematisch zu untersuchen.
Tabelle 3.1 fasst die relevanten Prozesse zusammen, die in Kapiteln 5 und 6 fiir mON-Kategorien
spezifisch evaluiert werden. Fiir die Beurteilung der Exposition der Umwelt durch mONs sind
dies die Adsorption der mONs an organische und mineralische Bestandteile der Umweltmatrix,
abiotische Abbaureaktionen (Hydrolyse, Oxidation) in natiirlichen Systemen und (Ab)Wasser-
behandlungsanlagen (Chemische Oxidation, in der Schweiz weitgehend mit Ozon als Oxidations-
und Desinfektionsmittel) sowie enzymatische Abbaureaktionen. Diese Prozesse kénnen niher-
ungsweise als sequenzunabhingig angenommen werden.”* Damit wird der Umstand ausgeklam-
mert, dass Nukleotidsequenzen bzw. auch die Positionierung von Modifikationen innerhalb der
mONs die rdumliche Struktur von natiirlichen und modifizierten Oligonukleotiden bestimmen.
Allerdings existieren solche Information fiir mONs (noch) nicht.

Andererseits konnen mONs sowohl sequenzabhéngig als auch sequenzunabhingig biologi-

sche Wirkungen hervorrufen. Daher miissen beide Moglichkeiten entsprechend in der Umwelt-
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Tabelle 3.1 Einteilung von Prozessen fiir die Abschdtzung von Exposition und Effekten von mONs
nach Sequenzunabhingigkeit und -abhingigkeit und links zu Kapitel der Umweltrisikoanalyse.

Exposition Abschnitt Effekte Abschnitt
Sorption 5.1 Direkte (Geno)Toxizitét 6.1
Abiotischer Abbau 5.2 (Geno) Toxizitt 6.2.1
Chemische Oxidation 5.3 Toxischen Nebenwirkungen 6.2.2
Enzymatischer Abbau 5.4 Off- /non-target Effekte bei Nichtziel- 6.2.3
organismen
Aufnahme 5.5 Effekte auf Nichtzielorganismen mit 6.2.4
komplementéren Zielstrukturen
Gentransfer 6.2.5

risikoanalyse beriicksichtigt werden. Die Aufnahme von mONs ist eine Voraussetzung fiir deren
Effekte und wird hier der Beschreibung von Effekten zugeteilt. Dieser Prozess ist ebenso se-
quenzunabhéngig wie die direkte Toxizitdt von mONs. Letztere werden durch die beobachteten
toxischen Nebenwirkungen von chemischen Modifikationen in Therapien impliziert. Sequenz-
abhingige Effekte von mONs in der Umwelt umfassen toxische Effekte auf Nicht-Zielorganismen
(sog. non-target effects), genotoxische und mutagene Wirkungen, und die Moglichkeit einer In-
korporation ins Erbgut und Verbreitung durch Vererbung und Gentransfer. Je nach genomischer
Datenlage konnten einzelne sequenzabhéngige Phéanomene mithilfe bioinformatischer Methoden

fiir eine probabilistische Charakterisierung von Effekten abgeschitzt werden.

3.1.2 Rolle der Verabreichungsformen

Die Verabreichungsformen von mONs fiir drug delivery umfassen neben den nackten mONs
sowohl Konjugate als auch Carriersysteme mit Nanopartikel (LNPs, Polymere) und extrazel-
luldrer Vesikel (Kapitel 2.3). Eine Emission von Therapeutika wiirde folglich dazu fiihren, dass
mONs in der Umwelt in verschiedenen Formen entsprechend der eingesetzten Verabreichung
vorkommen kénnen. Damit muss die Exposition von mONs in der Umweltrisikoanalyse fiir je-
de Verabreichungsform separat betrachtet werden. Einerseits unterscheiden sich nackte mONs,
deren Konjugate und Carriersysteme systematisch beziiglich ihrer physikalisch-chemischen Ei-
genschaften, was wiederum ihren Transport und ihre Aufnahme in Organismen beeinflusst.
Andererseits muss fiir eine Abschitzung von Abbaureaktionen bzw. Effekten die Elimination
des Konjugatteils eines mONs bzw. die Freisetzung des mONs aus dem Carrier als weiterer
Prozess charakterisiert werden. Fiir Umweltrisikoanalysen implizieren verschiedene Verabrei-
chungsformen daher eine Zunahme der zu beurteilenden Reaktionen und Prozesse.

Im vorliegenden Bericht wird darauf verzichtet, die Konsequenzen der Verabreichungsfor-
men fiir Exposition und Effekte explizit zu betrachten und die Komplexitéit bzw. Unsicherheit
der Prozessbeurteilung weiter zu erhéhen. Erstens sind viele der erwidhnten Prozesse, die das

Verhalten von Konjugaten und Carriersysteme sowie die Freisetzung von mON daraus, ebenso

25



wie das Verhalten von nackten mONs, nicht bekannt. Zweitens ist die Mehrheit der nicht nackt
verabreichten, zugelassenen Therapeutika mit dem GalNAC-Konjugat versehen. Dieses Konju-
gat wird im menschlichen Korper effizient vom mON abgespalten.® Eine Fokussierung auf die
Beurteilung des Umweltverhaltens und der Wirkung nackter mONs ist damit wahrscheinlich fiir

den Moment fiir zugelassene mON-Therapeutika am zweckdienlichsten.

3.2 Vorgehen fiir Beschreibung von Emission, Exposition und
Effekten

3.2.1 Getrennte Betrachtung von Exposition und Effekten

Beispiele fiir Umweltrisikoanalysen von mON-Therapeutika auf Grundlage der in Tabelle 3.1
aufgezéhlten Prozesse existieren derzeit nicht. Hinweise fiir ein Vorgehen fiir Umweltrisikoana-
lysen konnen aber aus Arbeiten iiber medizinische und landwirtschaftlichen Anwendungen von
mONs abgeleitet werden.?3?7 Diese Studien bestitigen, dass Prozesse, welche die Persistenz
von mONs und deren biologische Effekte bestimmen, separat auf Sequenz(un)abhingigkeiten
untersucht und beurteilt werden konnen. Die Arbeiten weisen zudem darauf hin, dass chemische
Modifikationen sowohl individuell als auch in Kombination Verhalten und Wirkung von mONs
beeinflussen kénnen.

So untersuchten Howard et al.??, wie die Wirksamkeit von siRNA in der Schidlingsbe-
kimpfung durch chemische Modifikationen verbessert werden kann. Die Autoren zeigen bei-
spielsweise, dass Modifikationen an verschiedenen mON-Strukturelementen (siehe Abb. 2.1), am
Phosphodiester und der 2’-Position der Ribose, die Persistenz von siRNA gegeniiber unmodifi-
zierter siRNA in gleichem Ausmass erhoht. Experimente mit modifizierter und unmodifizierter
siRNA, welche aber nicht fiir die RNA der Zielorganismen codierte, fiihrte zu keiner Zunahme
der Mortalitdt. Daraus wurde geschlossen, dass die beabsichtigte Toxizitat sequenzabhéngig ist
und chemischen Modifikationen alleine keine toxische Wirkung verursachen. Nach demselben
Ansatz haben Bramsen et al.?” mit 21 Modifikationen mehr als 2’100 siRNA Varianten synthe-
tisiert. In Zellassays konnte damit separat auf die Konsequenzen der Modifikationen und deren
Kombination fiir Aktivitat, Stabilitéit oder Toxizitéit der siRNA Varianten geschlossen werden.

Aus diesen Studien ldsst sich folgern, dass auch in Umweltrisikoanalysen von mONs die Kon-
sequenzen von chemischen Modifikationen und Nukleotidsequenzen auf Exposition und Effekte
isoliert und im Vergleich mit unmodifizierten ONs evaluiert werden kénnen. Weil auch Kombi-
nationen von chemischen Modifikationen die Eigenschaften und Wirkung von mONs bestimmen,
sind Evaluationen einzelner Modifikationen lediglich als Approximationen an das effektive Ver-

halten zu betrachten.

3.2.2 Vorgehen unter Beriicksichtigung limitierter Information

Fiir eine Analyse der in Tabelle 3.1 aufgefiihrten Prozesse zur Beurteilung von Exposition und

Effekten von mONs leiten wir folgendes Vorgehen ab.
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(i) Die relevanten Prozesse von Tabelle 3.1 sollen isoliert analysiert werden unter Berticksich-

tigung von Sequenzabhéngig und -unabhingigkeit.

(ii) Weil Informationen zu den Prozessen in Tabelle 3.1 fir mONs vielfach fehlen, miissen
Erkenntnisse von unmodifizierten, d.h. natiirlichen Nukleotiden, sofern vorhanden, als Re-
ferenz herangezogen werden. Auf dieser Grundlage wird abgeleitet, welche Auswirkungen

die verschiedenen chemischen Modifikationen auf die Prozesse haben (kénnen).

(iii) Ohne spezifische Untersuchungen und Daten ist die Unterscheidung der 5 mON Kategori-
en bzw. der Wirkmechanismen (Kapitel 1.3) von mONs in der Umweltrisikoanalyse nicht
sinnvoll. Stattdessen werden lediglich ASOs (einzelstrédngige ON) und siRNA (doppel-
stringiges ON) unterschieden. Die typischen Sequenzlingen der hier diskutierten mONs
betragt 20-50 Nukleotide.

(iv) Ein Analyse der relevanten Prozesse fiir die iiber 60 moglichen, chemischen Modifikatio-
nen ist wissenschaftlich nicht durchfithrbar, da deren Auswirkungen auf Nukleasestablitét,
Bindungsaffinitit der ON-Sequenzen und Toxizitédt selbst im medizinischen Kontext nicht
vollstdndig bekannt sind (und daher schon gar nicht dariiber hinaus). Stattdessen kon-
zentrieren wir uns auf die Interpretation der 7 aktuell in zugelassenen Therapeutika ein-
gesetzten Modifikationen. Diese beinhalten Modifikationen des Phosphodiesters (PS), des
Nukleotidriickgrats (PMO), der 2’-Position der Ribose (2-F, 2’-MOE, 2’-OMe) und der
Base (5-MC, 5-MU, siehe Tabelle 2.1). Kombinationen chemischer Modifikationen werden
nicht beriicksichtigt.

(v) Weil Spitalabwisser (und kommunale Abwésser) der wahrscheinlichste Eintragspfad fiir
mONs aus therapeutischen Anwendungen in die Umwelt darstellt, werden o.g. Prozesse,

wenn notig, im Kontext von Abwasserreinigungsanlagen diskutiert.

(vi) Wissensliicken, die sich bei der Analyse der relevanten Prozesse aus Punkt (iv) zeigen,

werden separat in Kapitel 7 diskutiert.

3.2.3 Emissionen

Die Abschéitzung von mON Emissionen beschriankt sich auf zugelassene mON Therapeutika.
Diese Betrachtung folgt deshalb ebenfalls Punkt (iv) der Vorgehensweise fiir die Prozessbeur-
teilung fiir Exposition und Effekten. Wie im folgenden Kapitel 4 ausgefiithrt, ermoglichen die
verfiigharen Informationen zu ADME-Eigenschaften qualitative Betrachtung von Emissionssze-

narien fiir mON mit 7 benannten Modifikationen aus Tabelle 2.1.
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Kapitel 4

Emissionen

4.1 Geltungsbereich

Fiir eine Abschétzung moglicher Emissionen von mONs in die Umwelt betrachten wir den the-
rapeutischen Einsatz von Praparaten in Kliniken und Spitélern. Dabei gehen wir von Szenario
B2 von Swissmedic ™" aus, in welchem mON Therapeutika von PatientInnen ausgeschieden und
iiber die Kanalisation in Kldranalgen gelangen kénnen. Auf Emissionen aus der chemischen oder
biotechnologischen Produktion von mONs im Normal- oder Storfall sowie aus einer allfilligen
Entsorgung nicht eingesetzter Praparate werden hier nicht eingehen. Es sei hier darauf hinge-
wiesen, dass aktuelle Produktionsverfahren mit Ausbeuten von < 50% und Produktreinheiten
von < 90% operieren,3” was zukiinftige Untersuchungen von mON Emissionen aus Produkti-
onsprozessen rechtfertigen wiirde.

Modifizierte Oligonukleotide kénnen im Rahmen pharmakokinetischer Studien (ADME)
qualitativ hinsichtlich ihrer renalen und fikalen Exkretion beurteilt werden. Die verfiigbaren An-
gaben aus Zulassungsdossiers von FDA, EMA und Swissmedic fiir zugelassene Therapeutika sind
in der mON-Datenbank zusammengetragen.?® Sie umfassen Zielorgane (wie Auge, Darm, Le-
ber, Niere, Skelettmuskel und ZNS), Behandlungsdosen (in mg bei einer 70 kg schweren Person)
mittels Aktivsubstanz, Applikationsintervalle, mON Halbwertszeiten im Organismus und pro-
zentuale Exkretionsmengen. Alle Angaben zur Ausscheidung von mONs beziehen sich auf intak-
te, ganzkettige mONs. Zu Transformationsprodukten, inklusive moglicher Sekundédrmetabolite,

liegen keine Angaben vor.

4.2 Analyse von Angaben zu Exkretionsmengen und -anteilen

Eine erste Unterscheidung fiir Emissionsabschéitzungen kann aufgrund der zu behandelnden
Organe gemacht werden. Vitreale Applikation von mONs im Auge erfolgen in geringeren Men-
gen als die aller anderen Therapien. Da das Auge weitgehend vom systemischen Blutkreislauf
isoliert ist, sind Exkretionen zudem geringer als bei subkutanen, intraventsen und intratheka-
len Injektionsrouten. Fiir die Emissionsabschétzung ergibt sich, dass die Emission von vitreal

verabreichten mONs aus diesen Griinden als gering einzustufen ist.
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Fiir andere Applikationswege fasst Tabelle 4.1 die fiir eine Umweltrisikoanalyse relevanten
Exkretionsdaten aus ADME-Eigenschaften nach mON-Kategorien unter Beriicksichtigung der
eingesetzten chemischen Modifikationen und deren Anzahl zusammen. Bei mindestens drei Phar-
maka pro mON Kategorie geben wir Standardabweichungen der Anzahl Modifikationen an, um
deren Variabilitat aufzuzeigen. Da keine miRNA Therapeutika zugelassen sind, sind auch keine
Angaben zu deren Exkretion verfiighar. Ausser zu Aptameren sind fiir alle mON-Kategorien
prozentuale Exkretionsangaben in den Zulasungsdossiers vorhanden. Der Anteil ausgeschiede-
ner Gapmers und siRNA belduft sich auf maximal 27%, wobei hier Minima und Maxima aus
den Zulassungdossiers aufgefiihrt werden. Auffallend ist die grosse Variabilitdt von Exkretions-
anteilen fiir die 5 zugelassenen SSOs. Diese sind in Tabelle 4.1 nach SSOs mit PS und PMO
Modifikationen aufgeteilt. Wihrend der Anteil der Exkretion von SSO mit PS Modifikationen
sehr gering (0.5%, Nusinersen) ist, kann es bei SSOs mit der Riickgratmodifikation PMO zu
fast vollsténdiger Ausscheidung kommen(< 99%, zB Viltolarsen).

Die Angaben fiir SSOs zeigen, dass die Anzahl der Modifikationen pro Strukturelement nicht
entscheidend sein muss fiir das Ausmass der anteilsméissigen Exkretion. Stattdessen scheint die
Art bzw. die Struktur der Modifikation eine wichtigere Rolle zu spielen. Sowohl PS als auch PMO
Modifikationen kommen in hoher Zahl in SSOs vor, die Exkretion ist bei PMO-modifizierten
SSOs deutlich hoher. Eine vergleichbare Tendenz ist auch beim Vergleich von Gapmers und siR-
NA sichtbar. Wahrend Gapmers vier Modifikationen an Phosphodiester, 2’-Position der Ribose
und Nukleobase aufweisen, sind es nur drei Modifikationen in siRNA. Trotzdem ist sowohl das
Maximum als auch der Gesamtbereich der Exkretionsanteile bei siRNA hoher.

Bei diesen Betrachtungen gilt es zu beriicksichtigen, dass der der Betrachtung zugrundelie-
gende Datensatz (20 Pharmaka) klein ist. Korrelationen von Struktur und Anzahl chemischer
Modifikationen mit Exkretionsanteilen der Wirkstoffe sollten daher vorsichtigt interpretiert wer-
den. Die Beobachtungen kénnen jedoch zur Formulierung von Arbeitshypothesen fiir zukiinftige
Untersuchungen und Datenerhebungen dienen. Schliesslich weisen wir darauf hin, dass diese
Zusammenstellung fiir mONs gilt, die nackt oder mit GalNAc-Konjugaten verabreicht werden.
Allfallige Konsequenzen der verwendeten Carriersysteme auf die Exkretion kénnen hier nicht
untersucht werden, da die Exkretionsmengen fiir drei in LNP verabreichten Produkte nicht an-
gegeben sind. Des Weiteren wurden in den Zulassungsdokumenten auch nicht der Anteil intakter
mONs in LNPs untersucht.
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Kapitel 5
Exposition

In diesem Kapitel “Exposition” beschreiben wir Prozesse, welche die (bio)verfiigbare Konzentra-
tion von Nukleinsduren wie mONs bestimmen. Typischerweise entspricht diese Konzentration
der in der Umwelt im Wasser gelosten Konzentration. Diese Prozesse umfassen sowohl die Sorp-
tion als auch die Transformation. Die Sorption beschreibt die Verteilung der Nukleinsduren
zwischen der wéssrigen Phase und den Umweltphasen wie organischen sowie mineralischen Par-
tikeln oder Fraktionen von Sedimenten und Klirschlamm. Die Stérke der Sorption definiert
auch das Transportverhalten von Nukleinsduren. Die Transformation umfasst chemische und
biologische Reaktion der (m)ONs. Mogliche Tranformationsreaktionen beinhalten die (m)ON
Hydrolyse und Oxidation. Hydrolysereaktionen kénnen die Nukleinséduren in kiirzere Nukleotid-
sequenzen oder einzelne Nukleotide zerlegen. Diese Reaktionsprodukte kénnen unter Umsténden
wie die Ausgangssequenzen weiterhin biologische Effekte hervorrufen (siehe Kapitel 6). Oxida-
tionen verdndern die chemische Struktur der Nukleotide.

