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Beschreibung
Technisches Gebiet

[0001] Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf
ein Verfahren zum Isolieren von Gegensinn-Oligonu-
cleotiden von anderen Komponenten einer biologi-
schen Lésung.

Hintergrund

[0002] Biotechnologische Verfahren werden in ei-
nem ansteigenden Ausmal bei der Herstellung von
Proteinen, Peptiden, Nucleinsduren und anderen bi-
ologischen Verbindungen verwendet, fur For-
schungszwecke wie auch um neue Arten von Arznei-
mitteln herzustellen. Aufgrund ihrer Vielseitigkeit und
Empfindlichkeit gegentber den Verbindungen ist
eine Chromatographie oft das bevorzugte Reini-
gungsverfahren in diesem Kontext. Der Begriff Chro-
matographie umfasst eine Familie von nahe ver-
wandten Trennverfahren, die alle auf dem Prinzip ba-
sieren, dass zwei wechselseitig unmischbare Phasen
in Kontakt gebracht werden. Spezieller wird die Ziel-
verbindung in eine mobile Phase eingeleitet, die mit
einer stationaren Phase in Kontakt gebracht wird. Die
Zielverbindung wird dann eine Anzahl von Wechsel-
wirkungen zwischen den stationdren und mobilen
Phasen durchlaufen, wenn sie durch das System
durch die mobile Phase getragen wird. Die Wechsel-
wirkungen nutzen Unterschiede in den physikali-
schen oder chemischen Eigenschaften der Kompo-
nenten in der Probe aus.

[0003] Wechselwirkungen zwischen einer Zielver-
bindung und Metallchelat-bildenden Gruppen, die auf
der stationaren Phase vorhanden sind, werden in ei-
nem chromatographischen Reinigungsverfahren ge-
nutzt, das Adsorptionschromatographie an immobili-
sierten Metallionen (IMAC) genannt wird, auch be-
kannt als Metallchelatbildende Affinitatschromatogra-
phie (MCAC), welche oft fir die Reinigung von Prote-
inen verwendet wird. Das Prinzip hinter IMAC liegt in
der Tatsache, dass viele Ubergangsmetallionen an
Phosphatgruppen und Stickstoffatome koordiniert
sein kénnen, wie in den Aminosauren Histidin, Cy-
stein und Tryptophan, Uber Elektronendonatorgrup-
pen auf den Aminosaure-Seitenketten. Um diese
Wechselwirkung fir chromatographische Zwecke zu
nutzen, muss das Metallion auf einem unldslichen
Trager immobilisiert werden. Dies kann durch Binden
einer Chelat-bildenden Gruppe an die chromatogra-
phische Matrix ausgefuhrt werden. Am wichtigsten
muss, um nutzlich zu sein, das Metall der Wahl eine
héhere Affinitat fir die Matrix als fur die zu reinigen-
den Verbindungen besitzen. Beispiele geeigneter Ko-
ordinationsionen sind Cu(ll), Zn(ll), Ni(ll), Ca(ll),
Co(ll), Mg(ll), Fe(ll), Al(l, Ga(lll), Sc(lll) etc.

[0004] Verschiedene Chelat-bildende Gruppen sind

fur die Verwendung in IMAC bekannt, wie Iminodies-
sigsaure (IDA), die ein dreizahniger Chelator ist, und
Nitrilotriessigsaure (NTA), die ein vierzdhniger Chela-
tor ist. Eine Elution eines IMAC-Harzes wird, was
Proteine betrifft, Ublicherweise durch Addition von
Imidazol ausgefihrt. Alternativ wird eine Elution her-
kdmmlicherweise durch Verringern des pH ausge-
fuhrt.

[0005] Inden letzten Jahren wurde IMAC erfolgreich
fur die Reinigung von Proteinen und Peptiden ver-
wendet, wobei His-Markierungen durch rekombinan-
te Techniken eingeflihrt worden sind, um eine effizi-
ente Reinigung davon durch IMAC zu vereinfachen.
Aus diesem Grund hat IMAC eine wichtigere Rolle in
der Protein- und/oder Peptidherstellung in groRem
MaRstab angenommen. Zusatzlich wurde IMAC auch
bei der Reinigung von phosphorylierten Proteinen
und Peptiden aus tryptischen Proteinverdaus ver-
wendet. Derartige phosphorylierte Proteine und Pep-
tide kdonnen nachfolgend durch ESI/MS/MS analy-
siert werden, um die phosphorylierten Stellen darin
zu bestimmen.

[0006] Ferner wurde wahrend der Zeitspanne, in der
IMAC relativ neu war, deren Nutzung zur Reinigung
verschiedener Verbindungen vorgeschlagen. Zum
Beispiel offenbarten Porath et al. (US-Patent
4,677,027) 1985, wie biologische Makromolekile
und Teilchen unter Verwenden eines Produktes ge-
trennt werden konnen, das aus einer festen Phase
besteht, die immobilisierte Metallionen auf ihrer
Oberflache Uber Metallchelatbindung mit einem Poly-
mer substituiert hat. Die in Betracht gezogenen Bio-
molekile sind Viren und Zellen, aber Polysaccharide,
Proteine und auch Oligonucleotide sind erwahnt. Je-
doch haben seitdem Oligonucleotide aufgrund neue-
rer wissenschaftlicher Erkenntnisse neue Anwendun-
gen gefunden, was wiederum neue Modifikationen
davon nétig macht.

[0007] Ein Beispiel eines neuerdings entwickelten
Gebietes, in dem Oligonucleotide modifiziert werden,
ist die Gegensinn-Technologie im Drug-Discovery.
Gegensinn-Arzneimittel arbeiten auf dem geneti-
schen Level, um den Prozess zu unterbrechen, durch
den krankheitsverursachende Proteine hergestellt
werden. Dies ist mdglich, da gezeigt wurde, dass
Proteine eine zentrale Rolle in nahezu jedem Aspekt
des menschlichen Stoffwechsels spielen. Fast alle
menschlichen Krankheiten sind das Ergebnis einer
unangemessenen Proteinproduktion, oder einer ge-
storten Proteinleistungsfahigkeit. Dies gilt sowohl fur
Wirtskrankheiten, wie Krebs, als auch infektitse
Krankheiten, wie AIDS. Traditionelle Arzneimittel sind
entworfen, um im gesamten Kérper mit Proteinmole-
kilen wechselzuwirken, die Krankheiten unterstiitzen
oder verursachen. Gegensinn-Arzneimittel sind ent-
worfen, um die Produktion von krankheitsverursa-
chenden Proteinen zu inhibieren. Sie kbnnen entwor-
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fen sein, um einen weiten Bereich von Krankheiten
zu behandeln, einschliellich infektidsen, entziindli-
chen und kardiovaskularen Krankheiten und Krebs
und haben das Potential, selektiver, und als ein Er-
gebnis, effektiver und weniger toxisch als traditionelle
Arzneimittel zu sein. Der Mechanismus hinter der Ge-
gensinn-Technologie wurde weitverbreitet beschrie-
ben, siehe z.B. Uhlmann et al. in Antisense Oligonu-
cleotides: A New Therapeutic Principle, Chemical
Reviews, Bd. 90, Nr. 4, Juni 1990. Kurz gesagt, wie
gut bekannt ist, werden wahrend der Transkription
der DNA zu RNA die zwei komplementaren Strange
der DNA teilweise abgewickelt, wodurch der Strang,
der als der Sinn-Strang bekannt ist, sich von dem
Strang trennt, der als Gegensinn-Strang bekannt ist.
Der Gegensinn-Strang wird dann als eine Matrix zum
Transkribieren von Enzymen verwendet, die mRNA
in dem als Transkription bekannten Prozess zusam-
menbauen. Die mMRNA wandert dann in die Zelle, wo
Ribosomen die kodierte Information lesen und Ami-
nosauren zusammenketten, um ein spezifisches Pro-
tein in dem als Translation bekannten Prozess zu bil-
den. Nun sind die Gegensinn-Arzneimittel komple-
mentare Strange kleiner Segmente der mRNA, und
sie kénnen entweder DNA oder RNA sein. Um Ge-
gensinn-Arzneimittel zu erzeugen, werden Nucleoti-
de zusammengebunden in kurzen Ketten, die als Oli-
gonucleotide bekannt sind. Jedes Gegensinn-Arznei-
mittel ist entworfen, um eine spezifische Sequenz
von Nucleotiden in ihrem mRNA-Ziel zu binden, um
die Produktion von Protein zu inhibieren, das durch
die Ziel-mRNA kodiert wird.