In dieser Arbeit beurteilen wir die Exposition anhand von drei Prozessen, welche bei Emissio-
nen in/aus Kldranlagen relevant sind: Sorption, abiotischer Abbau durch Hydrolyse oder Oxida-
tion mit Desinfektionsmitteln sowie enzymatische Abbaureaktionen. Diese Prozesse wurden mit
wenigen Ausnahmen bisher nicht fiir mONs untersucht. Deshalb sind die Prozesse im Folgenden
auf Basis des Wissens iiber nicht-modifizierte Nukleinsduresequenzen zusammengefasst. Ansch-
liessend spekulieren wir {iber den Einfluss der sieben bekannten chemischen Modifikationen in
zugelassenen Pharmaka auf diese Prozesse. Wahrend abiotische Prozesse sehr allgemein disku-
tiert werden (miissen), kénnen iiber enzymatische Reaktionen anhand von bioinformatischen
Methoden spezifischere Aussagen getéitigt werden, vorausgesetzt genomische Informationen zu
relevanten Enzymen liegen vor. Schliesslich betrachten wir Aufnahmemechanismen von ONs in

eukaryontische und prokaryontische Zellen.

5.1 Sorption

Die Adsorption (= Sorption an Oberfléichen) lingerkettiger Nukleinsduren an natiirlich vor-
kommende Partikel ist bereits seit den 1980 Jahren intensiv untersucht worden. Dabei standen

Boden- und insbesondere ihre mineralischen Bestandteile im Fokus der Untersuchungen.” ™
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Es gibt jedoch auch Studien zur Nukleinsdureadsorption an aquatische und marine Sedimente
sowie an Klédrschlamm. Die Hintergriinde und Ziele dieser Studien reichten von einer generellen
Abschitzung des Einflusses der Adsorption auf die Stabilitdt von Nukleinsduren in natiirlichen
Systemen (z.B. der Schutz adsorbierter Nukleinséuren vor Nukleasen in der Bodenlssung), 8!
tiber den Einfluss der Adsorption auf den Transfer von DNA Molekiilen zwischen Mikroorganis-
men (insbesondere horizontaler Transfer von Antibiotikaresistenzgenen),®? bis hin zu Betrach-
tungen des Einflusses der Adsorption auf die Stabilitdt und den Transport von Transgenen, die
aus genetisch modifizierten Organismen freigesetzt werden konnen.*%* Uber die vergangenen
zehn Jahre hat das Interesse an dem Prozess der Nukleinsdureadsorption erneut zugenommen,
zum einen im Bezug auf die Verwendung von “environmental DNA” (eDNA) zur Analyse der
Spezieszusammensetzung oder dem Nachweis bestimmter Spezies in beprobten Okosystemen
und zum anderen im Bereich der 6kologischen Risikoabschitzung von genetisch modifizierten
RNAi Pflanzen. "85 87 Letztere produzieren kurze, doppelstringige siRNA-Molekiile, um gezielt
bestimmte Pflanzenschédlinge (z.B. Insekten) abzuwehren. Diese Studien sind fiir die vorliegen-
de Arbeit besonders relevant, da die betrachteten Nukleinséuren ebenfalls kurzkettig sind (etwa
20 - 50 Nukleotide).

5.1.1 Adsorptionsverhalten von Nukleinsiduren

Beziiglich des Adsorptionsverhaltens sind langerkettige DNA und RNA Molekiile aufgrund ihres
negativ-geladenen Phophodiester-Riickgrats als Polyelektrolyte zu betrachten. Die Adsorption
solcher Polyelektrolyte an geladene Partikeloberflichen wird massgeblich durch elektrostatische
Wechselwirkungen kontrolliert. Elektrostatische Anziehung von Nukleinsduren an positiv gela-
dene Oberflichen, z.B. von Eisen- und Aluminiumoxidpartikeln, resultiert in hoher Affinitét
und damit starker Adsorption. Elektrostatische Abstossung von negativ geladene Oberflichen
- z.B. denen von organischen Partikeln, Silikaten, und den basalen Fldchen von Tonmineralen
- hingegen verhindert die Adsorption. Die elektrostatischen Wechselwirkungen werden durch
die Tonenstiarke und Ionenzusammensetzung und durch den pH-Wert der Losung beeinflusst.
Hohere Tonenstéirken fithren zur Ladungsabschirmung und somit zur Verringerung elektrosta-
tischer Wechselwirkungen, wohingegen geringere lonenstidrken den entgegen gesetzten Effekt
haben. Der pH der Losung beeinflusst den Protonierungsgrad variabel-geladener funktionel-
ler Gruppen auf Partikeloberflichen und somit deren Ladungsdichte. Divalente Kationen in
Losungen erlauben es, die elektrostatische Abstossung durch das Ausbilden sogenannter Ka-
tionenbriicken zwischen den Nukleinsduren und den negativ geladenen Partikeloberflichen zu
iiberwinden. 880

Im Vergleich zu elektrostatischen Wechselwirkungen werden van der Waals Interaktionen
zwischen Nukleinsduren und Partikeln als weniger bedeutend angesehen. Das Ausbilden von
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Nukleinsduren und Oberflichen ist prinzipiell moglich.
Diese Briicken kénnen sowohl mit der Phosphodiestergruppe als auch mit den Nukleinsédurebasen
ausgebildet werden. Es ist zu erwarten, dass letztere insbesondere bei der Adsorption einzel-

strangiger Nukleinsduren eine Rolle spielen, da die H-Akzeptor- und Donorgruppen in den Basen

34



in diesen frei verfiighbar sind und nicht, wie in doppelstrangigen Nukleinsduren, bereits stabile
Wasserstoftbriicken mit einem Komplementérstrang bilden.

Neben diesen Physisorptionsprozessen konnen Nukleinsduren iiber die Phopshatgruppe auch
kovalente Bindungen mit bestimmten Mineraloberflichen ausbilden, was insbesondere fiir Ei-
senoxide und Aluminiumoxide dokumentiert ist.”'"3 Diese Chemisorptionsprozesse resultieren
ebenfalls in einer starken Festlegung der Nukleinséduren an die entsprechenden Oberflichen.

Die Konzentrationsabhingigkeit der Adsorption von Nukleinsduren an Partikeloberflichen
ist oftmals mittels Gleichgewichtssorptionsmodellen beschrieben worden, z.B. dem Langmuir-
Modell. 9495 Diese Modelle sind jedoch zumindest fiir die Adsorption langkettiger Nukleinsduren
nur als approximativ und deskriptiv zu betrachten, da einige Grundannahmen der Modelle nicht
zutreffen. Zum einen ist die Adsorption von Nukleinsduren an viele Oberflichen nicht reversibel,
da eine Desorption das gleichzeitige Losen aller Wechselwirkungen (inklusive moglicher kovalen-
ter Bindungen) bedingt. Zum anderen konnen langkettige Nukleinsduremolekiile unterschiedli-
che rdumliche Konformationen auf den Oberflichen einnehmen, von kompakten ‘aufgerollten’ bis
hin zu linglich-lineare Strukturen.”® Welche Konformation adsorbierte Nukleinséuren an Parti-
keloberflichen annehmen héngt von vielen Faktoren ab, wie beispielsweise der Tonenstérke der
Losung. Anderungen der Konformationen fithren zu variablen Adsorptionskapazititen der Ober-

flichen, welche nicht von den einfachen Gleichgewichtsmodellen beschrieben werden kénnen.

5.1.2 Adsorptionsverhalten modifizierter Oligonukleotide

Bisher gibt es keine Adsorptionsstudien von in Pharmaka eingesetzten mONs an Partikelober-
flichen. Daher kann das Adsorptionsverhalten der mONs nur basierend auf existierenden Ad-
sorptionsstudien von ldngerkettigen Nukleinsiuren abgeschitzt werden. Bei dieser Abschitzung
ist zu beriicksichtigen, dass mONs a) kurzkettiger (20-50 Nukleotide) sind im Vergleich zu den
meisten in Adsorptionsstudien untersuchten Nukleinséduren und b) vier der fiinf mON Katego-
rien (partiell) einzelstréngig vorliegen (also Gapmer, miRNA, SSO und Aptamer; Abb. 2.8),
und c¢) in der Struktur modifiziert sind (sowohl an der Phosphatgruppe, am Riickgrat, an der
2’-Position des Zuckerrestes, oder der Nukleobase; Tabelle 2.1). Unter der Annahme einer Mol-
massenverteilung eines Nukleotids von ca. 300 - 600 g/mol (die Variation ist massgeblich auf
die Base zuriickzufiihren), haben mONs mit 20 Nukleotiden ein ungefihres Molgewicht von
6°000-12°000 g/mol (einzelstringig) bzw. von 12’000 — 24’000 g/mol (ohne Beriicksichtigung
etwaiger weiterer Massenzunahme durch die Carriersysteme/Delivery; Tabelle 2.1). Diese Mole-
kulargewichte rechtfertigen die Betrachtung der mONs als Polyelektrolyte und damit der oben
beschriebenen Adsorptionscharakteristika. Wir schéitzen den Einfluss der strukturellen Modifi-

kationen wie folgt ab.

Modifikationen der Phosphatgruppe. Die Thiophosphodiestergruppen (PS) tragen wei-
terhin eine negative Ladung und erhalten somit die negative Gesamtladung dieser mONs und
damit auch die iibergeordnete Bedeutung der elektrostatischen Wechselwirkungen in der Ad-

sorption dieser mONs. Aufgrund der geringeren Elektronegativitdt des Schwefels im Vergleich
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zum Sauerstoff ist zu erwarten, dass Wasserstoffbriicken zwischen Partikeloberflichen und Thio-
phosphodiestergruppe im Vergleich zur Phosphodiestergruppe abschwécht sind. Der Einfluss der
PS Gruppe auf die Adsorptionscharakteristik der mONs im Vergleich zu den entsprechenden

unmodifizierten ONs nimmt zudem mit abnehmendem Modifikationsgrad ab.

Modifikationen des Riickgrats. Das Verwenden der Phosphorodiamidatgruppe in Kombi-
nation mit dem Morpholinoring (PMO) resultiert in einem ungeladenen, polaren Molekiilriickgrat.
Dabher ist zu erwarten, dass sich die Adsorption von PMO modifizierten SSOs deutlich von un-
modifizierten ON gleicher Linge unterscheidet. Die Stéirke und Reversibilitdt der Adsorption

von PMO-SSOs lésst sich ohne experimentelle Daten nur schwer abschétzen.

Modifikationen in der 2’-Position der Ribose. Die Modifikationen an der 2’-Position des
Riboserings umfassen 2’-F, 2’-OMe und 2’-MOE. Es ist zu erwarten, dass diese Modifikationen
die Gesamtadsorptionscharakteristik nur leicht verdndern, da sie weder die Gesamtladung des
mONs veréndern noch die Wasserstoffbriickenbindungen, die in einzelstriangigen mONs von den
Basen dominiert werden, beeinflussen. Aufgrund der Grosse der 2’-MOE-Gruppe sind mégliche
sterische Effekte auf die Adsorption nicht auszuschliessen. Allerdings betrifft diese Modifikation
nur die endstédndigen Nukleotide in Gapmeren (Tabelle 2.1).

Modifikationen der Basen. Die beiden mdoglichen Basenmodifikationen 5-MC und 5-MU
beeinflussen weder die Ladung des Gesamtmolekiils noch die H-Briickenbindungseigenschaften
dieser Basen. Daher ist zu erwarten, dass diese Modifikationen die Adsorptionseigenschaften

nur untergeordnet verandern.

5.2 Abiotische Hydrolyse

Abiotische Hydrolysen an Oligonukleotiden kénnen sowohl an der Phosphodiesterbindung, der
N-glykosidischen Bindung (also zwischen der (Desoxy)Ribose und der Base), als auch an der
Base selbst ablaufen. Diese Hydrolysereaktionen unterscheiden sich in ihrer Reaktivitdt und
somit in ihrer Bedeutung fiir die Stabilitdt natiirlicher und modifizierter Oligonukleotide in

technischen und natiirlichen Systemen.

5.2.1 Hydrolyse der Phosphodiestergruppe

Hydrolysen an der Phosphodiestergruppe fithren zu einem Bindungsbruch im Riickgrat unter der
Bildung von zwei entsprechend verkiirzten Oligonukleotidstréingen mit zwei neuen Endgruppen:
ein Strang mit einer freien 5’-OH Endgruppe der (Desoxy)Ribose und einem zweiten Strang mit
einer Phosphomonoester-Gruppe an der 2’-OH Gruppe der Desoxyribose (DNA-basierte ONs)
oder an der 2’-OH und 3’-OH Endgruppe der Ribose (RNA-basierte ONs) (siehe Abbildung
5.1). Die Reaktivitéit der Phosphodiestergruppe in abiotischen Hydrolysen ist massgeblich da-
von abhéngig, ob die ON DNA- oder RNA- basiert sind und ob sie ein- oder doppelstringig
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Abbildung 5.1 Mechanismus der intramolekularen RNA-Hydrolyse durch eine basenkatalysierte
Transesterasereaktion. %’

vorliegen. Die abiotische Hydrolyse DN A-basierter Oligonukleotide unter neutralen pH Bedin-
gungen ist extrem langsam mit abgeschétzten Ratenkonstanten bei 25°C in der Gréssenordnung
von kops = 1071% s7! und entsprechenden Halbwertszeiten von ca. 30°000°000 Jahren. 8190 Ab-
geschitzte Reaktionsratenkonstanten unter sauren und alkalischen Bedingungen sind ebenfalls
niedrig (ca. kops = 1071 s71 bei pH 4 und 12). Dieser Abbauweg kann somit fiir DNA-basierte
ONs in technischen und natiirlichen Systemen vernachléssigt werden. Im Vergleich dazu zeigen
RNA-basierte Nukleotide eine deutlich hohere Reaktivitéit, die auf die freie 2-OH Gruppe in
der Ribose zuriickzufiihren ist. " Diese Hydroxylgruppe agiert unter basenkatalyse als intramo-
lekulares Nukleophil unter Angriff auf den Phosphor in der benachbarten, an die 3’-OH Gruppe
der Ribose gebundene Phosphodiestergruppe. Es bildet sich ein fiinf-bindiger Phosphotriester
als Intermediat, der einer Riickgrat-Bindungsspaltung unterliegen kann, unter Bildung der oben
genannten Produkte. Die Ratenkonstanten dieser Hydrolysereaktion liegen tiber den umwelt-
relevanten pH-Bereich von ca. pH 4 bis pH 8 in der Gréssenordnung von 10~7 bis 1076 g1
und somit ungefahren Halbwertszeiten zwischen 80 und 8 Tagen. Dieser Abbauweg ist daher fiir
einzelstrangige RNA-basierte ONs im Abwasser relevant, da durchschnittliche Verweilzeiten von
Abwéssern in Klédranlagen bei ca. 14 Tagen liegen. Doppelstringige RNA-basierte ONs weisen
hingegen eine deutlich geringere Hydrolysereaktivitdt auf: die Ratenkonstanten sind in etwa um
eine Grossenordnung geringer. '°192 Diese Stabilisierung ist auf die rigidere Sekundirstruktur
der dsRNA im Vergleich zur ssRNA zuriick gefithrt worden. Somit kénnen dsRNA basierte ONs
in Kldranlagen beziiglich der abiotischen Hydrolyse an der Phosphodiestergruppe als stabil

betrachtet werden.

Eine Reihe von Studien zeigt, dass geloste Metallionen, insbesondere starke Lewissduren,
die Hydrolyse der Phosphodiesterbindung in RNA und RNA-Modellverbindungen katalytisch
beschleunigen konnen.!'%197 Diese Katalyse ist auf die Assoziation der Metallionen mit der
Phosphatgruppe und der damit einhergehenden elektrophilen Aktivierung des Phosphors fiir
den nukleophilen Angriff der benachbarten 2’-Hydroxylgruppe zuriickzufiithren. Die Bedeutung
dieser Katalyse fiir den Abbau in Klédranlagen und nachgelagerten Gewéssern ist jedoch unklar:

in oben zitierten Untersuchungen wurden Metallionen im millimolaren Konzentrationsbereich
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getestet und somit deutlich oberhalb des typischen nano- bis mikromolaren Konzentrations-
bereichs dieser Ionen in Klirschlamm und Gewissern.'%® Zudem ist zu erwarten, dass diese
Metallkationen stark an negativ-geladene Gruppen in der organischen Klédrschlammmatrix bin-

16,109 ynd somit nur ein geringer Anteil in Komplexen mit mON zu erwarten sind. Eine

den
Ausnahme sind moglicherweise Kldaranlagen, in denen Eisensalze zur Ausfillung des Schlamms
zum Einsatz kommen. Da Eisen ebenfalls katalytisch aktiv ist,''? erscheint eine erhéhte Hydro-
lyserate von RNA-basierten ONs in solchen Schlimmen plausibel. Die katalytische Rolle von
Eisenmineraloberflichen im Abbau von RNA-basierten ONs ist in Klidranlagen vermutlich ver-
nachléssigbar, aufgrund der zu erwartenden geringen Mineralfrachten in Kldrschlimmen und

der kompetitiven Belegung der Mineraloberflichen durch Bestandteile der Klarschlammmatrix.

5.2.2 Implikationen fiir mONs

Basierend auf den Erkenntnissen zur abiotischen Phosphodiester-Hydrolyse in unmodifizierten
ONs ist davon auszugehen, dass dieser Reaktionsweg nur fiir die Betrachtung einzelstréngiger
RNA-basierter mONs relevant ist (Gapmer, miRNA, SSOs, Aptamer), nicht jedoch fiir doppel-
stringige RNA-basierte mONs (siRNA). Fiir letztere sind enzymatisch-katalysiesrte Hydroly-
sen relevant. Es ist zu erwarten, dass die Modifikationen an der 2’-OH Gruppe der Ribose in
RNA-basierten mONs (also 2'-MOE in Gapmers, 2”-F in siRNA und Aptameren und 2’-OMe
in SIRNA, SSO, und Aptameren) die Phosphodiester-Hydrolyse deutlich verlangsamen. Die
abiotische Hydrolyse an der Phosphodiestergruppe in mONs mit Modifikationen an der 2’-OH
Gruppe lauft vermutlich nur sehr langsam ab und ist daher in einer Risikoabschétzung nicht
als wesentlicher Abbauweg zu betrachten. Eine Ausnahme sind moglicherweise erhéhte mON

Hydrolyseraten in mit Eisensalzen-behandelten Schlimmen.

5.2.3 Abiotische Hydrolyse der N-glykosidischen Bindung

Die Hydrolyse der N-glykosidischen Bindung fiihrt zu einer Abspaltung der Base von der (Des-
oxy)Ribose unter Bildung einer freien 1’-OH Gruppe. Diese Reaktionsweg hat in der Struk-
turaufklarung von Oligonukleotiden eine grosse Rolle gespielt. Diese Reaktion erfolgt ca. 100
bis 1000-mal schneller fiir 2’-Desoxyribosylgruppen im Vergleich zu entsprechenden 2’-Ribosyl-
gruppen. ! Jedoch benétigt diese Reaktion starke Katalyse durch Siure (oder Base): Ra-
tenkonstanten bei pH 1 und 37°C erreichen Gréssenordnungen von 10~ bis 1073 s™! fiir 2-
Desoxyribosylgruppen (sind jedoch selbst unter diesen Bedingungen nur ca. 10~8 bis 1076 s~!
fiir Ribosylgruppen). Die Ratenkonstanten dieser Reaktion nehmen linear ab mit abnehmender
Protonenkonzentration in Losung: selbst fiir reaktive 2’-Desoxyribosylgruppen sind die Raten-
konstanten bei pH 5 bereits auf 10~ bis 1076 s~! gesunken, was Halbwertszeiten von ca. 80
bis 8 Tagen entspricht.!'! Es ist daher davon auszugehen, dass mONs, insbesondere wenn sie
RNA-basiert sind, bei neutralem pH in technischen und natiirlichen Systemen beziiglich der

abiotischen Hydrolyse ihrer N-glykosidischen Bindungen als stabil betrachtet werden kénnen.
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5.2.4 Abiotische Hydrolyse der Nukleobasen in Oligonukleotiden

Abiotische hydrolytische Desaminierungen kénnen in den Nukleosiden (und ihrer entsprechen-
den Nukleotide) mit freien Aminogruppen (also Adenosin, Cytosin, und Guanin) ablaufen unter
Bildung von Ammonium und Nukleosiden mit den Basen Hypoxanthin, Uracil und Xanthin.
Jedoch laufen diese Hydrolysen nur sehr langsam ab, mit ungefdhren Ratenkonstanten von ca.
2-10719 57! fiir Adenosin (37°C) und ca. 1-10~7 s~ ! fiir Cytidin (37°C), was Halbwertszeiten von
Jahren bis wenigen Monaten entspricht. Diese Reaktionen sind daher ebenfalls fiir den Abbau

von ONs in Kldaranlagen zu vernachlassigen.

5.3 Chemische Oxidation

Die Verwendung von chemischen Oxidationsmitteln in der Tertiérstufe der Abwasserbehandlung
kann zum oxidativen Abbau von Oligonukleotiden fithren. Hiufig verwendete Oxidationsmittel
sind Chlor (Cl,), Chlordioxid (ClOy), und Ozon (Os).

Chlorung: Bei der Chlorung reagiert das zugegebene Chlor mit Wasser zu hypochloriger
Séure (HCIO) und Salzsdure (HCI). HCIO und dessen Anion Hypochlorite (C1O™) reagieren mit
den Amingruppen der Basen unter Bildung von Chloraminen.''? Es ist gezeigt worden, dass die
Reaktivitit von Modellpolynukleotiden mit HOCI in der Nukleosid-Reihenfolge Cytidin (C) >
Adenosin (A) = Guanosin (G) > Uridin(U) = Thymidin (T) abnimmt. !*!13 Diese Reihenfolge
wurde auf die Anwesenheit der exozyklischen Amingruppe in C, A und G zuriickgefiihrt. Diese
Amingruppe kann sowohl direkt mit HOCI reagieren unter Bildung von Chloraminen, als auch
Chlor von weniger stabilen Chloraminen der Ring-NH-Positionen aufnehmen. ' Die gebildeten
Chloramine wiederum wandeln sich in Radikalstickstoffverbindungen um, die mit dem Stickstoff

in benachbarten Basen zu Stickstoff-basierten Dimerradikalen reagieren koénnen. ''3

Reaktion mit Chlordioxid (ClO,): ClO, agiert als Oxidationsmittel unter Aufnahme eines
Elektrons und der Bildung des Chlorit-Anions (ClO, ). ClO, reagiert in DNA und RNA selektiv
mit Guanin-haltigen Nukleotiden (wohingegen alle anderen Nukleotidbasen nicht oxidiert wer-
den).1%11° Diese selektive Reaktivitit kann auf das im Vergleich zu den anderen Nukleosiden

niedrige Reduktionspotentials von Guanosin zuriickgefiihrt werden. 16117

Reaktion mit Ozon (O3): Die Reaktion von Ozon mit RNA und DNA ist vielfach beschrie-
ben. 1819 Ozon ist ein starkes Elektrophil das iiber Cykloaddition mit den Alkengruppen der
Nukleotidbasen reagiert unter Bildung eines priméren Ozonids, das anschliessend in verschie-
dene Crigee-Produkte zerfillt.?%12! So fithrt die Reaktion von Ozon mit Basen der DNA zu
einer Reihe von Produkten mit unterschiedlichen oxidativ-verinderten Basen.!'?? Die Zucker-
und Phosphateinheiten von Oligonukleotiden reagieren nicht direkt mit Ozon, kénnen aber
durch Radikalsauerstoffspezies angegriffen werden, die im Ozonabbau entstehen. Die Reaktion

von Ozon mit dem Virostatikum Zidovudin, ein Desoxythymidin-Derivat, und mit Thymidin
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resultiert in der Bildung verschiedener Oxidationsprodukte, in denen die Heterozyklen der Ba-
sen oxidativ gespalten wurde.'?3 Analoge Umwandlungen unter Verlust der Basen sind fiir alle

Oligonukleotidbasen zu erwarten.

Photolyse von ONs: Die stickstoffhaltigen Basen der Oligonukleotide absorbieren UVC-
Licht (Wellenldingen von 205-280 nm) und koénnen somit direkt photolytisch umgewandelt
werden. 247127 Dabei weisen Pyrimidin-Basen (Thymin (T), Cytosin (C), und Uracil (U)) ei-
ne hohere Photoreaktivitdt mit UVC-Licht auf als die Purin-Basen (Adenin (A) und Guanin
(G)). %128 Neben den Reaktivititsunterschieden der Basen hat auch die ON-Struktur einen Ein-
fluss auf die Photolyseraten: die Ratenkonstanten nehmen in der Reihenfolge ssDNA > ssRNA
~ dsRNA > dsRNA ab.'?? Beispielsweise konnte gezeigt werden, dass unter UV-Bestrahlung
ssRNA in Losung etwa 24-fach schneller photolytisch umgewandelt wird als dsRNA, wohinge-
gen dieser Unterschied bei DNA Molekiilen weniger ausgeprigt zu sein scheint (ungefihr 4-fach
schnellere Photolyse von ssDNA als dsDNA). 29

5.3.1 Implikationen fiir mONs

In der Abwasserbehandlung der Schweiz folgt auf die Primérstufe (mechanische Reining), die
Sekundirstufe (biologische Reinigung) und die Tertidrstufe (chemisch-physikalische Behand-
lung, hauptséchlich zur Entfernung von Phosphat) die sogenannte vierte Reinigungsstufe, in
der mittels chemischer Oxidationsmittel und/oder UV-Licht und Aktivkohlefilter sogenannte
Mikroverunreinigungen aus dem Wasser entfernt werden. Da sowohl die chemische Oxidation
also auch die UV-Photolyse zu Reaktionen an den Basen der mONs fithren ist zu erwarten, dass
sowohl Modifikationen am Zucker als auch an der Phosphatgruppe die Reaktivitdt der mONs
nicht stark verdndert im Vergleich zu den entsprechend nicht-modifizierten ONs. Die Basenme-
thylierung in 5-MC und 5-MU modifizierten ONs moduliert voraussichtlich deren Reaktivitét
mit obigen Oxidationsmitteln und UV-Licht, wird diese aber nicht zum Erliegen bringen. Die
vierte Stufe der Abwasserbehandlung in der Schweiz wird somit voraussichtlich eine sehr effek-
tive Barriere fiir mONs darstellen, und somit deren ungewollten Austrag aus Klédranlagen in
Oberflichengewiésser stark reduzieren. Diese Schlussfolgerung Bedarf jedoch einer experimen-

tellen Validierung.

5.4 Enzymatischer Abbau

5.4.1 Enzymklassen und katalysierte Reaktionen

Natiirliche Oligonukleotide unterliegen in verschiedenen Umweltkompartimenten einem raschen
enzymatischen Abbau.'?? Im Vergleich zur Vielzahl an Studien iiber natiirliche Oligonukleo-
tide, existieren aber nur wenige Untersuchungen zum enzymatischen Abbau von mONs. Weil
die Enzymkatalyse in der Regel sowohl substrat- als auch enzymspezifisch ist, beschreiben wir
hier Abbauprozesse von natiirlichen Oligonukleotiden auf der Grundlage der beteiligten En-

zymklassen. Das Verstdndnis von Enzymklassen ermoglicht es, die Auswirkungen chemischer
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Modifikationen in mONs fiir den enzymatischen Abbau systematisch zu erortern.

Relevante Enzymklassen nach gingiger Systematik ! sind Hydrolasen und Lyasen, welche
Phosphodiesterbindungen durch zwei verschiedene chemische Mechanismen spalten kénnen. Die-
se Enzymklassen werden im biochemischen Kontext unter dem Begriff der Nukleasen zusammen-
gefasst. Je nach Typ konnen Nukleasen sowohl doppelstriangige als auch einzelstringige Oligo-
nukleotide sowie RNA und DNA spalten. Hydrolasen spalten Oligonukleotide durch eine Hydro-
lyse der Phosphodiesterbindung'#? in kleinere Oligonukleotideinheiten und benutzen dazu u.a.
Mg?t, Zn?** und Ni** als Kofaktoren fiir die Aktivierung von H,O als Nukleophil. Gegeniiber
der abiotischen Reaktion, kénnen diese Enzyme die Hydrolyse um bis zu 16 Gréssenordnungen
beschleunigen. '?? Die Enzym-Substrat-Spezifitit der Nukleasen der Hydrolase-Familie ist im
Detail untersucht und wird im Folgenden beschrieben, um deren Potenzial fiir den Abbau von
mONs einzuschétzen. Lyasen folgen dagegen einem basenkatalysierten Eliminierungsmechanis-
mus. '3* Uber die Substratspezifitit von Nukleasen der Lyase-Familie in der Umwelt ist wenig
bekannt. Einige Lyasen sind in der Lage, sowohl unmodifizierte ONs als auch hairpin-mONs
mit 5’-Fluorophoren und 3’-Quenchern zu spalten, um deren Aktivitdt in Echtzeit nachzuwei-
sen.'® Schliesslich kénnen Nukleotidasen fiir weitere Abbauschritte relevant sein, indem sie
Oligonukleotide, nach deren Reaktion mit Nukleasen durch Dephosphorylierung in Nukleoside

umsetzen. 3% Diese Enzyme werden hier aber nicht im Detail diskutiert.

5.4.2 Systematik der Nukleasen anhand ihrer Enzym-Substrat-Spezifitit

Die Substratspezifitit von Nukleasen ergibt sich u.a. aus der Zucker- bwz. Ribosespezifitit.
Zuckerunspezifische Nukleasen konnen sowohl Oligonukleotide mit Ribosen (RNA) als auch
Desoxyribosen (DNA) spalten und haben deshalb ein breites Substratspektrum. 37 (Abb. 5.2)
Im Gegensatz dazu differenzieren zuckerspezifische Ribosen zwischen RNA und DNA. Die Spezi-
fitdt zeigt sich auch in den intermolekularen Interaktionen der Enzyme mit Oligonukleotiden, die
bei sequenzspezifischen Nukleasen hoher ist. '3® Obwohl experimentelle Daten zur Substratspezi-
fitdt von Nukleasen und mONSs fehlen, ist davon auszugehen, dass zuckerunspezifische Nukleasen
starker zum Abbau von mONs in der Umwelt beitragen kénnen.

Eine weitere Ausprigung der Substratspezifitit fiihrt zur Unterscheidung von Fzo- und
Endonukleasen. Wahrend Exonukleasen die Spaltung ausschliesslich am 3’- oder 5’-Ende der
Oligonukleotide katalysieren, kénnen Endonukleasen diese Reaktion entlang der Oligonukleo-
tidsequenz durchfiithren. Diese Préferenz kann Auswirkungen auf die Linge der Produktse-
quenzen haben. Restriktions-Endonukleasen sind prokaryotische Enzyme, die DNA-Regionen
schneiden DNA-Bereiche an sog. “Restriktionsstellen” mit einer Linge von vier bis acht Basen-
paaren. Zumindest im Fall von mONs, die in molekularbiologischen Labors verwendet werden,
werden die Sequenzen auf das Vorhandensein von Restriktionsstellen gepriift, indem etablierte
Restriktionsenzym-Datenbanken verwendet werden. ' Restriktionsstellen kénnten von mONs
ausgeschlossen werden, um ihre Halbwertszeit zu verldngern und ihre Widerstandsfihigkeit ge-
geniiber mikrobiellen enzymatischem Abbau zu verbessern.

Zusatzlich zu den Restriktionsendonukleasen ist eine weitere zunehmend interessante Un-
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Nukleasen

Zucker-spezifisch Zucker-unspezifisch
Ribonukleasen Deoxyribonukleasen * —— Exonuklease
—— Exoribonuklease —— Exodeoxyribonuklease —— Endonuklease
—— Endoribonuklease —— Endodeoxyribonuklease

—— Restriktionsendonukleasen

—— CRISPR-Cas9 Endonuklease

Abbildung 5.2 Einteilung von Nukleasen nach Spezifitdt der Enzyme-Substrat-Wechselwirkungen.
Nukleasen konnen als Zucker-spezifisch oder unspezifisch eingeteilt werden. Des Weiteren gibt es
Exonukleasen, die jeweils am Ende der Nukleinsdurekette ansetzen (also am 3’ oder 5' Ende) oder
Endonukleasen, die beliebig innerhalb der Sequenz schneiden. Zuckerspezifische Nukleasen kdnnen
in Ribonukleasen (abhéngig von der Ribose) oder in Deoxyribonukleasen (abhdngig von der Deoxy-
ribose) eingeteilt werden. Zusatzlich sind Schadensspezifische Nukleasen (*) Endo- oder Exodeoxy-
ribonukleasen und Restriktionsnukleasen sowie CRISPR-Cas Nukleasen Endodeoxyribonukleasen.

terfamilie die der CRISPR-Cas-Endonukleasen. Diese Unterklasse von Endonukleasen, deren
Entdeckung 2020 mit dem Nobelpreis fiir Chemie ausgezeichnet wurde, ermoglicht eine prézise
Genbearbeitung und findet breite Anwendung in Bereichen wie Landwirtschaft und Medi-
zin. %" Eine Studie zeigte, dass verschiedene modifizierte Oligonukleotide (mONs) die Aktivitit
von CRISPR-Casl2-Systemen verdndern. Insbesondere zeigten 2’-O-Methyl-mONs eine nor-
male CRISPR-Spaltungsaktivitiat, wahrend 2’-Fluor-mONs die Aktivitdt von CRISPR-Casl2a
moderat hemmten. '*! PS-modifizierte mONs blockierten die CRISPR-Aktivitit vollstindig,
insbesondere wenn sie in ihrer Liange der CRISPR-RNAs entsprachen ( etwa 42-43 Nukleoti-
de), was etw der durchschnittlichen Linge zugelassener mONs entspricht. Laufende Arbeiten
untersuchen, wie 2’F-, 2’-OMe- und PS-Modifikationen der CRISPR-RNAs die Geneditierungs-
aktivitit und -spezifitit beeinflussen,'*’ was CRISPR-RNAs als mogliche zukiinftige Quelle

mON:-basierter Therapeutika positioniert.

Schadensspezifische Desoxyribonukleasen erkennen und spalten DNA an Stellen mit soge-
nannten “Schiden”, die beispielsweise durch chemische oder strahlungsbedingte Modifikationen
wie Hydroxylierungen oder Alkylierungen auftreten. Inwieweit schadensspezifische Desoxyribo-
nukleasen mit mONs reagieren konnen, ist bislang wenig erforscht. Einige spezialisierte che-
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mische Modifikationen wie Triazol-Verkniipfungen** oder Verdnderungen der Basen und des
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143 wwurden kiirzlich in therapeutischen mON-Kandidaten eingefiihrt. Sie sollen mit

Riickgrats
strukturellen DNA-Schiiden wie cross-linking oder Basenlisionen vergleichbar sein'** und des-
halb Nuklease-Aktivitdt auslosen. Daraus kann geschlossen werden, dass Modifikationen wie die
Nukleobasen-Methylierungen 5-MC oder 5-MU (siehe Kapitel 2.1.5) eine Aktivierung von scha-
densspezifische Nukleasen hervorrufen konnten. Diese Methylierungen gleichen Schiden durch

DNA-Alkylierung und 16sen dadurch gezielte Reparaturmechanismen am mON aus. '4?