[0008] Das Zusammenbinden von Oligonucleotiden
kann in einer beliebigen Art kommerziell erhaltlicher
automatisierter Festphasen-Synthetisierer fir die
Synthese von Oligonucleotiden unter cGMP-Bedin-
gungen fur klinische Studien und kommerzielle Arz-
neimittellieferungen ausgefiihrt werden. In einer der-
artigen Synthese werden die Olignucleotide, wobei
ein Sauerstoffatom der Phosphatgruppe jeder Base
in der nativen Nucleinsaure durch ein Schwefelatom
ausgetauscht wurde, einfach hergestellt. Jedoch ist
ein inharentes Problem bei der Synthese derartiger
zum Thioat gemachter Oligonucleotide, hier bezeich-
net als Gegensinn-Oligonucleotide, die Tatsache,
dass es praktisch unmdglich sein wird, mit einer Aus-
beute von 100 % korrekt phosphorthioierter Oligonu-
cleotide zu arbeiten. Stattdessen wird Ublicherweise
eine Ausbeute im Bereich von ungefahr 70-75 % er-
halten. Demgemal} wird, bevor irgendein Gegen-
sinn-Arzneimittel daraus hergestellt werden kann,
das synthetisierte Produkt eine nachfolgende Reini-
gung erfordern, um eine ausreichende Qualitat si-
cherzustellen.

[0009] Reversphasen-HPLC wird allgemein fir die
Reinigung von Gegensinn-Oligonucleotiden verwen-
det. Jedoch wird die Verwendung von hohen Driicken
generell nicht als vorteilhafte Bedingungen fir diese

Art von Prozess betrachtet, da sie hohe Anforderun-
gen an die verwendete Ausristung stellt und es auch
schwierig und nachfolgend kostenintensiv macht,
den Prozess malistablich zu vergrofRern. Zusatzlich
kdénnen die organischen Losungsmittel, die in dieser
Technologie allgemein verwendet werden, fir einige
Anwendungen unerwunscht sein.

[0010] Deshmukh et al. (Deshmukh, R.R., Miller,
J.E., De Leon, P., Leitch, W.E., Cole, D.L., und
Sanghvi, Y.S. in ,Process Development for Purificati-
on of Therapeutic Antisense Oligonucleotides by An-
ion-Exchange Chromatography", Organic Process
Research & Development 2000, 4, 205-213) be-
schreibt die Entwicklung eines Anionenaus-
tausch-Chromatographieverfahrens zur Reinigung
von  Phosphorthioat-Gegensinn-Oligonucleotiden.
Spezieller wurden 20-mere, die Gegensinn-Inhibito-
ren des Zelladhasionsmolekils ICAM-1 sind, synthe-
tisiert und nachfolgend auf einem Anionenaustau-
scher gereinigt, der funktionelle quaternare Ammoni-
umgruppen auf einer auf Polystyrol basierenden Ma-
trix tragt (Source 15 und Source Q 30, beide von
Amersham Biosciences AB, Uppsala, Schweden).
Die vorteilhafteste Auflésung wird beobachtet flir den
héheren pH-Wert, der fur die Elution getestet wurde,
der pH 11 war. Jedoch muss noch gezeigt werden, ob
ein vollstandig zum Thioat gemachtes 20-mer von ei-
nem 20-mer getrennt werden kann oder nicht, bei
dem einer oder mehrere der Zielsauerstoffe nicht
durch Schwefel substituiert worden ist. So ist die Se-
lektivitat, die mit lonenaustausch fir die Reinigung
von Gegensinn-Oligonucleotiden erhaltlich ist, nicht
vollstandig zufriedenstellend. Zusatzlich ist ein ande-
rer Nachteil, dass eine derartige Reinigung von Ge-
gensinn-Oligonucleotiden durch Anionenaus-
tausch-Chromatographie auch danach einen Schritt
des Entsalzens erfordern wird, was einen weiteren
Prozessschritt und demzufolge héhere Prozesskos-
ten insgesamt beinhaltet.

[0011] Auf gleiche Weise haben Deshmukh et al.
(Deshmukh, R.R., Warner, T.N., Hutchison, F., Mur-
phy, M., Leitch, W.E., De Leon, P., Srivatsa, G.S., Co-
le, D.L., und Sanghvi, Y.S. in ,Large-scale purification
of antisense oligonucleotides by highperformance
membrane adsorber chromatography", Journal of
Chromatography A, 890 (2000) 179-192) eine Reini-
gung von Gegensinn-Oligonucleotiden unter Verwen-
den starker Anionenaustauschmembranen vorge-
schlagen. Jedoch ist, wie in dem oben beschriebenen
Verfahren, die erhaltliche Selektivitat noch nicht voll-
standig zufriedenstellend (ist dies wahr, kdnnen wir
beliebige andere Nachteile/Unterschiede hinzufu-
gen). Zusatzlich fuhrt die Verwendung von Membra-
nen zu einer geringen Kapazitat und daher werden
Membranen groRRer GroéRe fir einen vernunftig effizi-
enten Prozess erforderlich sein. SchlieBlich wird die-
ses Verfahren wie der oben diskutierte Anionenaus-
tausch auch anschlieRend einen Schritt des Entsal-
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zens erfordern.