5.4.3 Umweltrelevanz von Nuklease-Klassen

t146 und deshalb vermutlich in

Die oben beschriebenen Nuklease-Typen sind allgemein verbreite
in Boden, Abwissern und aquatischen Systemen anzutreffen'4”. Diese Annahme bestitigt die
Studie von Howard et al.??, in welcher mehrfache und unterschiedlich hiufige PS- und 2’-F-
Modifikationen zur Erhohung der Persistenz gegeniiber unmodifizierten Nukleotiden von siRNA
Pestiziden eingesetzt wurden. Damit zeigt die Studie indirekt auf, dass geldufige chemische
Modifikationen den Abbau von mON durch Nukleasen hemmen.

Howard et al.?3 haben dazu verschiedene Nukleasegemische aus landwirtschaftlichen Béden
und Insekten (Saliva der griinen Reiswanze, Darmnukleasen des Kartoffelkifers) isoliert und
damit die Integritdt von siRNA im Vergleich zu Kontrollexperimenten ohne die Enzymextrakte
getestet. In einem weiteren Experiment wurden zwei RNase I1I/Dicer-Enzyme aus Giardia inte-
stinalis und Escherichia coli untersucht. Verschiedene Organismen besitzen Dicer-dhnliche Pro-
teine, welche zucker-spezifische Endonukleasen darstellen, die zur Spaltung von doppelstréingiger
siRNA beitragen. Mit beiden Experimenten konnte nachgewiesen werden, dass PS- bzw. 2’-F-
modifizierte siRNA weniger schnell als unmodifizierte abgebaut wird. Ob diese erhthte Stabilitéit
der mONs auf eine erschwerte Offnung des Doppelstrangs oder eine langsamere Spaltung des
Phosphodiesters aufgrund chemischer Modifikationen zuriickzufiihren ist, wurde nicht explizit
festgestellt.

5.4.4 Auswirkungen chemischer Modifikationen auf Nukleaseaktivitét

Aus den enzymatischen Mechanismen des Oligonukleotidabbaus lassen sich Hinweise fiir die
Reaktivitdt von Nukleasen mit chemisch modifizierten Strukturelementen der mONs ableiten.
Diese Reaktivitat hiangt aber von spezifischen Enzym-Substrat-Kombinationen zusammen, wie
die wenigen, untersuchten Beispiele zeigen.

Einerseits katalysieren Nukleasen die Spaltung des Phosphodiester-Riickgrats. Allerdings
héngt dies auch von der Anzahl und Position von chemischen Modifikation wie PS- und PMO
(Abb. 2.2 und 2.4) ab, welche zu einer Inhibition der Nukleaseaktivitit fithren konnten. So zeigte
die Untersuchung eines aus 25 PMO-Substitutionen bestehenden ASQOs, dass dieses mON von
keiner der 13 getesteten Hydrolasen abgebaut werden konnte.*? Diese Erkenntnis ist fiir die Be-
urteilung der mON-Kategorie der SSOs relevant, welche aktuell als einzige PMO-Modifikationen
aufweist (Tabelle 2.1).5% Andererseits verringert sich durch die Modifikation einzelner Struktu-
relemente des Riickgrats tendenziell die Stabilitdt gegeniiber nukleolytischem Abbau. So wur-

de gezeigt, dass PS-Modifikationen an den beiden Enden der mONs wirksam den enzymati-
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schen Abbau durch Exonukleasen hemmen, wihrend dieser Effekt bei einzelnen terminalen PS-
Modifikationen nicht ausreichte.!*® Modifikationen an einzelnen 2’-Positionen der Ribose (2-F,
2’-OMe und 2’-MOE) bieten einen partiellen Schutz vor Abbau durch Nukleasen. Wahrend diese
Modifikationen das primére Phosphodiester-Riickgrat oder die Nukleobase nicht veréndern, be-
einflussen sie die dreidimensionale Struktur der mONs. Das sogenannte Zuckerpuckern (“sugar
puckering”)*6 aufgrund von 2’-Substitutionen am Ribosering fithrt zu strukturellen Anderungen,
welche die Aktivitdt von Nukleasen hemmen kann. Allerdings gilt diese Einschrankung nicht
allgemein. Enzyme wie die RNase H schneiden mONSs trotz der unterschiedlichen Konformati-
on, welche durch Modifikationen wie LNA (welche aktuell nicht in Pharmaka verwendet wird),
2’-OMe und PS hervorgerufen werden.'4?

FEinen wichtigen Hinweis auf die enzymatische Spaltung von mONs mit den typischen, che-
mischen Modifikationen liefert die Arbeit von Moody et al.?”, welche neue Synthesewege fiir
mONs mittels sogenannter Enzymkaskaden vorschlidgt. In diesem Kontext werden bakteriel-
le Endonukleasen der EndoV-Familie eingesetzt, um modifizierte Strange von Oligonukleotiden
von unmodifizierten Einheiten zu trennen. Diese Endonukleasen kénnen Phosphodiesterbindun-
gen zu Nukleotiden mit PS-; 2’-F, 2-OMe, 2’-MOE und LNA Modifikationen effizient spalten.
Um die Grenzen der Aktivitit von EndoV-Nukleasen zu testen, beobachteten Moody et al.?”
den verlangsamten Abbau eines 18-LNA-mers. Diese LNA-Modifikation kommt in (aktuell nicht
zugelassenen) Pharmaka hochstens an drei aufeinanderfolgenden Nukleotiden vor. Das Ergebnis
deutet darauf hin, dass verschiedene EndoV-Endonukleasen potenziell klinisch relevante mONs
abbauen kénnen. Ob die bakteriellen Nukleasen der EndoV-Familie aus dieser Studie auch in der
Umwelt aktiv sind, ist vorerst unklar, weist aber auf ein Potenzial fiir die Abbaubarkeit vieler
der aktuell eingesetzten chemischen Modifikationen hin. Allerdings konnen Nukleasen ausge-
priagte Substratspezifitdten aufweisen. Beispiele sind die selektive Aktivitdt gegeniiber einzel-
oder doppelstringiger DNA und RNA. '?°

5.5 Aufnahme von mONs und Aufnahmebarrieren

5.5.1 Prokaryonten

Prokaryonten koppeln die Aufnahme von Nukleotiden und Basen an die gleichzeitige Sekre-
tion von Nukleasen, was ihnen ermoglicht, extrazellulire DNA im Boden und Sediment als
Nahrungsquelle zu nutzen.”” Die Aufnahme von mONs in prokaryontische Zellen erfolgt iiber
verschiedene Mechanismen, abhéingig von den unterschiedlichen Carriersystemen und der Art
der Zelle. ! Einige prokaryontische Zellen sind von Natur aus kompetent, das heisst sie sind in
der Lage, freie DNA aus der Umgebung aufzunehmen. Weltweit wurden iiber 80 verschiedene
Bakterienarten als natiirlich kompetent dokumentiert,'°? aber der Anteil der Zellen innerhalb
einer Population, die zu einem bestimmten Zeitpunkt zur Aufnahme freier DNA fihig sind, ist
weder innerhalb noch zwischen den Arten einheitlich.'®! Gramnegative Bakterien stehen vor
grosseren Herausforderungen bei der Oligonukleotidaufnahme, da die Oligonukleotide durch

. . . 5
zwei Membranen transportiert werden miissen. !
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Dariiber hinaus wurden zwar die molekularen Komponenten, die an der DNA-Aufnahme be-
teiligt sind, bei verschiedenen Arten charakterisiert, aber ihre Interaktion mit DNA und die ge-
nauen Mechanismen hinter der natiirlichen Kompetenz bleiben weiterhin ungeklért. '5* Wihrend
grampositive Bakterien vor diesem Schritt eine zelloberflichengebundene Nuklease zur Spaltung
der DNA nutzen, '3 fehlt ein vergleichbarer Mechanismus bei gramnegativen Bakterien. '°! Fiir
mONSs, die gegeniiber manchen Nukleasen resistenter sein konnen, kénnte das Fehlen einer ef-
fektiven DNA-Fragmentierung jedoch gerade bei Grampositiven ein Problem darstellen, trotz
ihrer vermeintlich “einfacheren” Zellwandstruktur.

Bei vielen grampositiven Bakterien, wie beispielsweise Bacillus, ist die DNA-Aufnahme ein
struktureller und nicht-sequenzspezifischer Prozess.'®® Es ist jedoch bekannt, dass bestimmte
Bakterien bevorzugt unmodifizierte ONs aufnehmen, deren Sequenzen definierten Aufnahme-
Sequenzen entsprechen (die in den Genomen bestimmter Bakterien hiufiger vorkommen). %
Empirische Studien demonstrierten, dass ein konserviertes Motiv von etwa drei bis vier Basen-
paaren erforderlich ist, um die Aufnahme von Oligonukleotiden zu erméglichen. '%°

Dadurch wird das Risiko von adversen Effekten (unerwiinschte Nebenwirkungen die bspw.
Morphologie, Wachstum, Physiologie und Entwicklung) in einer prokaryontischen Zelle mini-
miert. Die Mo6glichkeit, dass mONs anderweitig aufgenommen und eingebaut werden, z.B. durch

Konjugation oder Transduktion, wird weiter in (Abschnitt 6.2.5) diskutiert.

5.5.2 Eukaryonten

Die Aufnahme von mONs in eukaryontische Zellen ist generell ineffizient, wie experimentell im
Fall von PMOs gezeigt wurde. '°® Weitere Abklirungen zu diesem Thema miissen spéter noch in
diesen Bericht aufgenommen werden (z.B. OECD '°7). Im Gegensatz zu Prokaryonten kénnen
eukaryontische Zellen keine freie DNA direkt aufnehmen. Stattdessen muss ein Prozess wie die
Endozytose erfolgen, bei dem die Plasmamembran sich einstiilpt und Vesikel (Endosomen) bil-
det, was die mON-Sequenz vor biomolekularen Prozessen schiitzt. Fluoreszenzbasierte Studien
zeigten jedoch, dass einige mONs, z.B. mit kationischen oder lipophilen Modifikationen von
eukaryotischen Krebszelllinien in unterschiedlichem Masse aufgenommen wurden, !°® wobei die
Aufnahme von moderater bis hin zu effizienter Endozytose schwankte.!® Die Freisetzung eines
im Endosomen eingeschlossenen mONs in das Zellinnere ist jedoch nur bedingt wahrscheinlich.
Allerdings kénnen verschiedene mON-Carriersysteme (Abschnitt 2.3) das Binden der mONs an

Zelloberflichenrezeptoren vereinfachen und somit die Aufnahmewahrscheinlichkeit erhéhen.
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Kapitel 6

Effekte

In diesem Kapitel werden potenziell schidliche Wirkungen von mONs erortert, die im Rah-
men der Umweltrisikoanalyse relevant sein konnten. Aufgrund der komplexen molekularbio-
logischen Interaktionsméglichkeiten von mONs mit zelluldren Nukleinsduren und Proteinen,
sind verschiedene Effekte und verschiedene Wirkmechanismen bekannt. In der Literatur sind
toxische, genotoxische und mutagene Effekte basierend auf verschiedensten Wirkmechanismen
beschrieben worden. Die Erkenntnisse stammen mehrheitlich aus der pharmakologischen und
humanbiologischen Forschung und basieren daher auf Arbeiten mit Zellkulturen und wenigen
Tiermodellen (Ratte, Maus, Affen). Die Humantoxizitdt von mONs ist daher gut beschrieben
und im Rahmen der Zulassungspriifung der Pharmaka umfassend beurteilt worden. Umwelt-
oder Okotoxikologisch orientierte Arbeiten wurden dagegen noch kaum durchgefiihrt.

Wie in Kapitel 3 aufgezeigt, werden wir in unserer Diskussion zwischen sequenzabhéngigen
und sequenzunabhingigen Effekten unterscheiden. Dies erlaubt einerseits die Beriicksichtigung
von Effektkategorien (6ko)toxikologischer Art, die in der Umweltrisikoanalyse von Pharmaka
etabliert sind. Andererseits konnen Effekte berticksichtigt werden, die mit den spezifisch moleku-
larbiologischen Interaktionen von mONs und deren Abbauprodukten in Zusammenhang stehen,
wie sie eher fiir die Risikoanalyse von genetisch modifizierten Organismen (GMO) etabliert wur-
den. Diese Einteilung ist auch im Bezug auf die Beurteilung der Ubertragbarkeit von Erkennt-
nissen auf zukiinftige oder derzeit in Zulassung befindliche mON Pharmaka von Bedeutung.
Wihrend sequenzabhéngige Effekte naturgeméss meist sehr spezifisch sind, da die notwendige
Interaktion mit Zielstrukturen in der Zelle von der exakten Nukleotidsequenz oder der Positio-
nierung der Modifikationen innerhalb des mONs abhéngig ist, sind sequenzunabhéingige Effekte
eher auf mONs die dieselben oder dhnliche Modifikationen enthalten iibertragbar. Andererseits
besteht grundsitzlich die Moglichkeit, sequenzspezifische Interaktionen mit nicht-Zielstrukturen
aufgrund von bioinformatischen Analysen vorherzusagen. Der einfachste Fall wire demnach die
Suche nach komplementiren Sequenzen im Genom von Umweltorganismen, die mit dem ON
oder mON hybridisiern kénnten. %0 Erfahrungen oder Forschungergebnisse zur Effizienz dieses
Ansatzes fehlen aber weitestgehend.

Neben Effekten der intakten mONs werden in der Literatur auch Effekte der monomeren Be-

standteile von mONs, also der Nukleosid- beziehungsweise Nukleotid-Analoga, beschrieben. 6!
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Fiir die Umweltrisikoanalyse ist daher auch das Verhalten der monomeren Abbauprodukte
grundsétzlich zu beriicksichtigen. Die Literatur zu mON-Monomeren umfasst auch Studien zu
Pharmaka die direkt auf Nukleosid- und Nukleotid-Analoga basieren (siehe Abschnitt 6.1.1).
Viele der dort beschriebenen Modifikationen werden in den derzeit zugelassenen mON Pharmaka
nicht verwendet. Angesichts des Fehlens von Forschungsergebnissen zu Effekten in Umweltor-
ganismen haben wir uns entschieden, auch Erkenntnisse zu diesen Modifikationen in Abschnitt
6.1.1 teilweise mit zu beriicksichtigen, um das Effektpotential von mONs moglichst umfassend

zu charakterisieren.

6.1 Sequenzunabhingige Effekte

In diesem Abschnitt behandeln wir Effekte, die nicht von der Nukleotidsequenz abhingig sind
bzw. der dadurch bedingten Sekundéir- oder Tertifirstruktur eines mONs. Bei unmodifizierten
ONs (unmodifizierte einzel- oder doppelstringige DNA und RNA) werden gemeinhin keine
sequenzunabhéngigen toxischen Effekte erwartet. Diese sind in lebenden Zellen stets vorhanden
und kénnen leicht und ohne toxische Abbauprodukte abgebaut werden (siehe Kapitel 5.4). Auch
bei unmodifizierten Nukleosiden und Nukleotiden sind toxische Wirkungen nur bei sehr hohen
Konzentrationen bekannt (z.B. Adenosin'’"). Die hier beschriebenen Effekte gehen also direkt

auf die chemischen Modifikationen der mON bzw. der enthaltenen Monomere zuriick.

6.1.1 Toxizitat und Genotoxizitit

Toxische Effekte von modifizierten Nukleosiden sind in der Literatur héufig beschrieben wor-
den. Humantoxische Wirkungen modifizierter Nukleoside oder Nukleosidanaloga sind vor al-
lem aus ihrer Anwendung in der AIDS-Therapie und anderen antiviralen Medikamenten be-
kannt. 161178179 Die Toxizitdt der antiviralen Nukleosidanaloga basiert in erster Linie auf ihrer
Interaktion mit der mitochondrialen DNA-Polymerase, was dazu fiithrt, dass Nukleosidanalo-
ga wihrend der Reproduktion in die mitochondriale DNA eingebaut werden. Dies wiederum
verursacht einen vorzeitigen Abbruch der DNA-Synthese und letztendlich eine beeintrachtigte
Funktion der Mitochondrien. Die mitochondriale Toxizitét dieser Analoga héingt stark von der
spezifischen Modifikation ab.!%"

Toxische Effekte sind auch von fluorierten Nukleotiden bekannt. 5-Fluorouracil (5-FU), ein
Pyrimidin und Uracil-Analog, ist wegen seiner starken zytotoxischen Wirkung bekannt und fin-
det, mit diversen Modifikationen, in der Krebstherapie Anwendung. Die Wirkung basiert auf der
Storung der DNA- und RNA-Synthese. '8! Die bisher diskutierten, in der Virus- oder Krebsthe-
rapie verwendeten modifizierten Nukleoside und Nukleotide werden jedoch in der Regel nicht in
therapeutische mONs eingebaut.?® Ebenso sind die in therapeutischen ONs verwendeten Modifi-
kationen nicht wie antivirale Pharmaka darauf ausgelegt, mit der DNA- und RNA-Verarbeitung
zu interagieren, und bei einigen Modifikationen, wie PS ist es unwahrscheinlich, dass sie in die

DNA eingebaut werden. 6!

Berman et al. %! diskutieren die Genotoxizitit von mONs und weisen dabei ebenfalls auf
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die potenzielle Genotoxizitdt der Monomere hin, die nachweislich interzelluldr gebildet werden
konnen. Modifizierte Nukleotide kénnen bei der DNA-Synthese in neugebildete DNA eingebaut
werden, was zu verschiedenen Schiaden oder Mutationen an der DNA fiihren kann. Obwohl die
Autoren aufgrund der Eigenschaften der in mON Pharmaka verwendeten Modifikationen diese
Risiken als nur hypothetisch einschéitzen, empfehlen sie Genotoxizitéitstests fiir diese. Solche
Priifungen wiirden auch relevante Daten fiir eine Umweltriskioanalyse liefern.