[0012] WO 99/09045 (Somagenics, Inc.) bezieht
sich auf Gegensinn- und Antigen-Therapeutika mit
verbesserten Bindungseigenschaften und Verfahren
fur ihre Verwendung. Spezieller bezieht sich die Erfin-
dung auf Gegensinn- und Antigen-Oligonucleotide,
die zum topologischen Binden an Zielnucleinsauren
auf eine Weise fahig sind, die die Translations- und
Transkriptions-Inhibitoreigenschaften verbessert. In
einer Ausfihrungsform werden Phosphorthioat-Ana-
loga von Nucleinsauren offenbart, die Schwefel an-
stelle von nicht-briickenbildenden Sauerstoffen, die
an Phosphor gebunden sind, in terminalen und Inter-
nucleotid-Phosphaten besitzen. Diese Modifikation
ist angeblich fahig zu einem starkeren Binden an Me-
tallaffinitats-Chromatographiemedien als die unmodi-
fizierten Aquivalente. Jedoch gibt es keinen Vor-
schlag oder keine Anleitung, dass Metallaffini-
tats-Chromatographie zum Trennen von Oligonucle-
otiden mit einem variierenden Grad der Thioatbildung
nltzlich sein kénnten. Ferner wurden in einer ande-
ren Ausfiihrungsform die Oligonucleotide platiniert.
Derartige platinierte Oligonucleotide werden leicht
von Reaktionsmischungen durch praparative Elektro-
phorese getrennt, oder alternativ durch lonenaus-
tauschsaulen-Chromatographie. Es wird auch vorge-
schlagen, Metallaffinitdts-Chromatographie auf mer-
kurierte Saulen als ein Ein-Schritt-Verfahren der Rei-
nigung von platinierten Oligonucleotiden zu verwen-
den, aber dies ist lediglich ein Vorschlag. Nichts in
diesem Dokument liefert irgendeinen Beweis, dass
eine derartige Reinigung effizient sein oder sogar ar-
beiten wirde, und die Komponenten der ,Reaktions-
mischung" sind nicht definiert.

[0013] So gibt es immer noch einen Bedarf an alter-
nativen Prozeduren zur Reinigung von Gegen-
sinn-Oligonucleotiden, speziell an Verfahren, die
empfindlich genug sind, Gegensinn-Oligonucleotide
unterschiedlichen Thioatbildungs-Grades voneinan-
der zu trennen.

Zusammenfassung der vorliegenden Erfindung

[0014] Eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist
es, ein Verfahren zum Isolieren von Gegensinn-Oli-
gonucleotiden von entsprechenden nicht korrekt syn-
thetisierten Oligonucleotiden und/oder nicht vollstan-
dig zum Thioat gemachten Oligonucleotiden in einer
biologischen Lésung bereit zu stellen. Dies kann er-
reicht werden durch das Verfahren, wie es in den An-
sprichen definiert ist.

[0015] Eine spezifische Aufgabe der Erfindung ist
es, ein Verfahren zum Isolieren von Gegensinn-Oli-
gonucleotiden aus einer biologischen Ldsung bereit
zu stellen, wobei das Verfahren eine verbesserte Se-
lektivitat im Vergleich zu den Verfahren des Stands
der Technik zeigt.

[0016] Eine weitere Aufgabe der Erfindung ist es,
ein Verfahren zum Isolieren von Gegensinn-Oligonu-
cleotiden aus einer biologischen L&ésung bereit zu
stellen, wobei das Verfahren die Notwendigkeit fur or-
ganische Losungsmittel und/oder hohe Driicke im
Vergleich zu Verfahren des Stands der Technik redu-
ziert.

[0017] Eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfin-
dung ist es, ein Verfahren zum |solieren von Gegen-
sinn-Oligonucleotiden aus einer biologischen Lésung
bereit zu stellen, wobei das Verfahren leicht maR3-
stablich vergrofierbar und daher kostengunstiger als
die Verfahren des Stands der Technik ist.

[0018] Andere Aufgaben und Vorteile der vorliegen-
den Erfindung werden sich aus der folgenden detail-
lierten Offenbarung ergeben.

Kurze Beschreibung der Zeichnungen

[0019] Fig. 1 zeigt ein Beispiel eines in voller Lange
sieben-basigen, vollstandig zum Thioat gemachten
Phosphorthioats (a) voller Lange; sein Monophos-
phodiester-Analogon (b) und eine einzelne Deleti-
onssequenz (c).

[0020] Fig. 2 zeigt IMAC unter Verwenden von Fe**
als Metallion, wie beschrieben in Beispiel 1 unten,
und veranschaulicht einen Vergleich der Elution
zweier unterschiedlicher Oligonucleotide mit dersel-
ben Sequenz von Basen.

[0021] Fig. 3 zeigt IMAC unter Verwenden von Zr**
als Metallion, wie beschrieben in Beispiel 2 unten,
und veranschaulicht einen Vergleich der Elution
zweier unterschiedlicher Olignucleotide mit dersel-
ben Sequenz von Basen.

[0022] Fig.4 zeigt ein Beispiel einer effizienten
Trennung eines vollstandig zum Thioat gemachten
(20S)-Oligonucleotids aus einem Oligonucleotid mit
zwei Phosphodiesterbindungen (,2P"), unter Verwen-
den von IMAC.

[0023] Fig. 5 zeigt eine klare Trennung eines voll-
stédndig zum Thioat gemachten (20S)-Oligonucleo-
tids von einem Oligonucleotid mit zwei Phosphodies-
terbindungen (,2P"), unter Verwenden von IMAC,
diesmal durch schrittweise Elution.

Definitionen

[0024] In dieser Beschreibung wird der Begriff ,Oli-
gonucleotid" in seiner herkdmmlichen Bedeutung
verwendet, d.h. um eine Sequenz von Nucleotiden zu
bedeuten, und der Begriff ,Polynucleotid" bezieht
sich auf einer langeren Sequenz von Nucleotiden als
das Oligonucleotid.
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[0025] Der Begriff ,Nucleotid" bedeutet einen Rest,
der aus drei Teilen besteht, ndmlich einem anorgani-
schen Phosphat, einem einfachen Zucker oder ent-
weder einer Purin- oder einer Pyrimidin-Base. In je-
dem Nucleotid sind die drei Teile aneinander in der
Reihenfolge — Phosphat — Zucker — Base gebunden.
In einem Oligonucleotid verbinden Esterbindungen
die Zucker- und Phosphat-Komponenten von be-
nachbarten Nucleotidmonomeren. Da der Zucker
und das Phosphat innerhalb eines Nucleotid-Mono-
mers auch Uber eine Esterbindung gebunden sind, ist
die Zucker-Phosphat-Zucker-Bindung entlang des
Ruckgrats einer Poly- oder Oligonucleotidkette als
eine Phosphodiesterbindung bekannt.

[0026] Der Begriff ,Chromatographie" umfasst chro-
matographische Trennverfahren, die in gepackten
Saulen, in gestreckten oder suspendierten Betten
und auf Membranen ausgefihrt werden.

[0027] Der Begriff ,Harz" bezieht sich auf die feste
Phase, die in der Chromatographie verwendet wird,
d.h. das Adsorbens, das die Zielspezies einfangt. Ein
-Harz" kann in der Form aus pordsen oder nicht-po-
résen kugelférmigen oder im wesentlichen kugelfor-
migen Teilchen, Perlen, wie Perlen flr die Adsorption
im gestreckten Bett, und Monolithen hergestellt wer-
den. Ferner kdnnen durch Vorsehen des Harzes auf
einem Trager Membranen bereit gestellt werden, die
auch fur die Isolierung einer Spezies aus einer Flus-
sigkeit nutzlich sind. Ein Harz ist auch auf diesem Ge-
biet als eine Matrix bekannt.

[0028] Der Begriff ,Adsorption" bedeutet hier das
Binden einer Spezies an einen Liganden oder auf ei-
nem Harz.

[0029] Der Begriff ,Eluent" wird hier in seiner her-
kdmmlichen Bedeutung verwendet, d.h. fur eine L6-
sung, die zum Stéren der Wechselwirkung zwischen
der festen Phase (Harz) und dem Produkt (Zielspezi-
es) und Fordern der selektiven Dissoziation des Pro-
duktes von der festen Phase fahig ist.

[0030] Demzufolge bedeutet der Begriff ,Desorpti-
on", die Wechselwirkung wie oben erklart zu stoéren.
Der Begriff ,,Puffer" oder ,gepufferte Losung" bezieht
sich auf eine Mischung einer Saure und einer Base,
die, wenn sie in einer Lésung vorhanden ist, Ande-
rungen im pH reduziert oder reguliert, die andernfalls
in der Lésung auftreten wirden, wenn Saure oder
Base zugegeben wird.

[0031] Der Begriff ,Isolation" bedeutet hier eine
Trennung von anderen Komponenten und liefert eine
im wesentlichen reine Zielverbindung, wie ein im We-
sentlichen reines Gegensinn-Oligonucleotid.

Detaillierte Beschreibung der Erfindung

[0032] Ein erster Aspekt der vorliegende Erfindung
ist ein Verfahren zum Isolieren von vollstandig zum
Thioat gemachten Einzelstrang-Gegensinn-Oligonu-
cleotiden aus einer biologischen Lésung, umfassend
die Schritte des Inkontaktbringens der biologischen
Lésung mit einem Harz zur Adsorptions-Chromato-
graphie an immobilisierten Metallionen (IMAC) unter
Adsorbieren von Gegensinn-Oligonucleotiden an das
Harz und nachfolgendes Inkontaktbringen des Har-
zes mit einem Eluenten unter Bedingungen, die zu ei-
ner Desorption der Gegensinn-Oligonucleotide von
dem Harz fiuhren, wobei die vollstandig zum Thioat
gemachten Gegensinn-Oligonucleotide von nicht
korrekt zum Thioat gemachten Gegensinn-Oligonuc-
leotiden in der Lésung getrennt werden. So ermdg-
licht die vorliegende Erfindung andere Komponenten
vollstandig zum Thioat gemachter Einzelstrang-Ge-
gensinn-Oligonucleotide einer biologischen Ldsung
zu reinigen, und ermdoglicht daher, die Oligonucleoti-
de in einer wesentlich reinen Form zu erhalten.

[0033] Wie jenen Fachleuten in diesem Gebiet gut
bekannt ist, ist wahrend der Synthese von Gegen-
sinn-Oligonucleotiden, neben Oligonucleotiden einer
nicht korrekten Lange, die haufigste Kontamination
Oligonucleotide, die nicht vollstandig zum Thioat ge-
macht worden sind. DemgemalR genlgt die vorlie-
gende Erfindung einer wichtigen Notwendigkeit bei
der Herstellung von Gegensinn-Oligonucleotiden fir
therapeutische oder andere Anwendungen.

[0034] So nutzt die vorliegende Erfindung nach un-
serer Erkenntnis zum ersten Mal die Wechselwirkung
eines Metalls mit der Rickgrat-Phosphothioat-Grup-
pe einer Nucleinsaure bei der Reinigung von Gegen-
sinn-Oligonucleotiden. Ohne zu wiinschen, die vor-
liegende Erfindung auf irgendwelche spezifischen
Wechselwirkungen zu beschranken, wird auch ange-
nommen, dass die Stickstoffatome einer oder mehre-
rer der Basen Adenin, Guanin, Uracil, Cytosin und
Thymin des Oligonucleotids auch in dieser Bindung
involviert sein kdnnten.

[0035] Im vorliegenden Kontext muss verstanden
werden, dass der Begriff ,vollstdndig" zum Thioat ge-
macht bedeutet, dass in 100% der Phosphat-Riick-
grat-Gruppen, die in einem entsprechenden nativen
Oligonucleotid vorhanden sind, eines der nicht-bri-
ckenbildenden Sauerstoffatome im Phosphatriick-
grat durch ein Schwefelatom ersetzt worden ist.

[0036] Das IMAC-Harz, das in dem vorliegenden
Verfahren verwendet wird, kann ein beliebiges Harz
sein, wie dasjenige, das im Abschnitt ,Hintergrund"
erlautert ist. Kurz gesagt umfassen die Metallche-
lat-bildenden Gruppen zum Beispiel die Iminodies-
sig-(IDA)-Gruppe, die Tris(carboxymethyl)-ethylendi-
amin-(TED)-Gruppe, die N-(Hydroxyethyl)-ethylendi-
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amintriessigsaure-Gruppe und Derivate, wie die
N-(Methyl)- und N-(Hydroxymethyl)-IDA-Gruppen.
Diese Gruppen kénnen an den nattirlichen oder syn-
thetischen polymeren Trager durch aliphatische
Standard-Ether-Bindungen und -reagenzien vernetzt
werden, wie Bisoxiran, Epichlorhydrin  und
1,4-Bis-(2,3-epoxypropoxy)butan. Beispiele natirli-
cher polymerer Tragermaterialien sind z.B. Agarose,
Alignat, Carrageenan, Gelatine etc. Synthetische Po-
lymere kdnnen veranschaulicht werden durch Styrol
oder Derivate, Divinylbenzol, Acrylamid, Acrylatester,
Methacrylatester, Vinylester, Vinylamide etc., gege-
benenfalls vernetzt mit einem beliebigen herkdmmli-
chen Vernetzer wie Divinylbenzol, di- oder polyfunkti-
onelle (Meth)Acrylatester, di- oder polyfunktionelle
(Meth)Acrylamide, Triallylisocyanurat, Divinylamide.
Zur Klarstellung wird in diesem Kontext verstanden,
dass ein IMAC-Harz, wie es im vorliegenden Verfah-
ren verwendet wird, aus einem Trager besteht, an
den chelatierende Gruppen gebunden worden sind,
und mit koordinierenden lonen beladen ist. Beispiele
geeigneter koordinierender Metallionen sind z.B. Al-,
Ce-, Cu-, Co-, Fe-, In-, Ga-, Ge-, Lu-, Ni-, Ru-, Sb-,
Sc-, Sn-, Yc-, Zn-, Zr-, Ta- und Th-lonen. In einer
Ausflhrungsform der Erfindung ist das Metallion Zr**
oder Fe*.