2’-F-modifizierte Nukleoside, die auch in mONs verwendet werden, weisen je nach der Mo-
difikation an weiteren Strukturelementen unterschiedliche Toxizitét auf, wobei fiir Menschen
bzw. Tiermodelle sichere Varianten bekannt sind.'™ In einigen Studien wurde auch Immunto-
xizitét fiir solche Verbindungen festgestellt. Weitergehende Studien zur Umwelttoxizitét dieser
Verbindungen liegen aber nicht vor.

Grundsétzlich kénnen modifizierte Nukleoside und Nukleotide also erhebliche toxische und
genotoxische Wirkungen aufweisen. Gemiss aktueller Literatur erscheint aber die Toxizitét von
Monomeren typischer mONs gering zu sein. Diese Erkenntnis basiert allerdings im wesentli-
chen auf Studien an Zellkulturen und wenigen Tier-Modellen. Daher kénnen unbeabsichtigte
Wechselwirkungen von monomeren Bestandteilen von mONs mit DNA- oder RNA Polymera-
sen verschiedenster Organismen mit toxischen Auswirkungen nach gegenwirtigem Wissensstand

nicht ausgeschlossen werden.

6.1.2 Sequenzunabhingige Toxizitdt von mONs

mONs mit Riickgrat-Modifikationen kénnen unabhéngig von der Basenfolge toxische Effekte
auslosen. Im Fokus sind hierbei insbesondere PS Modifikationen von verschiedenen zugelassenen
mON-Therapeutika.?*'%? PS-modifizierte mONs interagieren mit diversen Proteinen und einige
dieser Interaktionen kénnen iiber eine Wirkungskaskade toxische Effekte auslosen.?® Obwohl
diese Effekte nicht per se sequenzabhingig sind, kénnen positionsabhéngige Modifikationen diese
toxischen Effekte stark einschriinken oder gar beseitigen.?® Toxische Effekte bei Rhesus-Affen
wurden auf die Komplementaktivierung (ein Mechanismus der Immunantwort) zuriickgefiihrt.
PS Modifikationen kénnen demnach also zu Immuntoxizitét fiihren. 2

Toxizitdt von PS-modifizierten mONs erscheint insgesamt aufgrund der dokumentierten Er-
kenntnisse als ein relevanter Mechanismus sequenzunabhéngiger toxischer Effekte. Die Literatur
beruht auch hier auf Studien an Zellkulturen und Tiermodellen. Spezifische Studien zur Wirkung

auf Umweltorganismen oder zur Umwelttoxizitdt sind nicht bekannt.

6.2 Sequenzabhingige Effekte

Unter sequenzabhéngigen Effekten verstehen wir solche Effekte von ON oder mON, die abhéngig
von der Abfolge der Nukleotide sind und somit vom spezifischen Informationsgehalt der Nukleo-
tidsequenz bestimmt sind oder von dieser beeinflusst werden. Die therapeutische Wirkung von
mON-basierten Therapeutika ist selbst in solchen sequenzabhéingigen Effekten begriindet. Typi-

scherweise beruht diese auf der spezifischen Bindung an Zielstrukturen meist via Hybridisierung
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an zelluldre Nukleinsduren oder im Fall von Apatmeren iiber die Bindung an Proteinstrukturen
(siehe Kapitel 1 und Abbildung 1.1). Neben dem gewiinschten Bindungsverhalten besteht stets
die Moglichkeit, unerwiinschter und unvorhergesehener Interaktionen, inklusive der Auslosung
von Mutationen oder Verdnderungen in der Keimbahn, entweder im behandelten Organismus
selbst (Nebenwirkungen) oder in Nicht-Zielorganismen, die mit den Substanz in der Umwelt
in Kontakt kommen und diese aufnehmen. Im Bereich der sequenzabhéingigen Effekte konnen

wiederum eine Reihe verschiedener Mechanismen unterschieden werden.

6.2.1 (Geno)Toxizitiat von Modifikationen

Fiir die Modifikationen in den aktuell zugelassenen Therapeutika (PS, PMO, 2-F, 2’-MOE,
2-OMe, 5-MC, 5-MU) wurde spezifisch nach Literatur zur Toxizitdt und Genotoxizitit von
Nukleotiden und Oligonukleotiden mit diesen Modifikationen gesucht. Die Ergebnisse der Lite-
raturrecherche sind in Tabelle 6.1 zusammengefasst. Diese (unvollstédndige) Literaturiibersicht
zeigt deutlich, dass die potenziellen Toxizitdt- und Genotoxizitdt-Risiken der Modifikationen
sehr unterschiedlich bewertet werden. Es ist grundsétzlich davon auszugehen, dass diese Be-
wertungen fiir die Human- und Zelltoxizitét sich in der Tendenz auch auf andere Organismen
iibertragen lassen. Insofern kéonnen diese Informationen aus der pharmakologischen Forschung
ein niitzlicher Ausgangspunkt fiir die weitere Umweltrisikobewertung von mON sein, oder sie

konnen der Priorisierung von umwelttoxikologischen Studien dienen.

6.2.2 Sequenzabhingigkeit von toxischen Nebenwirkungen

Es wurde in verschiedenen Studien beobachtet, dass toxische Effekte von mONs sequenzabhéngig
sein kénnen, bzw. von der Positionierung der Modifikationen innerhalb des mONs abhéngig ist.
Croft et al. '% untersuchten in einer umfangreichen Studie die Toxizit:it von 277 Varianten von
PS und 2’-OMe modifizierten Oligonukleotiden auf zwei Krebszelllinien. Die Autoren stellten
dabei fest, dass die Toxizitét eine Sequenzabhéngigkeit zeigte und hohere Toxizitét korrelierte
mit der Bildung von hairpin Strukturen (Sekundérstruktur durch Selbst-Hybridisierung inner-
halb der Oligonukleotide) und mit einem héheren Purin-Gehalt. Shen et al. 1% fanden, dass PS
und 2’-F-modifizierte Gapmere bei Miusen zytotoxische Wirkungen (Hepatoxizitit) aufweisen
und dass die Toxizitét abhéngig von der mON Sequenz ist. Weitere Untersuchungen fiihrten
zu der Annahme, dass die Toxizitdt durch die Bindung des mONs an intrazelluldre Proteine
verursacht wird und nicht auf die Hybridisierung zuriickzufiihren ist. Man kann aus diesen und
dghnlichen Ergebnissen schliessen, dass sequenzabhéngige Effekte von mONs variieren kénnen,
dass diese aber auf komplexe Interaktionen zuriickgefiihrt werden konnen (interne Srukturbil-
dung oder mON-Protein Interaktionen) die wahrscheinlich bioinformatisch schwer vorhersehbar
sind. Die Ubertragbarkeit von Risikoeinschiitzungen zwischen Sequenzvarianten eines mONS ist

jedenfalls nicht, oder nur eingeschrénkt, gegeben.
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6.2.3 Sequenzspezifische off- und non-target Effekte bei Nichtzielorganismen

Gelangen mON Pharmaka in die Umwelt und werden von Umweltorganismen aufgenommen,
kann die spezifische Interaktion des mON Wirkstoffes auch bei diesen Organismen auftreten,
sofern entsprechende homologe zellulédre Zielstrukturen vorhanden sind. Die Wahrscheinlichkeit
solcher Interaktionen nimmt vermutlich tendenziell bei geringerem Verwandschaftsgrad der Or-
ganismen mit dem Zielorganismus (meist Homo sapiens) ab. Dies hingt aber auch mit der
Verbreitung entsprechender genetischer Mechanismen bei anderen Arten und dem Grad der
Konservierung der Gensequenz ab. Bei Schidlingsbekdmpfungsmitteln auf Oligonukleotidba-
sis ist genau dies ein entscheidendes Risiko: Die Aufnahme des Wirkstoffs und die negativen
Auswirkungen auf Nichtzielorganismen, z. B. auf andere Insekten als den zu bekdmpfenden
Schidling (OECD 2020). Die todliche Wirkung des Wirkstoffs kann bei Nichtzielarten eintre-
ten, wenn diese die gleiche oder ein hinreichend &hnliche molekulare Zielstruktur enthalten, was
entweder zu todlichen oder Wachstums-hemmenden Wirkungen fiihrt. '8

Der Hauptunterschied von ON-Pestiziden zu mON Pharmaka ergibt sich aus der Art der An-
wendung und den beabsichtigten Wirkungen. Bei ON-Pestiziden erfolgt die Anwendung direkt in
der Umwelt, der Wirkstoff wird in ausreichender Konzentration verwendet, um den anvisierten
Schiadling zu bekdmpfen, daher werden auch viele andere Organismen einer potenziell wirksamen
Dosis ausgesetzt. Anders verhiilt es sich bei mON Pharmaka, deren Transportwege in die Umwelt
passiver {iber primér den medizinischen Einsatz, und daher sehr viel eingeschréankter sind (siche
Kapitel 4 und 5). Wir erwarten daher eine sehr viel geringere Exposition. Zweitens sind die beab-
sichtigten Wirkungen der Pharmaka natiirlich gerade nicht eine Schédigung des Zielorganismus,
sondern eine gezielter therapeutischer Eingriff durch Ausschaltung (silencing), Regulierung oder
Aktivierung der Genexpression in einem erkrankten Individuum. Oligonukleotid-Pestizide grei-
fen fiir ihre letale Wirkung in zentrale Prozesse des Stoffwechsels ein (z.B. Proteinsynthese), bei
Pharmaka sind es diverse aber allgemein nicht letale Prozesse die beeinflusst werden.

Zusammenfassend ergibt sich das Risiko von mONs fiir Nichtzielorganismen vor allem aus
ihrer potenziellen Aufnahme und spezifischen molekularen Wirkung bei Organismen mit kon-
servierten Zielstrukturen, wobei die Wahrscheinlichkeit mit zunehmendem phylogenetischem
Abstand tendenziell abnimmt, jedoch nicht ausgeschlossen werden kann. Studien, die entspre-
chende Effekte von mON Pharmaka bei Nichtzielorganismen belegen oder ihre Abwesenheit

dokumentieren, wurden nicht gefunden.

6.2.4 Sequenzspezifische Effekte bei Nichtzielorganismen mit komplementiren

Zielstrukturen

Neben dem urspriinglichen Zielgen bzw. der anvisierten Zielsequenz oder Zielstruktur im mensch-
lichen Genom, Transkriptom oder Proteom kénnen mONs grundsétzlich auch mit anderen Ziel-
strukturen (DNA, RNA, Proteine) interagieren, wenn Strukturen existieren, welche Abschnitte
enthalten, die mit dem mON sequenzspezifisch interagieren kénnen. Zum Beispiel kénnen dies
andere Gene oder mRNAS sein, die komplementéire Sequenzen zum mON aufweisen und so fiir

eine Hybridisierung zur Verfiigung stehen. Schon in der therapeutischen Anwendung (also beim
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Patienten) besteht die Moglichkeit, dass zusétzliche Zielstrukturen (z.B. die mRNA anderer
Gene) mit dem mON interagieren (z.B. hybridisieren). Alternativ kann es sich um Proteine
handeln, mit denen das mON aufgrund komplementérer dreidimensionaler Strukturen und Bin-
dungsstellen spezifische Wechselwirkungen eingeht. Diese off-target Effekte sind ein wichtiges
Element der Risikoevaluation fiir mONs. %’ Solche off-target Effekte konnen auch in Nichtziel-
organismen auftreten, wenn ein mON aufgenommen wird. Zur Unterscheidung vom etablierten
Begriff “off-target”schlagen wir vor, diese Effekte als “non-target” Effekte zu bezeichnen. Da
mONs eher kurz sind, Interaktionen auch bei nur teilweisen Sequenziibereinstimmungen moglich

160 yund Modifikationen der mONs zum Teil dafiir entworfen sind die Bindungen an Ziel-

sind,
strukturen zu stabilisieren, muss diese Moglichkeit in Betracht gezogen werden, auch wenn die
Wahrscheinlichkeit im Einzelfall sehr gering sein diirfte. Ob off-target Interaktionen fiir eine
Umweltrisikoanalyse relevant sind, héngt wohl sehr stark davon ab, ob entsprechend hohe Do-
sen bei Organismen in der Umwelt erwartet werden kénnen (d.h. nach Emission, Exposition
und Aufnahme in die Zelle), die entsprechende Wirkungen hervorrufen.

Neben der regulativen Wirkung von mONs sind aber noch andere Interaktionen denkbar,
die zum Beispiel zur Mutagenese fithren. Solche genotoxischen oder mutagenen Effekte sind
moglicherweise schon bei geringeren Expositionen relevant. Angesichts der enormen Sequenz-
vielfalt in der Umwelt diirfte das Potenzial fiir solche Wechselwirkungen bestehen. Das es
grundsétzlich moglich ist, dass solche Interaktionen dann zu negativen Effekten fiihren, zei-
gen die Erkenntnisse zur Induktion von Mutationen oder anderen Effekten, die durch ON und
mON ausgelost werden koénnen. Hier diskutieren wir im folgenden insbesondere den Mechanis-
mus der Triple-Helix Bildung und Mutagenese durch ortsspezifische homologe Rekombination

(site specific homologous recombination).

Sequenzabhingige Effekte durch Triple Helix Bildung

Die Triple-Helix ist eine Nukleinsédurestruktur, bei der ein dritter Strang der DNA oder RNA an
die grosse Furche einer doppelstrangigen DNA-Helix (dsDNA) bindet und so eine dreistrangige
Struktur, eine sogenannte Triplex, bildet (Siehe Abbildung 6.1). Diese Wechselwirkung ist in
der Regel sequenzspezifisch und beruht auf Hoogsteen- oder Reverse-Hoogsteen-Wasserstoft-
briickenbindungen, die sich von den Watson-Crick-Basenpaarungen der normalen dsDNA unter-
scheiden. '®* Verschiedene Motive werden mit der Bildung stabiler Triple-Helixes in Verbindung
gebracht. Die Verwendung von Triple-Helix formende Oligonukleotide (TFO) bedingt das Vor-
handensein von Oligopyrimidin-Oligopurin-Sequenzen in der DNA-Zielsequenz und ist durch
die relativ geringe Stabilitit der Dreifachhelixstruktur (im Vergleich zur Doppelhelix selbst)
beschrankt.

Indem die dreifach-helikale Struktur auf der DNA den Transport von RNA-Polymerasen
blockiert, kénnen entsprechende ON und mON zum gene-silencing eingesetzt werden.'®> TFOs
sind somit eine eigene ON bzw. mON-Wirkstoffklasse. Aus dieser Klasse sind allerdings noch
keine zugelassenen Pharmaka bekannt.?®

Modifikationen sind insofern relevant, als mON wesentlich stabilere Triple-Helix Bindungen
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Abbildung 6.1 Triple-Helix-DNA-Struktur (PDB: 1BWG). Die Abbildung zeigt das Entstehen eines
Triple-Helix durch das Binden eines mONs (pink) and eine vorherrschende doppelstrangige DNA-
Struktur (griin). mONs bilden wesentlich stabilere Triple-Helix-Bindungen als unmodifzierte ONs.
CC BY-SA 4.0 (Wikimedia Commons).

eingehen als unmodifizierte ON. Verschiedene Modifikationen an Basen (z.B. 5-MC), Zucker
(z.B. 2-OMe, LNA) und am Riickgrat (PS, PNA) werden eingesetzt und kénnen erheblich zur
Stabilisierung der Triple-Helix Struktur beitragen.'®® Somit besteht im Zusammenhang mit
Triple-Helix Bildung neben mdoglichen unbeabsichtigten Auswirkungen auf die Genexpression
auch ein Mechanismus fiir sequenzspezifische mutagene Wirkungen von mONs. Diese Modifi-
kationen werden teils auch in aktuell zugelassenen mON genutzt.?® Somit besteht das Poten-
zial, dass auch solche Oligos Triple-Helix Bindungen eingehen kénnen, wenn strukturell pas-
sende Zielstrukturen in einem Genom vorhanden sind. Insofern kann Triple-Helix Bildung ein
moglicher Mechanismus sein, der in Organismen mit entsprechenden Zielsequenzen unbeabsich-

tigte Verdnderungen der Genexpression oder auch Mutationen auslosen konnte.

Induktion von Mutationen durch homologe Rekombination

Grundsétzlich ist homologe Rekombination, also der Einbau einer Fremd-DNA in das Genom
einer Zelle auch mit recht kurzen ON Sequenzen moglich. In FE. coli wurde die Mindestléinge
einer homologen Region zwischen zwei ansonsten nicht homologen zirkuldren Duplexmolekiilen,
die eine Rekombination erméglicht, durch Plasmid-Phagen-Kointegration in vivo gemessen und
auf 20 bis 40 Nukleotidpaare geschiitzt.®® Swingle et al. '®” demonstrierten die RecA (Phagen-
Rekombinase) -unabhéngige Rekombination von ON, wenn auch mit geringer Effizienz und
merken an, dass dieser Mechanismus auch in Archaea und Eukaryonten konserviert ist. Oli-
gonukleotide koénnen in der Genetik fiir die ortsgerichtete Mutagenese in vitro und in vivo

verwendet werden. 8819 Auch diese Verfahren basieren auf homologer Rekombination des
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Oligonukleotids mit dem Genom des Zielorganismus und der Aktivitdt von zelleigenen DNA-
Reparaturmechanismen. Dabei handelt es sich jedoch um gezielte, hochgradig konstruierte in
vitro- oder in vivo Verfahren. Modifikationen kénnen wiederum die Bindung verstédrken und da-
mit die Effizienz der Transformation verbessern, oder spezifisch zur Induktion von Mutationen
beitragen. ' Wang et al. '°!. verwendeten mON mit 20-Fluor-Uridin, 5-Methyl-Deoxy-Cytidin,
2,6-Diaminopurin oder Isodeoxy-Guanosin, um die Erkennung und Reparatur von Fehlpaarun-
gen zu vermeiden. Diese Strategie erhohte die Effizienz des transienten Allel-Ersatzes um das
bis zu 20-fache. Diese Studien belegen grundsétzliche die Moglichkeit, dass mONs auch iiber
homologe Rekombination Mutationen induzieren kénnen.