[0037] Gemal der vorliegenden Erfindung stellt die-
se Ausfihrungsform eine starkere Bindung an den
Phosphor der Briicke bereit, als an den entsprechen-
den Schwefel. IMAC-Harze sind auch kommerziell
erhaltlich, wie HiTrap™ Chelating-HP-S&ulen und
Chelating Sepharose™ Fast Flow, beide von
Amersham Biosciences AB, Uppsala, Schweden.

[0038] In diesem Kontext wird verstanden, dass der
Begriff ,Harz" verwendet wird, um Teilchen und Per-
len, wie auch Monolithen und Membranen zu umfas-
sen.

[0039] Die erwlinschten Gegensinn-Oligonucleotide
kénnen von vielen Arten von Komponenten der biolo-
gischen Lésung getrennt werden, wie Proteine oder
nicht korrekt synthetisierte Oligonucleotide, zum
Groliteil abhangig von der Natur der biologischen L6-
sung. So wird in einer Ausfihrungsform die biologi-
sche Lésung von einer automatisierten Synthese von
Gegensinn-Oligonucleotiden bereit gestellt. Daher ist
in dieser Ausfuhrungsform die biologische Lésung
eine Synthesel6ésung. In einer ahnlichen Ausfih-
rungsform ist die biologische Lésung eine Lésung,
bei der die Gegensinn-Oligonucleotide synthetisiert
worden sind unter Verwenden von nicht-automati-
sierten Verfahren. So kann die Synthese in Losung
gemal gut bekannter Verfahren oder in einer beliebi-
gen kommerziell erhaltlichen Art von Ausristung
ausgefihrt werden, wie ein AKTA™ Oligopilot
(Amersham Biosciences AB, Uppsala, Schweden). In
einer anderen Ausfiihrungsform ist die biologische
Lésung ein Serum, wie ein menschliches Serum, und

der Zweck des Verfahrens kann dann sein, die Ge-
gensinn-Oligonucleotide, die darin vorhanden sind,
zu quantifizieren. Diese Ausflihrungsform kann Teil
eines Behandlungsschemas sein, wobei es er-
wlinscht ist, das Vorhandensein des Arzneimittels,
d.h. des Gegensinn-Oligonucleotids im Blut des Pati-
enten zu testen.

[0040] In einer Ausfiihrungsform sind die isolierten
Einzelstrang(ss)-Gegensinn-Oligonucleotide von ei-
ner GroRe im Bereich 10-30 Basen, wie 15-25 Basen
und spezieller 18-21 Basen. In einer spezifischen
Ausfuhrungsform sind die Gegensinn-Oligonucleoti-
de von einer GroRRe im Bereich von ungefahr 18-20
Basen. In einer anderen Ausflihrungsform bestehen
die Gegensinn-Oligonucleotide aus bis zu ungefahr
25 Basen, wie bis zu 20 Basen. In einer noch ande-
ren Ausfihrungsform bestehen die Gegensinn-Oligo-
nucleotide aus mindestens 5 Basen, wie mindestens
ungefahr 10 Basen. Jedoch wird in diesem Kontext
verstanden, da es gut bekannt ist, dass die Art des zu
behandelnden Zustands unter Verwenden der Ge-
gensinn-Technologie die Natur, wie die Basense-
quenz und die Grofie des Gegensinn-Oligonucleotids
entscheiden wird, dass die vorliegende Erfindung
auch kurzere oder langere Oligonucleotide auch um-
fassen wird, falls sie in einem auf der Gegen-
sinn-Technologie basierenden Arzneimittel nutzlich
sind. Derartige Arzneimittel sind bei der Behandlung
sowohl von Wirtskrankheiten, wie Krebs, als auch in-
fektidsen Krankheiten, wie detaillierter im Abschnitt
»Hintergrund" oben diskutiert wurde, nutzlich.

[0041] Jedoch, wie auch im Hintergrund-Abschnitt
oben angegeben, fiuhrt die Synthese von Gegen-
sinn-Oligonucleotiden oft teilweise zu nicht korrekt
synthetisierten Gegensinn-Oligonucleotiden. Die
haufigsten Verunreinigungen in einer biologischen
Lésung, die aus einer derartigen Synthese resultiert,
sind Deletionssequenzen, d.h. Gegensinn-Oligonuc-
leotide, die eine oder mehrere Basen kurzer sind als
das erwiinschte Produkt. Derartige deletierte Oligo-
nucleotide kdnnen beschrieben werden als (n-1)-me-
re, (n-2)-mere, (n-3)-mere etc., wobei n die Anzahl
von Nucleotiden des erwlnschten Produktes voller
Lange bezeichnet. So werden in einer Ausfuhrungs-
form des vorliegenden Verfahrens die vollstandig
zum Thioat gemachten Gegensinn-Oligonucleotide
von nicht korrekt synthetisierten Oligonucleotiden ge-
trennt. Andere Beispiele von nicht korrekt syntheti-
sierten Oligonucleotiden sind Additionssequenzen,
d.h. Gegensinn-Oligonucleotide, die langer sind als
die erwunschten Produkte, und verzweigte Produkte.

[0042] Ein anderes Beispiel von unerwinschten
Komponenten in einer biologischen Ldsung, die aus
einer Gegensinn-Oligonucleotid-Synthese resultie-
ren, ist eine nicht korrekt zum Thioat gemachte Se-
quenz, d.h. nicht vollstdndig zum Thioat gemachte
Oligonucleotide. Wie oben erwahnt, sind diese eine
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der am meisten haufig auftretenden Kontaminationen
in einer Syntheselésung. Die haufigste Form sind Oli-
gonucleotide mit einer oder zwei Bindungen ohne
Thioatbildung. So werden in einer Ausfuhrungsform
des vorliegenden Verfahrens vollstandig zum Thioat
gemachte Gegensinn-Oligonucleotide von nicht kor-
rekt zum Thioat gemachten Gegensinn-Oligonucleo-
tiden getrennt, die 1 bis 5, wie 1 oder 2, Bindungen
ohne Thioatbildung enthalten. Weitere Beispiele von
nicht korrekt zum Thioat gemachten Oligonucleoti-
den sind z.B. 20-mere Oligonucleotide, wobei eine
Phosphodiestergruppe nicht korrekt zum Thioat ge-
macht wurde, und daher werden Oligonucleotide, die
zu ungefahr 95% zum Thioat gemacht worden sind,
von den vollstandig zum Thioat gemachten getrennt.
Auf ahnliche Weise wird ein 19-meres, 18-meres
oder 17-meres Oligonucleotid, bei dem eine Base
nicht korrekt zum Thioat gemacht worden ist, zu un-
gefahr 94% zum Thioat gemacht. Demgemaf wer-
den in einer Ausfiihrungsform die vorliegenden voll-
standig zum Thioat gemachten Gegensinn-Oligonuc-
leotide von Oligonucleotiden getrennt, die zu unge-
fahr 90%, wie ungefahr 94% und bevorzugt ungefahr
95% zum Thioat gemacht sind. In einer anderen Aus-
fuhrungsform werden die vorliegenden vollstandig
zum Thioat gemachten Gegensinn-Oligonucleotide
von Oligonucleotiden getrennt, die zu ungefahr 40%,
bevorzugt zu ungefahr 60%, bevorzugter zu ungefahr
80% und am meisten bevorzugt zu ungefahr 90%
zum Thioat gemacht sind.

[0043] Im Stand der Technik, wenn Proteine
und/oder Peptide isoliert worden sind unter Verwen-
den von IMAC, wurden neutrale Bedingungen oder
solche nahe dem neutralen pH, wie ungefahr 7,5-8,0
genutzt. Die vorliegenden Erfinder haben unerwarte-
ter Weise gefunden, dass, wenn Gegensinn-Oligonu-
cleotide unter Verwenden von IMAC isoliert werden,
ein niedrigerer pH vorteilhafter ist. So werden in einer
Ausfuhrung der vorliegenden Erfindung die Bedin-
gungen fir eine Adsorption durch einen pH-Wert un-
terhalb dem Neutralen definiert. In einer spezifischen
Ausfuhrungsform wird der pH auf unter ungefahr 7
eingestellt, wie ungefahr 5. So kann der pH der biolo-
gischen Lésung beim Kontakt mit dem Harz in einem
Bereich von 0-7, 0-6 oder 0-5 sein. Der pH wird leicht
durch den Fachmann auf diesem Gebiet eingestellt
durch Zugeben eines/einer geeigneten Puffers oder
Saure, wie verdunnte Essigsaure. In einer vorteilhaf-
ten Ausfihrungsform wird der pH auf ungefahr 5,0
eingestellt und der verwendete Puffer ist 15 mM Nat-
riumacetat. Wie leicht erkannt wird, sollte, da Oligo-
nucleotide gegenlber extremen pH-Werten empfind-
lich sind, dafiir gesorgt werden, den pH nicht auf ir-
gendeine Weise einzustellen, die die Gegensinn-Oli-
gonucleotide schadigen kann.

[0044] Die Elution der erwiinschten Gegensinn-Oli-
gonucleotide vom Harz kann ausgefihrt werden ge-
maf Standardverfahren unter Verwenden eines an-

steigenden pH- und/oder Phosphatgradienten, z.B.
unter Verwenden von Kaliumphosphat. Ein veran-
schaulichender Gradient ist wie im experimentellen
Teil unten verwendet, ndmlich ausgehend von dem
pH, der fir die Adsorption verwendet wurde, wie von
0,1 % Essigsaure bis 0,5 M Kaliumphosphat. In einer
alternativen Ausflihrungsform betragt der Gradient
von pH 3,0 bis 0,2 M Kaliumphosphat. Andere gut be-
kannte Salze und Puffer sind auch fir die Elution
nitzlich und der Fachmann kann leicht die angemes-
senen Bedingungen fir die Elution einstellen. Wie
der Fachmann auf diesem Gebiet erkennen wird,
wird die Zugabe von Salz die lonenstarke vergro-
Rern, und daher wird der pH, der die Gegensinn-Oli-
gonucleotide umgibt, sich etwas andern. Jedoch wird
der pH im allgemeinen wahrend der Adsorption der
Gegensinn-Oligonucleotide noch kleiner sein als die
Bedingungen, die zur Verwendung des IMAC fir Pro-
teintrennung bekannt sind.

[0045] In einer spezifischen Ausfliihrungsform um-
fasst das vorliegende Verfahren zusatzlich einen
nachfolgenden Schritt des Glattens der isolierten Ge-
gensinn-Oligonucleotide. Ein derartiges Glatten wird
einfach ausgefuhrt durch den Fachmann in diesem
Gebiet, wie durch Gelffiltration, Detritylierungs-Prazi-
pitation, Entsalzen, Anderung des Puffers etc.

[0046] Sogar obwohl die unten gezeigten Beispiele
einen kleinen Labormalfistab einsetzen, wird verstan-
den, dass der Fachmann auf diesem Gebiet leicht
das vorliegende Verfahren auf eine GroRe malRstab-
lich vergréoRern kann, die in einer Herstellungsfabrik
nitzlich ist. So ist ein Vorteil des vorliegenden Verfah-
rens, dass es weniger kostenintensive Loésungsmittel
und Ausrustung erfordert, als z.B. das zuvor vorge-
schlagene Reversphasen-Chromatogra-
phie(RPC)-Verfahren.

[0047] Ein dritter Aspekt der vorliegenden Erfindung
ist die Verwendung eines Harzes zur Affinitatschro-
matographie an immobilisiertem Metall (IMAC) zur
Isolierung von Gegensinn-Oligonucleotiden aus ent-
sprechenden Oligonucleotiden in einer biologischen
Lésung. Das IMAC-Harz kann sein wie in Bezug auf
das Verfahren gemaR der Erfindung diskutiert wurde,
und die oben diskutierten Betrachtungen kdénnen
auch fur die vorliegende Verwendung gelten.

[0048] SchlieBlich bezieht sich die vorliegende Er-
findung auch auf ein Kit zur Reinigung von vollstandig
zum Thioat gemachten Einzelstrang-Gegensinn-Oli-
gonucleotiden aus einer biologischen Lésung, wobei
das Kit eine Chromatographiesdule umfasst, die mit
einem Harz zur Adsorptionschromatographie an im-
mobilisierte Metallionen (IMAC) gepackt ist, und ge-
schriebenen Instruktionen fur die Trennung der voll-
standig zum Thioat gemachten Oligonucleotide von
nicht vollstdndig zum Thioat gemachten Oligonucleo-
tiden. Das vorliegende Kit kann eine S&ule im Labor-
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malstab oder eine Saule einer GréRe umfassen, die
fur die Produktion von Gegensinn-Oligonucleotiden
im groRen Malstab geeignet ist. Ferner kann das Kit
(einen) Puffer umfassen, der/die zur Elution und ge-
gebenenfalls auch zum Waschen in einer getrennten
Kammer (in getrennten Kammern) geeignet ist.

Detaillierte Beschreibung der Zeichnungen

[0049] Fig. 1 zeigt ein Beispiel eines mit einer vollen
Lange von sieben Basen vollstandig zum Thioat ge-
machten Phosphorthioats (a); sein Monophospho-
diester-Analogon (b) und eine einzelne Deletionsse-
quenz, die zu einem (n-1)-mer (c) fuhrt.