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass sequenzabhéingige Effekte sehr spezifische In-
teraktionen voraussetzen. Insgesamt erscheint die Wahrscheinlichkeit iiber diese Mechanismen
massgebliche negative Effekte in Umweltorganismen oder Okosystemen auszulésen eher gering,
aber dies ist auch im Gesamtzusammenhang mit einer Bewertung der Eintrége, Persistenz,

Exposition, und Anreicherung zu stellen.

6.2.5 Transformation und Gain-of-Function durch Gentransfer

Gentransfer, d.h. die Weitergabe von genetischer Information an andere Organismen ist eine
wichtige Risikokategorie bei gentherapeutischen Ansétzen, die léngere (kodierende) Sequenzen
beinhalten welche entweder Teil des Wirkmechanismus sind oder als genetische Marker verwen-
det werden (z.B. Antibiotikaresistenzen). Bei manchen Verfahren kénnen kodierende Sequenzen
auch als Elemente eines carriers in das Genom gelangen (z.B. virale DNA, wenn Viren als
carrier verwendet werden). Fiir den horizontalen Gentransfer sind verschiedene Mechanismen
relevant: neben der direkten Aufnahme von DNA aus der Umwelt (moglich unter bestimmten
Bedingungen und in bestimmten Organismen - Kompetenz) und ihrem Einbau (z.B. durch ho-
mologe Rekombination) in das Genom der aufnehmenden Zelle (Transformation) ist auch der
aktive Transfer von Plasmiden (relativ kurze zirkulire DNA) zwischen prokaryontischen Zel-
len relevant (Konjugation). Die homologe Rekombination ist aufgrund der geringen Lénge der
mON Therapeutika und der notwendigen Uberlappung mit der chromosomalen DNA (ca. 15
bp) nicht sehr wahrscheinlich. Weiterhin kann kodierende DNA auch durch Viren bzw. Phagen
iibertragen werden (Transduktion).!??

Diese Mechanismen sind fiir die Risikobewertung bei GMO wichtig.®3 Hier muss unter ande-
rem das Risiko beriicksichtigt werden, dass sich kiinstlich verdnderte Gensequenzen via horizon-
talem Gentransfer auf andere Organismen ausbreiten und dort dem Organismus neue, potenziell
unerwartete Eigenschaften verleihen, mit potenziell negativen Auswirkungen auf Okosysteme
oder im Fall von Krankheitserregern auf die Gesundheit von Menschen, Tieren oder Pflanzen.
Zusammen mit dem neuen Trager der genetischen Funktion konnte sich diese unter Umstédnden
unkontrolliert in der Umwelt ausbreiten. Bei GMO ist natiirlich auch das Risiko der Freiset-
zung des GMO selbst relevant, inklusive des Risikos der unerwiinschten Proliferation dieses

Organismus in der Umwelt. Zu diesen Themen existiert eine umfangreiche Literatur.

Die Sequenzen der mON sind kurz und kodieren nicht fiir Proteinsequenzen bzw. Funktionen
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unabhéngig von der regulativen Wirkung fiir den therapeutischen Zweck. IThre Wirkung liegt
vielmehr in der Interaktion mit Zielmolekiilen in der Zelle des behandelten Organismus. Abgese-
hen von moglicherweise durch mON oder modifizierte Nukleotide induzierte Mutationen (siehe
oben) werden auch keine Verinderungen am Genom des behandelten oder exponierten Organis-
mus verursacht, die ihrerseits durch Gentransfer weiterverbreitet werden kénnten. Selbst fiir den
Fall, dass ein mON sich in ein konjugatives Plasmid oder ein Phagenpartikel inkorporiert, ist
aufgund der nicht vorhandenen Transkribierbarkeit der mON-Sequenz eine Kausalkette zu ne-
gativen Auswirkungen nur schwer vorstellbar. Fiir die hier im Zentrum stehenden kurzkettigen

modifizierten Oligonukleotide sind diese Effektkategorien daher nicht relevant.

6.2.6 Bioinformatische Effektabschitzung

In aktuellen Arbeiten wurden bioinformatische Ansétze zur Abschéitzung des hybridisierungs-
abhéingigen off-target-Risikos von mON-Therapeutika in silico als Teil eines Risikobewertungs-
Workflows vorgeschlagen.'®® Wihrend sich dieser vorgeschlagene Workflow in Abbildung 6.2
auf die Risikobewertung fiir klinische Anwendungen konzentriert und somit die Interaktionen
mit anderen Genen und Zelltypen im menschlichen Korper beriicksichtigt, konnte derselbe An-
satz prinzipiell genutzt werden, um das Nicht-Ziel-Bindungspotenzial in Umweltorganismen zu
bewerten. Im Kern beinhaltet der Ansatz den Abgleich von Oligonukleotid-Sequenzen mit Tran-
skriptomdaten, um Bereiche der Sequenzkomplementaritiit zu identifizieren.'%© Aufgrund der
hohen Rate an falsch-positiven Ergebnissen ist dies am besten mit einer experimentellen Ve-
rifizierung durch RNA-Sequenzierung (RNASeq) vereinbar, um komplementire Sequenzen zu
priorisieren und in silico vorhergesagte off-target-Effekte zu bestétigen (Abb. 6.2). Zusétzliche
Entwicklungen sind jedoch noch erforderlich, um einen solchen Arbeitsablauf in der Umwelt-
Risikobewertung anwenden zu kénnen.

Stop/go decision,
OffT identification Risk assessment OffT management

compound
’
B Cell type In vitro Biological
E> margin Q rOIe

Follow up, clinical
= monitoring |
Untargeted experimental, » e
e \ Do not progress
compound

Abbildung 6.2 Workflow aus Andersson et al.'®? als moglicher Ansatz fiir eine bioinformatisch-
basierte Risikobewertung von sog. hybridisierungsabhingigen off-target effects (OffT).

6.2.7 Vergleich der Effektkategorien von mON mit anderen gentechnischen
Anwendungen

Basierend auf der Diskussion in diesem Kapitel kénnen wir Parallelen und Unterschiede bei

erwartbaren Effekten bzw. Risikobewertung von mONs im Vergleich zu anderen biologischen
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oder gentherapeutischen Risiken zusammenfassen (Tabelle 6.2).

Die Tabelle zeigt zum Beispiel sehr deutlich, dass die Risikokategorien von mON und gen-
verdnderten Organismen (GMO) fundamental, das heisst in den meisten Kategorien, sich un-
terscheiden. Es gibt mehr Gemeinsamkeiten aber ebenfalls noch Unterschiede zu den Effektka-
tegorien von anderen nukleinsiurebasierten Materialien wie z.B. freie Nukleinsduren (z.B. DNA
mit Risikofaktoren wie Genmodifikationen, Antibiotikaresistenzgenen, u.d.), RNA-Vakzinen, In-
vivo Gentherapien, etc. Es erscheint daher sinnvoll, die Risikobeurteilung von mON im Rahmen
einer Umweltvertriglichkeitspriifung, eventuell zusammen mit anderen nicht eigensténdig repli-
kationsfahigen Nukleinsdurebasierten Materialien, auf eine eigene Grundlage zu stellen.

Diese Zusammenstellung zeigt, dass bei mONs erhebliche Unterschiede zur Risikoanalyse
z.B. von GMO, mRNA-Vakzinen (sog. liangere therapeutische NA-Konstrukte) oder Genthe-
rapien (ONs, mONs) in Betracht gezogen werden sollten. Es wird zudem deutlich, dass die
Modifikationen der mON in einigen Effektkategorien neue oder verdnderte Risiken im Vergleich
zu dhnlichen, nicht-modifizierten genetischen Materialien verursachen. Diese Aspekte sollten bei

einer Priifung von mON daher insbesondere beachtet werden.
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Tabelle 6.2 Vergleich verschiedener Effektkategorien mit Relevanz fiir die Risikoanalyse verschiedener genetisch aktiver oder gentechnologischer
Materialien im Vergleich zu mONs. Die Spalte Abschnitt gibt Verweise zu den entsprechenden Kapitel an.

# Effektkategorien GMO Freie unmodifi- Langere ONs mONs Abschnitt
zierte DNA/RNA therapeutische
NA-Konstrukte
Direkte Toxizitit Nein Nein Nein Nein Ja 179,180 6.1.1, 6.2.1,
6.2.2
Negative Auswirkungen auf  Ja Nein Nein Ja Selten oder Nein  6.2.3, 6.2.4
Nicht-Zielorganismen
Funktionale Modifikation Nein Ja Ja Selten '61 Potenziell ver- 6.2.4
via Triple-Helix-Bildung dnderte Stabilitdt
Transfer genetisch kodierter  Ja Ja Potenziell Ja Nein Konnte HGT 6.2.5
Funktionen (veréinderter beeinflussen
Phénotyp)
Funktionaler Gentransfer Ja, falls bakteriell Nein Nein Nein Nein 6.2.5
via Konjugation (Plasmid?)
Gentransfer via Ja, nur bei viraler Nein Ja, bei viraler Nein Nein 6.2.5
Transduktion Ubertragung Ubertragung
Gentransfer via Indirekt Indirekt Ja, recA- Ja, recA- Nein 6.2.5
Transformation abhéngig
Induktion von Mutationen  Nein Selten Nein (mRNA) Ja (Genom-  Jal61:189 6.1.1, 6.2.1,
Editing) 6.2.2
Unkontrollierte Proliferation Ja Nein / selten Nein Nein Nein 6.2.5
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Kapitel 7

Erkenntnisse, Wissensliicken und

Empfehlungen fiir weitere Forschung

7.1

Allgemeine Erkenntnisse

In dieser Studie wurden drei Themenbereiche definiert, mit welchen die konzeptionellen Grund-

lagen fiir die Durchfithrung von Umweltrisikoanalysen von mONs geschaffen werden sollen (Ab-

schnitt 1.1). Diese Themenbereiche umfassen (i) die Analyse der momentan therapeutisch einge-

setzten bzw. potentiell zukiinftig einsetzbaren mONs, sowie (ii) die Beschreibung von Prozessen,

welche die Verteilung, Bioverfiigbarkeit, und Persistenz von mONs in relevanten Umweltkom-

partimenten bestimmen und (iii) moglicherweise zu (6ko)toxikologischen Effekte von mONs auf

Nicht-Zielorganismen fithren kénnen. Die wichtigsten Erkenntnisse in diesen Themenbereichen,

basierend auf welchen wir anschliessend Empfehlungen fiir weiterfithrende Arbeiten machen,

sind wie folgt:

(1)

In den aktuell zugelassenen mON Pharmaka der Kategorien Gapmers, siRNA, SSO und
Aptameren wird eine kleine Zahl von chemischen Modifikationen eingesetzt (Tabelle 2.1).
Diese sieben Modifikationen machen héchstens 11% der in der wissenschaftlichen Litera-
tur vorgeschlagenen Modifikationen aus. Mit der Weiterentwicklung und entsprechender
Zulassung weiterer Pharmaka, ist von einer grosseren strukturellen Vielfalt von mONs zu
rechnen, deren Exposition und Effekte es in Rahmen von Umweltrisikoanalysen zu beur-
teilen gilt. Es ist damit zu rechnen, dass die Anzahl zugelassener therapeutischer mONs in
den néchsten Jahren stark zunehmen wird: allein im Zeitraum dieser Studie (September

2024 - Juni 2025) sind zwei neue Produkte zugelassen worden.

Prozesse, welche fiir Exposition und Effekte von mONs in der aquatischen Umwelt rele-
vant sind, miissen nach deren Sequenzabhingigkeit und -unabhéngigkeit beurteilt werden
(Tabelle 3.1). Deshalb miissen mONs in der Umweltrisikoanalyse sowohl als anthropogene
Chemikalien als auch als genetisches oder genetisch aktives Material im Sinne von GMOs

betrachtet werden. Das Umweltverhalten und die (Oko)Toxikologie von mONs kénnen
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folglich nicht mit bestehenden Evaluationsverfahren der Umweltrisikoanalyse addquat er-

fasst werden.

(3) Eine wissenschaftliche Beschreibung der mON-spezifischen Prozesse, welche die Exposition
und Effekte von mONs in der aquatischen Umwelt bestimmen, fehlen nahezu vollsténdig.
Hier gemachte Abschiatzungen beruhen auf dem bestehendem Verstédndnis fiir natiirliche
Oligonukleotide in der Umwelt sowie einer Eztrapolation fiir chemisch/biologische Konse-
quenzen, welche aus den aktuell eingesetzten chemischen Modifikationen hervorgehen. Fiir

die Beurteilung von Exposition und Effekten impliziert diese Einschrinkungen folgendes:

(a) Diese chemischen Modifikationen in mON betreffen Strukturelemente, welche fiir
Sorption und Transformation relevant sind und kénnen deshalb die Stabilitdt und
Persistenz von mON gegeniiber natiirlichen Oligonukleotiden prinzipiell erhéhen.
Trotzdem ist davon auszugehen, dass Sorption und v.a. enzymatischer Abbau, die

Exposition von mONs in der Umwelt limitiert.

(b) Es ist davon auszugehen, dass mONs zu diversen (6ko)toxikologisch relevanten Ef-
fekten auf Nichtzielorganismen fithren kénnen, die sowohl den Chemikalien- als auch
den GMO-Charakter der mONs widerspiegeln. Ein Vergleich verschiedener Effektka-

tegorien zeigt wie sich mONs von GMOs fundamental unterscheiden (Tabelle 6.2).

(4) Die zu erwartenden Emissionen von mONs aus therapeutischer Anwendungen kénnen
nicht zuverlissig aus ADME FEigenschaften abgeschétzt werden, da diese Studien teilwei-
se sehr grosse Schwankungsbereiche angeben (Tabelle 4.1). Wichtige Faktoren fiir eine
FEmissionsabschiatzung wie die Prisenz von mONs als nackte Nukleotide bzw. in der the-
rapeutischen Verabreichungsform als Konjugate oder mON-vermittelnde Vesikel wurden
hier nicht untersucht. Gleiches gilt fiir die Untersuchungen zum Nachweis von mONs in

der Umwelt, welche wir hier nicht gepriift haben.

7.2 Wissensliicken und Empfehlungen

Unsere Studie offenbart, dass es an wissenschaftlichen Grundlagen und somit auch spezifischen
Informationen zur Emission, Exposition und Effekten von mON in der aquatischen Umwelt
mangelt. Dieses Wissen systematisch zu generieren und zusammenzutragen sollte deshalb ein
vordringliches Ziel von weitergehenden Arbeiten sein, um wissenschaftlich abgestiitzte Aussagen
zum Eintrag, Verhalten und (6ko)toxikologische Effekte vom mONs treffen zu kénnen. Unsere
Beschreibung von Wissensliicken und Empfehlungen folgt deshalb dem Konzept dieses Berichts
und Kapiteln 4 bis 6 und gliedert sich nach Emissionen, Exposition und Effekten (Tabelle 7.1).
Fin zusétzliches und essentielles Element fiir die Beurteilung von mONs ist der analytisch-
quantitative Nachweis von mONs in der Umwelt und deren zeitliche Dynamik in Sorptions- und
Abbauprozessen. Obwohl nicht Teil der Zielsetzung dieser Studie, evaluieren wir hier auch die
aktuell zur Verfiigung stehenden (bio)analytischen Ansétze fiir eine zukiinftige Quantifizierung

von mONs in wéssrigen Medien.
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7.2.1 Emissionen

Die Quantifizierung von mON Emissionen in die Umwelt setzt einerseits Kenntnisse der Ein-
tragspfade und -mengen voraus. Andererseits muss bekannt sein, ob mONs nackt bzw. in der
therapeutisch verwendeten Verabreichungsform (Lipid-Nanopartikel, Vesikel) vorliegen und ob

mONs allenfalls als Sekundarmetabolite oder Transformationsprodukte eingetragen werden.

Die Emissionsabschéiitzung in dieser Studie baute auf vorhandenen Informationen zur the-
rapeutischen Anwendung der mONs auf. Die vorliegenden Daten zum Extrektionsverhalten
aus ADME Eigenschaften zeigen grosse Unsicherheiten und kénnen so interpretiert werden,
dass einzelne Pharmaka den menschlichen Kérper “kaum” (1% der Dosis) bis “vollstdndig”
(99%) verlassen (Tabelle 4.1). Es ist deshalb unklar, welcher Anteil der verabreichten Phar-
maka als Emission in die Umwelt gelangen. Angaben zu Produktionsausbeuten und Produkt-
reinheit (Abschnitt 4.1) legen zudem nahe, Emissionen aus der pharmazeutischen Produktion
als moglichen Eintragspfad zu untersuchen, da mON-&hnliche Zwischen- und Nebenprodukte
anfallen und in Abfallstromen entsorgt werden miissen. Es ist anzunehmen, dass beide Eintrags-
pfade (also aus therapeutischer Anwendung und aus chemisch/biotechnologischer Produktion)
in ARAs erfolgen. Es ist deshalb im Sinne einer Massenflussanalyse zu priifen, welche Men-
gen an mON im therapeutischen Kontext verschrieben bzw. verwendet werden, um angesichts
der unsicheren Kenntnisse der Exkretionsanteile, Gréssenordnungen der in Spitalabwasser ein-
geleiteten Mengen abzuschétzen (Empfehlung 1(a), Tabelle 7.1). Vergleichbare Abschétzungen
sind fiir mON-dhnliche Zwischen- und Nebenprodukte notwendig (Empfehlung 1(b)). Des wei-
teren muss festgestellt werden, welche mON-Anteile in nackter Form bzw. in Carriersystemen
aus der Verabreichung in die Umwelt eingetragen werden (Empfehlung 2). Fiir eine Quantifi-
zierung der in ARAs eingeleiteten Mengen und der Eliminationsleistung von ARAs inklusive
synthetischer Zwischen- und Nebenprodukte miissen mONs und Hauptabbauprodukte analy-
tisch quantifiziert werden kénnen (Empfehlung 3). Solche Abklérungen setzten entsprechende

(bio)analytische Analysemethoden voraus.