[0050] Fig. 2 zeigt IMAC unter Verwenden von Fe**
als ein Metallion, wie unten in Beispiel 1 beschrieben,
und veranschaulicht einen Vergleich der Elution
zweier unterschiedlicher Oligonucleotide mit dersel-
ben Basensequenz. Die X-Achse zeigt das Retenti-
onsvolumen in ml, wahrend die Y-Achse die UV-Ab-
sorbanz bei 260 nm in mAU zeigt. Eines der Oligonu-
cleotide ist vollstandig zum Thioat gemacht (als 20S
in Fig. 2 bezeichnet), wahrend das andere unmodifi-
ziert ist (als 20P in Eig. 2 bezeichnet). Es zeigt sich
klar, dass das Gegensinn-Oligonucleotid von der
Phosphodiester(nicht modifizierten)-Form von Oligo-
nucleotiden getrennt werden kann, wobei die zum
Thioat gemachte Form als ein relativ schmaler Peak
bei 7,3 ml eluiert wird, vor der unmodifizierten Form.
Die zwei kleinen Peaks, die friih im Chromatogramm
eluierten, sind vermutlich Synthese-bezogen, und
werden durch Verunreinigungen in der Probe verur-
sacht, die keinerlei Phosphothioate oder Phospho-
diester-Gruppen enthalten.

[0051] Fig. 3 zeigt IMAC unter Verwenden von Zr?*
als ein Metallion, wie unten in Beispiel 2 beschrieben,
und veranschaulicht einen Vergleich der Elution
zweier unterschiedlicher Oligonucleotide mit dersel-
ben Basensequenz. Die X- und Y-Achsen sind wie
oben beschrieben. Eines der Olignucleotide ist voll-
standig zum Thioat gemacht (als 20S in Fig. 3 be-
zeichnet), wahrend das andere unmodifiziert ist (als
20P in Fig. 3 bezeichnet). Es zeigt sich klar, dass das
Gegensinn-Oligonucleotid von der Phosphodies-
ter(nicht modifizierten)-Form der Oligonucleotide ge-
trennt werden kann, wobei die zum Thioat gemachte
Form wieder als ein relativ schmaler Peak bei unge-
fahr 9,4 ml eluiert wird vor der unmodifizierten Form.
Die zwei kleinen Peaks, die vorher im Chromato-
gramm eluierten, werden wie oben fir Fig. 2 erklart.
Ein Vergleich der Fig. 2 und Fig. 3 zeigt eine starkere
Affinitat der Oligonucleotide fur das Zr-lon als fur das
Fe-lon, jedoch wird angemerkt, dass die verwende-
ten Bedingungen nicht optimiert worden sind.

[0052] Fig.4 zeigt ein Beispiel einer effizienten
Trennung zweier Oligonucleotide mit derselben Se-
quenz, wie im Detail in Beispiel 3 beschrieben. Spe-

zifischer zeigt diese Zeichnung, dass es durchaus
moglich ist, ein vollstdndig zum Thioat gemachtes
(,2P")-Oligonucleotid von einem Oligonucleotid mit
zwei Phosphodiesterbindungen (,2P") unter Verwen-
den von IMAC zu trennen. Die Peaks sind klar ge-
trennt im Chromatogramm. Fiir die Elution wurde ein
linearer 10 CV-Gradient von 15 mM Natriumacetat
bis 0,2 M Kaliumphosphat verwendet.

[0053] Fig. 5 zeigt wieder eine klare Trennung zwei-
er Oligonucleotide mit derselben Sequenz wie in Bei-
spiel 4 beschrieben. Spezifischer zeigt diese Zeich-
nung eine vollstdndige Basislinien-Auflosung der
Peaks entsprechend einem vollstandig zum Thioat
gemachten Oligonucleotid (20S) von jedem eines
Oligonucleotids mit zwei Phosphodiesterbindungen
(,2P"). So zeigt die vorliegende Erfindung, dass es
moglich ist, ein vollstdndig zum Thioat gemachtes
Oligonucleotid von einem Oligonucleotid mit zwei
Phosphodiesterbindungen unter Verwenden von
IMAC und schrittweiser Elution zu trennen. Fir die
Elution wurde ein Schritt-Gradient verwendet: Schritt
1 war bei 0,1 M Kaliumphosphat und Schritt 2 bei 0,2
M Kaliumphosphat. Die in den Beispielen 3 und 4 er-
haltenen Ergebnisse, wie dargestellt in den Eig. 4
und Fig. 5, liefern den Nachweis, der eine wesentli-
che Wichtigkeit der Phosphonat-Gruppen in der vor-
liegende Bindung stitzt, nicht der Basen. Daher wi-
derspricht dies demjenigen, das in der oben diskutier-
ten WO 99/09045 angezeigt wurde, wo behauptet
wurde, dass ein hoherer Grad der Thioatbildung ein
starkeres Binden an das IMAC-Harz ergeben wurde.

Experimenteller Teil

[0054] Die vorliegenden Beispiele sind nur fir ver-
anschaulichende Zwecke vorgesehen und sollten
nicht als den Umfang der vorliegenden Erfindung, wie
er durch die beigefiigten Anspriiche definiert ist, be-
schrankend betrachtet werden. Alle unten und ir-
gendwo in der vorliegenden Beschreibung angege-
benen Literaturstellen sind hierdurch durch Bezug-
nahme enthalten.

Beispiel 1: Reinigung eines Einzelstrang-Gegen-
sinn-Oligonucleotids durch IMAC unter Verwenden
von Fe** als Metallion.

[0055] Die in dieser Studie verwendeten Oligonuc-
leotide waren 20-mere mit der Sequenz GGC CAA
GCT GGC ATC CGT CA. Zwei unterschiedliche Oli-
gonucleotide wurden verwendet, eines vollstandig
zum Thioat gemacht und das andere ohne irgendeine
Modifikation (Phosphodiester-Form).

[0056] Fir die Studie wurde eine kleine IMAC-Saule
mit einer IDA-Chemie, die HiTrap™ Chela-
ting-HP-Saule (1 ml Volumen) (erhaltlich von
Amersham Biosciences AB, Uppsala, Schweden,
Prod. # 17-0408-01) verwendet.
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[0057] Die in diesem Beispiel verwendeten LO-
sungsmittel/Puffer sind fir IMAC ziemlich unublich.
Als bindender ,Puffer" wurde eine Lésung von 0,1 %
Essigsaure in Wasser verwendet. Die Elution wurde
mit einem 10-Column-Volume-Lineargradienten von
0,1 % Essigsaure in Wasser bis 0,05 M Kaliumphos-
phat erreicht. Jedoch wird angemerkt, dass diese Be-
dingungen nicht optimiert waren, weder zum Binden
(Adsorption), noch fir die Elution.

[0058] Die FlieRgeschwindigkeit des Eluenten be-
trug 1 ml/min und die Detektion wurde mit UV bei 260
nm durchgefuhrt.

[0059] So wurde Fe** getestet und als ein Metallion
im Verfahren gemal der Erfindung nutzlich befun-
den. Die Ergebnisse dieses Beispiels sind wie in

Fig. 2 gezeigt.

Beispiel 2: Reinigung von Einzelstrang-Gegen-
sinn-Oligonucleotiden durch IMAC unter Verwenden
von Zr* als Metallion

[0060] Die in dieser Studie verwendeten Oligonuc-
leotide waren die 20-mere, die in Beispiel 1 beschrie-
ben wurden. Fiur die Studie wurde eine kleine
IMAC-Saule mit IDA-Chemie, die HiTrap™ Chela-
ting-HP-Séaule (1 ml Volumen) (erhaltlich von
Amersham Biosciences AB, Uppsala, Schweden,
Prod. # 17-0408-01) verwendet.