7.2.2 Exposition

Auch fiir die generelle Beschreibung der Exposition von mONs gilt es, die relevanten Prozesse
(also Sorption, enzymatischer und chemisch-oxidativer Abbau sowie die Aufnahme in Nicht-
Zielorganismen) erstmalig zu untersuchen. Fiir jeden dieser Prozesse muss der Einfluss der
Verabreichungsform aus therapeutischen Kontext zudem festgestellt werden. Beispiele sind die
Unterscheidung von Sorption bzw. Transport von mON in nackter Form von denjenigem von
Konjugaten und Versikel, eine Retardation des enzymatischen Abbaus aufgrund einer geringe-
ren Verfiigbarkeit von gelosten, nackten mONs in der wéssrigen Phase. Die Empfehlung zur
Untersuchung der Aspekte der Verabreichungsform gilt generell und wird im Folgenden impli-

ziert.
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Tabelle 7.1 Empfehlungen fiir weitere Forschung nach Emissionen, Exposition und Effekten.

Kategorie Nr. Empfehlung

Emissionen 1 Quantifizierung der Massenfliisse (a) von mONs aus therapeutischer
Anwendung sowie (b) mON-&hnliche Zwischen- und Nebenprodukte
aus chemisch/biotechnologischer Produktion in ARAs.

2 Identifikation der mON-Emissionsanteile als nackte mONs Form bzw.
in Carriersystemen fiir die Verabreichung.

3 Quantitativer und experimenteller Nachweis der emittierten mONs in
Ein- und Ausfluss von ARAs

Exposition 4 Experimentelle Studien iiber die Sorption von mONs in experimentel-
len Systemen, welche die Verfahrensschritte und Prozesse in ARAs,
insbesondere der Flockung abbilden.

5 Effektivitéit der vierten Reinigungsstufe in ARAs zur Entfernung der
mONs experimentell zu validieren.

6 Nachweis des enzymatischen Abbaus von mON mittels bekannter Nu-
kleasen unter typischen Umweltbedingungen.

7 Untersuchung der Enzym-Substrat-Spezifitdt des enzymatischen Ab-
baus.

Effekte 8 Erforschung der toxischen und mutagenen Wirkungen von mON auf
Nicht-Zielorganismen und Modellokosysteme.

9 Machbarkeitsstudie iiber die bioinformatische Vorhersage von Wir-
kungen von mON in Umweltorganismen.

Sorption

Aufgrund fehlender Adsorptionsdaten der mONs kann deren Adsorptionsverhalten bisher nur
anhand der existierenden Literatur iiber die Adsorption (ldngerkettiger) Nukleinsduren ohne
chemische Modifikationen abgeschétzt werden. Zukiinftige systematische experimentelle Un-
tersuchungen des Einflusses der chemischen Modifikationen auf die Adsorptionseigenschaften
sind notig fiir ein detaillierteres Verstéindnis und kénnen u.a. in bereits bestehenden Modellsy-
stem mit relevanten Sorbentien wie organisches Material und Mineraloxide untersucht werden
(Empfehlung 4). Die grosste Unsicherheit in der Abschitzungen der Adsorptionseigenschaften
der mONs besteht fiir PMO-modifizierte SSOs, da diese Modifikation die Ladung- und Pola-
ritdtseigenschaften des Riickgrats deutlich veréndern im Vergleich zu natiirlichen Oligonukleo-
tiden.

Fiir das in dieser Studie verwendete Emissionsszenario in ARAs muss gepriift werden, ob
die Adsorption der mONs an Abwasserflocken zu einer Stabilisierung der mONs und damit ein-

hergehenden Verringerungn des enzmatischen Abbaus fithren. Einerseits wiirden so gebundene
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mONs bei der in der Schweiz iiblichen thermischen Verwertung des Klédrschlamms eliminiert.
Andererseits kann ein Teil, gebunden an Restfeststoffe im Kldranlagenauslauf, auf diesem Weg
in natiirliche aquatische Systeme gelangen. Eine Abschétzung der Adsorption von mONs an Ab-
wasserflocken, idealerweise gekoppelt und eine Analyse der damit verbundenen Stabilisierung,

ist daher prioritér.

Chemischer Abbau in ARAs

In der Schweiz werden ARAs mit einer vierten Reinigungsstufe erweitert, um Mikroverunreini-
gungen, die nicht in der biologischen Stufe entfernt wurden, mittels chemischer Oxidationsmittel
und/oder Aktivkohlefilter abzureagieren bzw. zuriickzuhalten. Aufgrund der vorhandenen Lite-
ratur zur chemischen Oxidation natiirlicher Oligonukleotide ist zu erwarten, dass auch mONs in
einem vierten Reinigungsschritt effektiv entfernt werden kénnen. Die Stérke der Adsorption an
Aktivkohlefilter ldsst sich schlecht abschéitzen aufgrund der starken negativen Ladung und daher
guter Wasserloslichkeit der mONs. Wir empfehlen, die Effektivitéit der vierten Reinigungsstufe

zur Entfernung der mONs experimentell zu validieren (Empfehlung 5).

Enzymatischer Abbau
Kiirzlich verdffentlichte Studien zu neuen enzymatischen Synthesewegen von Moody et al.?’
gehodren zu den wenigen, welche die enzymatische Spaltung des Phosphodiester-Riickgrats von
mONs mit den gegenwirtig in Pharmaka verwendeten chemischen Modifikationen (Tabelle 2.1)
explizit nachweisen. Allerdings wurde diese Aktivitéit von Nukleasen der EndoV-Familie unter
spezifischen Laborbedingungen fiir die Synthese gezeigt. Es bleibt daher unklar ob und unter
welchen Bedingungen der enzymatische Abbau von mONs in der Umwelt ablduft und wie das
Abbaupotential von mONs abgeschétzt werden kann. Eine provisorische bioinformatische Ana-
lyse von EndoV-Sequenzen im Rahmen dieser Studie ergab, dass dhnliche Proteinsequenzen in
verschiedenen Umweltproben wie Boden, Oberflichenwasser und Abwasser vorhanden sind. %
Trotz dieser ersten Hinweise auf eine mogliche biologische Abbaubarkeit von mON bedarf
auch dieser Prozess einer grundlegenden, weitergehenden Charakterisierung. Die wichtige Auf-
gaben fiir weitere Forschung ist der Nachweis von enzymatischen Abbau in der Umwelt (Emp-
fehlung 6). Aufgrund der moglichen Enzym-Substrat-Spezifitdt dieses Prozesses bedarf es dazu
einerseits Laborstudien, in welchen die Abbaubarkeit von einzel- und doppelstrangigen mONs
der verschiedenen mON Kategorien mit den typischen Kombinationen von chemischen Mo-
difikationen, wie sie in typischen mON Pharmaka vorkommen, gezeigt wird (Empfehlung 7).
Andererseits gilt es die 6kologischen Randbedingungen fiir den Abbau in der Umwelt zu priifen
z.B. ob bei den zu erwarteten tiefen Konzentration mONs als Phosphat-,'?* Kohlenstoff oder
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Energiequelle*”® genutzt werden.

7.2.3 Effekte

Zur Toxizitéit, Genotoxizitdt und Mutagenizitdt von mON und ihren monomeren Bestandteilen

existiert eine umfangreiche Literatur mit jedoch fast ausschliesslich pharmakologischer Aus-
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richtung (Kapitel 6). Diese Literatur erlaubt einerseits Einblick in die sehr komplexen und
vielfiltigen Effektmechanismen dieser Substanzen. Andererseits wird darin eine ausgeprigte
Wissenliicke in Bezug auf die tatséchlichen Effektrisiken bei der Exposition von Umweltorganis-
men deutlich. Zwar zeigt die Literatur klar auf, dass in der Forschung erhebliche und erfolgreiche
Anstrengungen unternommen wurden, um die toxischen und mutagenen Nebenwirkungen von
mON zu verstehen und diese zu minimieren. Aus humantoxikologischer Sicht und in Bezug auf
Standard-Genotoxizitdtstests sind mON Pharmaka als sicher zu betrachten. Der Blick auf die
Entwicklung der mON zeigt aber auch, dass erhebliche toxische und auch mutagene Effekte mit
mON durchaus moglich sind, die Modifikationen in zugelassenen mON Pharmaka stellen somit
in dieser Hinsicht bereits hochgradig optimierte Produkte dar.

Obwohl dies vermutlich die Wahrscheinlichkeit von negativen Auswirkungen auf Umweltor-
ganismen deutlich verringert, kann man solche nach aktuellem Wissensstand nicht ausschliessen.
Zum einen ergibt sich aus der biologischen, sequenzspezifischen Wirkungsweise der mON die
Moglichkeit von non-target Effekten in anderen Organismen. Obwohl diese Effekte als eher
unwahrscheinlich eingeschétzt werden, sind solche Interaktionen aufgrund der enormen geneti-
schen Diversitéit in Umweltsystemen kaum a priori auszuschliessen. Zum anderen lassen sich
auch spezifische, zum Beispiel durch immunologische Reaktionen hervorgerufene Effekte in Or-
ganismen nicht ausschliessen. Letztlich verlangen Substanzen mit potenziell mutagener Wir-
kung grundsétzlich nach einer sorgfiltigen Evaluierung. Eine weitere Unsicherheit ensteht aus
der Tatsache, dass teilweiser Abbau, Monomerisierung und/oder Modifikationen in der Umwelt
zu aus der pharmakologischen Forschung unbekannten Effekten fithren kénnte. Deshalb sollten
empirische Daten zu diesem Thema erarbeitet werden.

Lisst sich die Exposition von Umweltorganismen aufgrund von Uberlegungen zur Emissions-
abschitzung, Abbaubarkeit, Aufnahme durch Organismen und der daraus resultierenden Ex-
positionsabschétzung nicht grundsétzlich ausschliessen, sollten die existierenden Wissensliicken
im Bezug auf (6ko)toxikologische Wirkungen geschlossen werden (Empfehlung 8). Neben ex-
perimentellen Arbeiten kénnte ergédnzend auch die Erforschung der Machbarkeit einer Risi-
koabschétzung aufgrund bioinformatischer Modellierungen (Abschnitt 6.2.6) interessant sein
(Empfehlung 9).

7.3 (Bio)Analytische Methoden fiir den Nachweis von mONs in
der Umwelt

Der quantitative Nachweis von mONs in der Umwelt wird eine entscheidende Rolle in der
Umweltrisikoanalyse spielen und ist fiir die Umsetzung der in Tabelle 7.1 gemachten Empfeh-
lungen unabdingbar. Aus methodischer Sicht ist dieser Nachweis herausfordernd. Die verschie-
denen chemischen Modifikationen und die eher geringe Linge der Nukleotidsequenz erschweren
herkémmliche polymerasebasierte Nachweismethoden, was entweder eine Weiter- oder Neuent-
wicklung analytischer Ansétze erforderlich macht. In diesem Abschnitt erdrtern wir die Funkti-

onsweise fiinf gingiger Nachweismethoden fiir Oligonukleotid- bzw. Nukleinsduresequenzen und
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gehen auf deren Potential fiir den Nachweis von mONs ein. Wie aus den folgenden Ausfithrungen
hervorgeht, kénnen (bio)analytische Methoden fiir zwei prinzipielle Anwendungen konzipiert
werden. Einerseits fiir die selektive Detektion von mONs in niedrigen Konzentrationen in kom-
plexen Umweltmatrices. Andererseits ist ein nicht-zielgerichtetes Screening (sog. non-target
screening) von strukturell &hnlichen Substanzen, um bekannte und unbekannte mONs sowie ihre
chemischmodifizierten und unmodidifzierte Abbauprodukte zu erfassen. Die Vor- und Nachteile
der (bio)analytische Methoden fiir die Umweltanalyse von mON ist in Tabelle 7.2 zusammen-

gefasst.

7.3.1 Polymerase Chain Reactions

Der Nachweis von natiirlichen Oligonukleotiden in Umweltproben erfolgt hdufig mittels Polyme-
rase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR). Dabei wird eine thermostabile Tag-
Polymerase zusammen mit spezifischen Primern (kurze Nukleotidsequenzen als Startpunkt fiir
die Synthesereaktion) eingesetzt, um die Zielsequenzen wihrend wiederholter Temperaturzy-
klen zu amplifizieren und nachzuweisen. In Kombination mit einer Standardkurve ermdoglicht
dieses Verfahren die quantitative PCR (qPCR), mit der die Kopienzahl pro Reaktion bestimmt
werden kann. qPCR ist fiir Anwendungen in der Umweltanalytik besonders attraktiv, da sie ei-
ne Amplifikation sehr geringer Zielmengen pro Volumen- oder Masseneinheit der Probe erlaubt
und somit die Nachweisgrenze deutlich senkt.

Aufgrund ihrer chemischen Modifikationen und der kurzen Nukleotidsequenz sind mONs nur
bedingt mittels Standard-PCR-Anwendungen nachweisbar. Fiir erfolgreiche PCRs miissen die
gewdhlten Primer, jeweils mit einer Linge von etwa 20 Nukleotiden an die amplifizierte Region
komplementér binden. Effektive PCR-Produkte sind daher oft ldnger als 60 Basenpaare, was
die Lénge der mONs in Pharmaka iibersteigt. Allerdings besteht die Moglichkeit, die Lénge
von mONs vor der PCR zu erhéhen, wie zum Beispiel durch Stem-loop reverse transcription.
Diese Methode wird bei unmodifizierten Oligonukleotiden genutzt'?® und muss fiir mON zu-
ert etablisert werden. Die chemischen Modifikationen beeinflussen das komplementére Binden
der Primer und sie kénnen potentiell die Aktivitdt der Polymerase blockieren. Daher besteht
die Moglichkeit die Zielsequenz in eine unmodifizierte Form mittels chemischen oder bioche-
mischen Ligationstechniken zu {ibertragen. 617 Dieser Ansatz verwendet zwei unmodifizierte
Fragmente, die durch das mON verbunden werden. Dadurch kann eine Ligase das Riickgrat des
Transkripts verbinden, ohne dass eine Polymerase-Aktivitét erforderlich ist. Diese Methoden er-
fordern Anpassungen an Standard-PCR-Protokolle fiir Umweltproben und wurden bisher nicht

mit Proben aus Umweltsystemen getestet.

7.3.2 Sequencing by Synthesis

Sequencing-by-Synthesis (SBS) Verfahren, wie sie von Illumina-Technologien genutzt werden,
folgen einem typischen Arbeitsablauf. Zunichst wird die gesuchte DNA oder RNA isoliert und
mit Adaptern (ein kurzer DNA-RNA-Strang, der an die Enden des ONs angebracht wird) und

Barcodes (kurze einzigartige Sequenzen zur Probenerkennung) versehen. Anschliessend wird die
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Probe auf eine Oligonukleotid-Beschichtung (eine strukturierte Matrix von Molekiilen auf einer
festen Oberfliche, die Hochdurchsatz-Analysen erméglicht) aufgebracht, wo durch Amplifikati-
on Cluster von DNA-Sequenzen entstehen. Diese Cluster enthalten fluoreszenzmarkierte Basen,
deren Fluoreszenz wihrend der Sequenzierung gemessen wird, um die Basenfolge zu bestimmen.
Dieses Verfahren beinhaltet polymerase-gestiitzte Amplifikationsschritte vor der eigentlichen Se-
quenzierung, um das Zielsignal zu verstirken oder Adapter und Barcodes anzubringen. mONs
konnen die Polymerase-Erweiterung storen. Polymerasefreie Vorverarbeitungsmethoden sind
zwar verfiigbar, beruhen jedoch meist auf der Ligation von Adaptern und Barcodes direkt an
die mONs. Dieser Schritt wird durch deren kurze Sequenzlénge zusétzlich erschwert. Zur Detek-
tion bestimmter Modifikationen gibt es Umgehungslosungen, wie die Behandlung mit Bisulfit
zur Erkennung von 5-MC, einem epigenetischen Marker. Diese Methoden sind jedoch nur fiir
ausgewéhlte chemische Modifikationen der mONS geeignet. Dariiber hinaus fiithrt die Cluster-
bildung bei Illumina dazu, dass die final sequenzierte DNA ihre urspriinglichen Modifikationen
verliert.

Alternative Sequenzierungstechnologien, wie das Single-Molecule Real-Time (SMRT')Sequen-
cing von Pacific Biosciences, bieten interessante Alternativen zu klassischen Sequencing-by-

198 Beim SMRT-Sequencing wird die Einbindung fluoreszenzmarkierter,

Synthesis-Verfahren.
phosphatgebundener Nukleotide in Echtzeit verfolgt. Dabei wird die Polymerisationsrate auf-
gezeichnet. Im Vergleich zu einer unverénderten Oligonukleotidsequenz zeigen mONs charakte-
ristische Verzogerungen, die auf ihre chemischen Versinderungen zuriickzufiihren sind.'”” Tech-
nologien wie SMRT gewinnen fiir die Analyse von Oligonukleotiden, welche durch natiirliche
Prozesse wie etwa durch Methylierung modifiziert werden. Fiir aktuelle mONs Pharmaka ist
dieses Verfahren limitiert, da stark modifizierte Nukleotidsequenzen die Polymerase behindern

oder inhibieren koénnen.

7.3.3 Nanopore-based Sequencing

Die Nanopore-Sequenzierungen beruht auf dem Transport einzelner Oligonukleotidsequenzen
durch Enzymkanile (Poren) in biologischen Membranen. Die charakteristischen, nukleotidab-
héngigen Spannungsédnderungen beim Transport von Nukleinsduresequenzen ermoglichen die
direkte Detektions von Modifikationen am Oligonukleotid.?"Y Diese vielversprechende Methode
wurde jedoch noch nicht fiir alle giingigen mON-Modifikationen getestet. Nanopore-Sequenzier-
ungstechnologien bieten insbesondere Vorteile bei der Sequenzierung von lingeren Nukleotid-

ketten und die Anwendbarkeit fiir kurze mONs muss noch gezeigt werden.

7.3.4 Massenspektrometrie

Die am héaufigsten eingesetzte Methode zur Detektion, Quantifizierung und Reinheitspriifung
von modifizierten Oligonukleotiden (mONs) ist die hochauflosende Massenspektrometrie. Da-
bei wird das mON ionisiert und das Masse-zu-Ladungs-Verhéltnis sowohl des Ausgangsions
(Parent-Ion) als auch der Fragmentionen bestimmt, um die Molekiilstruktur zu charakterisieren.

Fortgeschrittene massenspektrometrische Verfahren kénnen mehrere Ionisierungs- und Kollisi-
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onsschritte durchfithren, um einzelne Molekiilbestandteile, einschliesslich spezifischer Modifika-
tionen, gezielt zu analysieren. In der Industrie ist diese Methode weit verbreitet, insbesondere
in der Herstellung und Qualitatskontrolle von mON-Produkten, und sie lédsst sich auf unter-
schiedlichste Anwendungsbereiche anpassen. Die beiden am haufigsten eingesetzten Verfahren
sind; matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight (MALDI-TOF) und electrospray

ionization mass spectrometry (ESI-MS).

Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization-Time of Flight. Die Ionisationsquelle, in
diesem Fall ein Laser, wird gezielt auf das Biomolekiil gerichtet. Das Biomolekiil ionisiert und
die entstehenden Ionen werden in einem elektrischen Feld innerhalb eines Vakuumrdhrchens
entsprechend ihres Masse-zu-Ladungs-Verhéltnisses (m/z) nach ihrer Flugzeit (Time-of-Flight)
getrennt. Die Masse jedes lons wird ermittelt und in einem Massenspektrum dargestellt. Aller-
dings kann ihr Einsatz in Umweltproben eingeschréinkt sein, da Verdnderungen in der Proben-
matrix die Ergebnisse beeinflussen kénnen. Zudem ist die Sensitivitdt begrenzt, so dass geringe
Konzentrationen von mONs in Umweltproben moglicherweise nicht zuverldssig nachgewiesen

werden konnen.

Electrospray lIonization Mass Spectrometry Bei der ESI-MS erfolgt die Ionisierung
durch das Anlegen einer hohen elektrischen Spannung an eine fliissige Probe. Dabei wird die
Probe in einen feinen Nebel geladener Tropfchen tiberfiihrt. Durch fortschreitende Verdampfung
gelangen polare Molekiile in die Gasphase und werden so fiir die massenspektrometrische Analye
zuginglich gemacht. Ahnlich wie bei MALDI-TOF erfolgt anschliessend eine Trennung der To-
nen auf Basis ihres Masse-zu-Ladungs-Verhéltnisses und eine quantitative Auswertung in Form
individueller Massenspektren. ESI-MS erlaubt eine differenzierte Steuerung der Ionisation, etwa
durch sogenannte ,, weiche“ Ionisierung oder die Erzeugung mehrfach geladener Ionen. Der we-
sentliche Vorteil von ESI-MS liegt in der hoheren Empfindlichkeit im Vergleich zu MALDI-TOF.
Allerdings ist ESI-MS bei der Analyse komplexer Mischungen oder von Molekiilen wie mONs,
die mehrere Ladungszustdnde einnehmen konnen, moglicherweise eingeschrénkt. Zudem sind
beide Verfahren auf den Vergleich der erhaltenen Spektren mit bekannten oder vorhergesag-
ten m/z-Datenbanken angewiesen, was die Analyse neuartiger oder stark modifizierter mONs
limitiert.

Zur Unterstiitzung der sog. non-target massenspektrometrischer Methoden werden aktuelle
Datenbanken mit charakteristischen und vorhergesagten Massenspektren gingiger mONs ent-
wickelt. 291 Datenbank-gestiitzte Werkzeuge wie OligoDistiller und SynONIM ermdoglichen eine
Auswertung massenspektrometrischer Rohdaten als Sequenzprofile, ein Ansatz, der an etablier-
te Methoden aus der Proteomik angelehnt ist. Diese Anwendungen werden bislang vor allem
zur Entwicklung und Reinheitspriifung neuer mON-Produkte eingesetzt. Die zugrunde liegen-
den Massenspektren-Bibliotheken lassen sich jedoch potenziell auf die Detektion von mONs
in Umweltproben ausweiten, indem charakteristische Spektren mit Messdaten aus komplexen

Matrices abgeglichen werden.
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7.3.5 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

Ein Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) erkennt Zielsubstanzen durch die Bindungs-
aktivitdt eines Enzyms, insbesondere durch die spezifische Bindung zwischen einem Antikorper
und einem Antigen. Bei einer typischen ELISA-Anwendung wird eine Oberfliche mit einem
Antikorper beschichtet, der das Zielmolekiil, hier ein mON, bindet. Ein zweiter, enzymgekop-
pelter Antikorper ermdéglicht den Bindungsnachweis, indem er als Indikator mit eine messba-
re Farbdnderung oder Lumineszenz, die Interaktion mit dem mONs signalisiert. Diese Inten-
sitdtsinderung wird iiblicherweise photometrisch quantifiziert. ELISA-Assays sind aufgrund ih-
rer Flexibilitdt im Design und ihrer hohen Spezifitdt weit verbreitet und wurden erfolgreich
zur Detektion einer ASOs und siRNA eingesetzt.??? Zur Verbesserung der Sensitivitit wurden
hybridisierungs-basierte ELISA-Methoden entwickelt. Bei diesem Ansatz bindet das mON an
eine markierte Fangsonde, die es vor nachfolgender Nukleasebehandlung schiitzt. Nur Fangson-
den, an die ein mON gebunden ist, werden im anschliessenden ELISA-Assay detektiert.?0%203
Zu den Herausforderungen des ELISA-Ansatzes gehort die geringe Grosse von mONs, wel-
che hiufig die Antikoérperbindung erschwert. Zudem ist die Entwicklung eines spezifischen An-
tikorpers fiir ein bestimmtes mON aufwendig. Die grosse Bandbreite chemischer Modifikationen
von mONSs fiihrt zu einer Vielzahl moglicher Kombinationen, was die Entwicklung effektiver As-
says fiir die Umweltiiberwachung erschwert. Dariiber hinaus kénnen Matrixeffekte in Umwelt-
proben zu hohem Hintergrundsignal und erhohter Nukleaseaktivitét fithren, was die Sensitivitét

und Spezifitdt von ELISA-Assays zusétzlich mindern kann.
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(Fortsetzung von Tabelle 7.2)

Vortelle

Nachteile

e Charakterisierung des Molekiils direkt

iiber Fragmentanalyse

Keine enzymatischen Schritte notwendig —
weniger Bias

Bevorzugt kurze Sequenzen

Detektiert Modifikationen, Abbau und
Mutationen

e Geringe Empfindlichkeit bei komplexen

Probenmatrices

Kein Amplifikationsschritt — niedrige Kon-
zentrationen evtl. nicht nachweisbar

Vergleich mit Referenzspektren nétig fiir
nicht-zielgerichtete Anwendungen

Nachweismethode Grundlage

Massenspektrometrie Fragmentierung
und Analyse ba-
sierend auf m/z
Verhiltnis

ELISA Enzyme Linked
Immunosorbent
Assays

Hohe Sperzifitét fiir das jeweilige mON
Etabliert in klinischen Nachweisverfahren

Anpassbar auf verschiedene mON-

Kategorien

Eingeschriankte Nachweisbarkeit sehr kur-
zer mONs

Begrenzte Skalierbarkeit durch die gezielte
Auslegung des Tests
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Anhang A

mON Datenbank

A.1 Aufbau der Datenbank

Die mON Datenbank ist mit dem Link von Scheidat et al.?® zugginglich und enthlt fiinf works-
heets. In diesem Bericht wird oft auf die ersten zwei, “Modifikationen” und “Pharmaka”; in
Kapitel 2 und 3 verwiesen. Das Worksheet “Modifikationen” (Abb. A.1) enthélt eine Liste
der in der Literatur erwdhnten chemischen Modifikationen, deren Einordnung als Strukturele-
ment geméss Abbildung 2.1 sowie die Zuordnung zu den mON Kategorien (Abschnitt 1.3 und
Abb. 2.8). Das Worksheet “Pharmaka” (Abb. A.2) listet Pharmaka auf, welche fiir klinische
Anwendungen zugelassen wurden sowie einzelne Medikamente, die sich im Zulassungverfahren
befinden. Diese Liste wurde Anfangs Juni 2025 letztmalig aktualisiert. Neben Angaben zur me-
dizinischen Anwendung sind u.a. Typen und Anzahl der chemischen Modifikationen aufgefiihrt,
welche prioritdr zu Beurteilung von Exposition und Effekten beigezogen werden. Siehe dazu
auch Tabelle 2.1. Die weiteren Worksheets enthalten ein Glossar, eine Auswahl von mONs in
der Produktentwicklung sowie eine Referenzliste, mit welcher die Zitationscodes den Orgigiinal-
publikation bzw. Zulassungsdossiers zugeordnet werden koénnen.
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c

Worksheet WatCri Nuclease

resistance

Structure element

affinity
[~ [~

Abbreviation

2"-azido 2"-azido 2'Substitution Ribose no

2'-fluoro 2'-F 2'-Substitution Ribose yes enhanced unvarying
2'-O-methoxyethyl 2'-MOE 2'-Substitution Ribose yes enhanced enhanced
2"-O-allyl 2"-0-Allyl 2'Substitution Ribose no

2'-O-benzyl 2'-0-B 2'-Substitution Ribose no

2'-O-methyl 2'-OMe 2'-Substitution Ribose yes enhanced enhanced
2'-O-methyl-4-pyridine 2'-OMe-Py 2'-Substitution Ribose no
2'-N-adamantylmethylcarbonyl-2'-aminoLNA ADA 2'-Substitution Ribose no

2'-aminoethoxymethyl AEM 2'Substitution Ribose no

2'-deoxy-2"-N,4'-C-ethylene-LNA) AENA 2'-Substitution Ribose no

2'-aminopropyl AP 2'-Substitution Ribose no

2-aminopropoxymethyl APM 2'Substitution Ribose no

2'-cyanoethyl CE 2'-Substitution Ribose no

2',4'-carbocyclic-ENA-locked nucleic acid CENA 2'-Substitution Ribose no

constrained bridged nucleic acid cEt 2'-Substitution Ribose no enhanced enhanced
2',4'-carbocyclic-LNA-locked nucleic acid CLNA 2'-Substitution Ribose no

2-[(N,Ndimethylamino)oxy]ethyl DMAEOE 2'Substitution Ribose no

2'-aminoethyl EA 2'-Substitution Ribose no

ethylene-bridged nucleic acid ENA 2'-Substitution Ribose no

2'-guanidinoethyl GE 2'Substitution Ribose no

4'-C-hydroxymethyl-DNA HM 2'-Substitution Ribose no

locked nucleic acid LNA 2'Substitution Ribose no enhanced NA
2'-0-[2-(methylamino)-2-oxyethyl NMA 2'Substitution Ribose no

oxetane-LNA ox 2'Substitution Ribose no

2"N-pyren-1-ylmethyl-2'-amino-LNA PYR 2'Substitution Ribose no

2-thiothymidine 2-thio-dt Base no NA NA
5-methylcytidine 5-MC Base yes enhanced enhanced
5-methyluridine 5-MU Base yes

5-nitroindole 5-NI Base no

S-triazolylphenyl-thymine 5-Ph-TzT Base no

abasic RNA abasic Base no

C5-thiazole C5-thiazole Base no

2,6-diaminopurine DAP Base no

N-ethylpiperidine 7'-EAAtriazole modified adenine EAA-Trz-Pip-A Base no

5-fluoro-2-deoxyuridine FdU Base no

N6-methyladenosine meA Base no

N-ethylpiperidine 6'-triazole modified adenine NE-(EtPip-Trz)-A Base no

6-phenylpyrrolocytosine PhpC Base no

pseudouridine pseudo Base no

2,4-difluorotoluylribonucleoside rF Base no

boranophosphate BP Phosphodiester no

methoxypropylphosphonate MOP Phosphodiester no

methylphosphonat MP Phosphodiester no

thiophosphoramidat NP Phosphodiester no

phosphonoacetat PACE Phosphodiester no

phosphorothioate PS Phosphodiester yes reduced enhanced

Improved uptake Gapmer

NA

reduced

NA
unvarying

enhanced

n.c. n.c. n.c.
yes yes yes
yes yes (but spare, not yes
n.c. yes n.c.
yes yes yes
n.c. n.c. n.c.
n.c. n.c. n.c.
n.c. n.c. n.c.
n.c. n.c. n.c.
n.c. n.c. n.c.
n.c. yes n.c.
yes n.c. n.c.
yes no yes
n.c. n.c. n.c.
n.c. yes n.c.
n.c. n.c. n.c.
n.c. n.c. n.c.
n.c. n.c. n.c.
yes no yes
n.c. n.c. n.c.
n.c. n.c. n.c.
yes yes no

yes n.c. n.c.
yes n.c. n.c.
n.c. n.c. n.c.
no yes n.c.
no yes n.c.
yes n.c. n.c.
yes can reduce activity no

miRNA

no
yes
yes
no

yes

n.c.
n.c.
n.c.
n.c.
n.c.
n.c.
n.c.
no

n.c.

n.c.
n.c.
n.c.
n.c.
yes

n.c.
n.c.
n.c.
no

n.c.

n.c.
n.c.
yes

Aptamers

n.c.
yes
yes
n.c.

yes

n.c.
n.c.
n.c.
n.c.
n.c.
n.c.
n.c.
no

n.c.

n.c.
n.c.
n.c.
n.c.
no

n.c.
n.c.
n.c.
n.c.
n.c.

n.c.

Abbildung A.1 Ausschnitt aus worksheet “Modifikationen” der mON Datenbank.

n.c.
yes
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Product

Drug availability

Nucleotide information

Inaccessible: Not on the market in EU
(Ongoing: the approval is ong
New product: not in FDA/EMA evaluation

g

SiRNA
Entry Ta Activeingredient 7 v | Trade 3m3mf v [Type Year of PD ¥ JFDA _1 _ EMA 7 v _ Status v | Remarks Strand type | ¥ | RNA/DNA 7 v 7 Lenght (ntin SS_:A w |Sense strand A S 7 Antisense strand (nt)| ¥ JPhosphorothioate | v
1 Alicaforsen Camligo Gapmer Ongoing No No New product - ss DNA 20 - - PS
2 ALN-AT3 Fitusiran SiRNA Ongoing No No New product Availabilityin 2027 ds RNA NA - - -
3 ALN-CC5 Cemdisiran SiRNA Ongoing No No Ongoing In phase2 ds RNA NA NA NA PS
4 Avacincaptad pegol  Izervay [Aptamer 2023 Yes No Inaccessible Uncertainty in clinical benefit ss RNA 39 = - -
5 Casimersen Amondys45 |SSO 2021 Yes No Ongoing - ss DNA 22 - - [
6 Defibrotide Defitelio Gapmer 2016 Yes Yes Accessible g DNA ssand ds DNA 50 - — —
7 Eplontersen Wainzua Gapmer 2023 Yes No Ongoing - ss DNA 20 - - PS
8 Eteplirsen Exondys51 SSO 2016 Yes No Inaccessible Uncertainty in clinical benefit ss DNA 30 - -— —
9 Fomivirsen Vitravene Gapmer 1998 Yes Yes Inaccessible — ss DNA 21 — - PS
10 Givosiran Givlaari SiIRNA 2019 Yes Yes Accessible - ds RNA 43 21 22 PS
11 Golodirsen Vyondys 53 SSO 2019 Yes No Inaccessible Renal toxicity, Ongoing ss RNA 25 - -— —
12 Inclisiran LEQVIO siRNA 2021 Yes Yes Accessible - ds RNA 44 21 23 PS
13 Inotersen Tegsedi Gapmer 2018 Yes Yes Accessible - ss DNA 20 - - PS
14 Lumasiran OXLUMO siRNA 2020 Yes Yes Accessible - ds RNA 44 21 23 PS
15 Mipomersen Kynamro Gapmer 2013 Yes No Inaccessible Uncertainty in clinical benefit ss DNA 20 - - PS
16 Nedosiran Rivfloza SiIRNA 2023 Yes No Ongoing ds RNA 58 36 22 PS
17 Nusinersen Spinraza SSO 2016 Yes Yes Accessible - ss RNA 18 - - PS
18 Patisiran ONPATTRO siRNA 2018 Yes Yes Accessible - ds RNA 40 19 21 —
19 Pegaptanib Macugen [Aptamer 2004 No No Inaccessible - ss RNA 28 - - PS
20 (QP1-1002 Teprasiran siRNA Ongoing No No Inaccessible - ds RNA 38 19 19 —
21 RG6042 Tominersen SSO Ongoing No No Inaccessible - ss DNA 18 — - PS
22 Tivanisiran SYL1001 SiRNA Ongoing No No Inaccessible In phase3 ds RNA 38 19 19 —
23 [ Tofersen Qalsody Gapmer * 2023 Yes Yes Accessible Since 2024 ss RNA-DNA-RNA 20 - - PS
24 Viltolarsen Viltepso SSO 2020 Yes Yes Accessible Orphan drug ss NA 21 - [
25 Volanesorsen Waylivra Gapmer 2019 Yes Yes Accessible Orphan drug ss DNA 20 - PS
26 Vuttrisiran Amvuttra siRNA 2022 Yes No Accessible - ds RNA 43 21 22 PS
[Accessible: On the market in EU JAll base pairsadded  JThis column only refers to SIRNA 1

.2 Ausschnitt aus worksheet “Pharmaka” der mON Datenbank.

Abbildung A
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