[0061] Indiesem Beispiel war der bindende ,Puffer",
wie in Beispiel 1, eine Lésung von 0,1 % Essigsaure
in Wasser. Die Elution wurde hier mit einem 10-Co-
lumn-Volume-Lineargradienten von 0,1 Essigsaure in
Wasser bis 0,2 M Kaliumphosphat erreicht. Jedoch
wird angemerkt, dass diese Bedingungen auch nicht
optimiert waren.

[0062] Die FlieRgeschwindigeit des Eluenten betrug
1 ml/min und die Detektion wurde mit UV bei 260 nm
durchgefiihrt.

[0063] So wurde Zr* getestet und als ein Metallion
im Verfahren gemal der Erfindung nutzlich befun-
den. Die Ergebnisse dieses Beispiels sind in Fig. 3
gezeigt.

Beispiel 3: Reinigung synthetischer (Gegensinn-)Oli-
gonucleotide von nicht vollstdndig zum Thioat ge-
machten Oligonucleotiden durch IMAC. Elution durch
Lineargradienten

[0064] Dieses Beispiel zeigt, dass das Verfahren
gemal der vorliegenden Erfindung zum Trennen voll-
standig zum Thioat gemachter Oligonucleotide von
nur teilweise zum Thioat gemachten Oligonucleoti-
den fahig ist.

[0065] Die in dieser Studie verwendeten Oligonuc-

leotide waren 20-mere mit der Sequenz GCC CAA
GCT GGC ATC CGT CA. Zwei unterschiedliche Oli-
gonucleotide wurden verwendet, eines vollstandig
zum Thioat gemacht und eines mit zwei der Bindun-
gen ohne Modifikation (Phosphodiester-Form). Die
Phosphodiesterbindungen befanden sich an der Po-
sition 10 bzw. 15 (definiert vom 5'-Ende).

[0066] Fr die Studie wurde eine kleine IMAC-Saule
mit IDA-Chemie, die HiTrap™ Chelating-HP-Saule (1
ml Volumen) (Amersham Biosciences AB, Uppsala,
Schweden, Prod. # 17-0408-01) verwendet. Zr?* war
das studierte Metallion.

[0067] Die hier verwendeten Lésungsmittel und Puf-
fer sind fur IMAC ziemlich untblich. Als bindender
Puffer wurde 15 mM Natriumacetat verwendet und
der pH betrug 5,0. Die Elution wurde durch Kalium-
phosphat, 0,2 M, pH 6,5 erreicht. Die Flie3geschwin-
digkeit betrug 1 ml/min und die Detektion wurde mit
UV bei 260 nm durchgefihrt.

[0068] Die Ergebnisse sind in Fig. 4 gezeigt, die
auch einen Vergleich zwischen dem vollstandig zum
Thioat gemachten (20S) und dem Oligonucleotid mit
zwei Phosphodiesterbindungen (,2P") bereit stellt.

Beispiel 4: Reinigung synthetischer (Gegensinn-)Oli-
gonucleotide von nicht vollstdndig zum Thioat ge-
machten Oligonucleotiden durch IMAC, Elution durch
Schrittgradienten

[0069] Dies ist ein zweites Beispiel, das veran-
schaulicht, wie das Verfahren gemaf der vorliegen-
den Erfindung zum Trennen vollstadndig zum Thioat
gemachter Oligonucleotide von teilweise zum Thioat
gemachten Oligonucleotiden fahig ist. Die Ausgangs-
materialien und Instrumente waren wie oben in Bei-
spiel 3, der Puffer ist 15 mM Natriumacetat, pH 5,0,
und in diesem Beispiel wird die Elution durch einen
Schrittgradienten durchgefiihrt. Der erste Schritt ist 2
CV bei 0,1 M Kaliumphosphat und der zweite Schritt
ist mit 2 CV bei 0,2 M Kaliumphosphat. Die Ergebnis-
se sind in Fig. 5 bereit gestellt, die eine Trennung ei-
ner Mischung zweier Oligonucleotide zeigt, ein voll-
standig zum Thioat gemachtes (20S) und ein Oligo-
nucleotid mit zwei Phosphodiesterbindungen (,2P").

Patentanspriiche

1. Verfahren zum Isolieren von vollstandig zum
Thioat gemachten Einzelstrang-Gegensinn-Oligonu-
cleotiden aus einer biologischen Losung, wobei das
Verfahren umfasst die Schritte des Inkontaktbringens
der biologischen Lésung mit einem Harz zur Adsorp-
tionschromatographie an immobilisierten Metallionen
(IMAC) unter Adsorbieren von Gegensinn-Oligonuc-
leotiden an das Harz und nachfolgendes Inkontakt-
bringen des Harzes mit einem Eluenten unter Bedin-
gungen, die zu einer Desorption der Gegensinn-Oli-
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gonucleotide von dem Harz fiihren, wobei die voll-
standig zum Thioat gemachten Gegensinn-Oligonuc-
leotide von nicht korrekt zum Thioat gemachten Ge-
gensinn-Oligonucleotiden in der Loésung getrennt
werden.

2. Verfahren nach Anspruch 1, bei dem die biolo-
gische LOsung aus einer Synthese von Gegen-
sinn-Oligonucleotiden resultiert.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, bei dem
vollstandig zum Thioat gemachte Gegensinn-Oligo-
nucleotide von nicht korrekt synthetisierten Oligonuc-
leotiden getrennt werden.

4. Verfahren nach einem der vorstehenden An-
spriche, bei dem vollstandig zum Thioat gemachte
Gegensinn-Oligonucleotide von nicht korrekt zum
Thioat gemachten Gegensinn-Oligonucleotiden ge-
trennt werden, die 1-5, wie 1 oder 2, Bindungen ohne
Thioatbildung enthalten.

5. Verfahren nach einem der vorstehenden An-
spriiche, bei dem das Metallion Zr** oder Fe®" ist.

6. Verfahren nach einem der vorstehenden An-
spriche, bei dem die Gegensinn-Oligonucleotide
eine GroRe im Bereich von 5-30, und bevorzugt
15-25, Basenpaaren haben.

7. Verfahren nach einem der vorstehenden An-
spriche, bei dem der pH-Wert der biologischen L&-
sung wahrend der Adsorption von Gegensinn-Oligo-
nucleotiden unter ungefahr 7 liegt.

8. Verfahren nach einem der vorstehenden An-
spruche, das zusatzlich einen nachfolgenden Schritt
des Glattens der isolierten Gegensinn-Oligonucleoti-
de umfasst.

9. Verwendung eines Harzes zur Adsorptions-
chromatographie an immobilisierten Metallionen
(IMAC) zum Isolieren von vollstadndig zum Thioat ge-
machten Einzelstrang-Gegensinn-Oligonucleotiden
von nicht korrekt zum Thioat gemachten Gegen-
sinn-Oligonucleotiden in einer biologischen Lésung.

Es folgen 5 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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