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(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft das Gebiet der Behandlung von Hepatitis-Infektionen bzw. Hepatitis-Erkrankun-
gen, insbesondere von Hepatitis Typ C. Insbesondere ist Gegenstand der vorliegenden Ertindung die Verwendung eines Inhibitors
und/oder Repressors eines mit der Vermehrung und/oder Replikation von Hepatitis-Viren, insbesondere Hepatitis-C-Viren, im
Zusammenhang stehenden Nukleinsduremolekiils, insbesondere Gens, zur Herstellung eines Arzneimittels zur prophylaktischen
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Neue Therapeutika fiir die Hepatitis-Therapie

Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung von Substanzen, insbe-
sondere in Form von Inhibitoren bzw. Repressoren, welche die Genaktivitét
eines mit der Vermehrung bzw. Replikation von Hepatitis- Viren, insbesondere
Hepatitis-C-Viren, im Zusammenhang stehenden Gens zu regulieren imstande
sind, im Bereich der Diagnostik und Therapie von Hepatitis, insbesondere
Hepatitis Typ C. Bei dem mit der Vermehrung bzw. Replikation von Hepati-
tis-C-Viren im Zusammenhang stehenden Gen handelt es sich vorzugsweise
um das humane interferonstimulierte Gen ISG15.

Weiterhin betrifft die vorliegende Erfindung die Verwendung einer die Gen-
aktivitit eines mit der Vermehrung bzw. Replikation von Hepatitis-Viren, ins-
besondere Hepatitis-C-Viren, im Zusammenhang stehenden Gens unterbin-
denden bzw. inhibierenden oder zumindest herabsetzenden Substanz, insbe-
sondere Inhibitors bzw. Repressors, zur Herstellung eines Medikamentes bzw.
Arzneimittels zur prophylaktischen bzw. kurativen Behandlung von Hepatitis,
insbesondere Hepatitis Typ C.

Dariiber hinaus betrifft die vorliegende Erfindung die Verwendung eines in-
terferonstimulierten Gens, insbesondere ISG15, zur Auffindung bzw. Bereit-
stellung eines Arzneimittels zur prophylaktischen bzw. kurativen Behandlung
von Hepatitis, insbesondere Hepatitis Typ C, und/oder zur Vorhersage von in-
dividuellen Arzneimittelwirkungen und/oder zur Vorhersage von Nebenwir-
kungen bzw. des Ansprechens von Arzneimitteln.

Dariiber hinaus betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur Identifi-
zierung von Substanzen, insbesondere Inhibitoren bzw. Repressoren, welche
die Genaktivitit eines interferonstimulierten, insbesondere im Zusammenhang
mit der Vermehrung bzw. Replikation von Hepatitis-Viren, insbesondere He-
patitis-C-Viren, stehenden Gens, vorzugsweise ISG15, regulieren bzw. ein
Verfahren zur Identifizierung von Substanzen, welche die Aktivitit der ent-
sprechenden Genprodukte bzw. von mit dem Gen im Zusammenhang stehen-
den Produkten regulieren. Des weiteren betrifft die vorliegende Erfindung ein

ERSATZBLATT (REGEL 26)
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Verfahren zur Verbesserung der pharmakologischen Eigenschaften dieser
Substanzen.

SchlieBlich betrifft die vorliegende Erfindung eine pharmazeutische Zusam-
mensetzung, welche zumindest eine auf Basis der erfindungsgeméaBen Verfah-
ren aufgefundene pharmakologisch aktive Substanz, insbesondere Inhibitor
bzw. Repressor, enthilt, wobei die Substanz die Genaktivitit eines mit der
Vermehrung bzw. Replikation von Hepatitis-C-Viren im Zusammenhang ste-
henden Gens beeinfluBit, insbesondere hemmt bzw. inhibiert; zudem betrifft
die vorliegende Erfindung eine pharmazeutische Zusammensetzung, vor-
zugsweise flir die prophylaktische oder therapeutische Behandlung von Hepa-
titis-C-Erkrankungen, welche in wirksamen, insbesondere pharmazeutisch
wirksamen Mengen mindestens eine siRNA enthiilt.

Die chronische Infektion mit dem Hepatitis-C-Virus (HCV) ist mit weltweit
etwa 170 Millionen Infizierten ein globales Gesundheitsproblem. Bei einer
Chronifizierungsrate von etwa 80 % stellt die Hepatitis Typ C eine der Haupt-
ursachen fiir Hepatitis, Leberzirrhose und Leberzellkarzinome dar.

Das Hepatitis-C-Virus gehort zur Familie der Flaviviridae und ist der einzige
Vertreter des Genus der Hepaciviren. Das Hepatitis-C-Virus wurde urspriing-
lich den sogenannten NonA-NonB-Hepatitis-Viren zugeordnet, bis im Jahre
1989 die Sequenzierung des viralen Genoms gelang. Heute sind sechs Geno-
typen charakterisiert, die sich wiederum in Subtypen unterteilen. Die Infektion
mit dem Virus erfolgt in den meisten Féllen iiber eine Transfusion infizierter
Blutkonserven, insbesondere in den siebziger Jahren, bzw. tiber Kaniilenstich-
verletzungen beispielsweise beim Krankenhauspersonal. Weitere Ubertra-
gungsmoglichkeiten sind der ungeschiitzte Geschlechtsverkehr und die Ver-
wendung gemeinsamer Spritzen unter Drogenabhingigen. Die akute Infektion
verldauft meist asymptomatisch. In etwa 70 bis 80 % der Félle kommt es dann
zu einer chronischen Infektion der Leber, die im Verlauf zu einer Leberzirrho-
se und hepatozelluldrem Karzinom fithren kann.

Als bislang effizienteste Therapie der chronischen Hepatitis Typ C wird im
Stand der Technik Interferon (IFN), insbesondere a-Interferon (synonym auch
als Interferon-alpha oder IFN-a bezeichnet, vorzugsweise pegyliertes IFN-a.,
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gegebenenfalls in Kombination mit dem Virustatikum Ribavirin, angewendet.
Abhingig vom Genotyp und anderen Faktoren fiihrt diese Therapie nur in 50
bis 90 % der Patienten zu einer Ausheilung. Eine der haufigsten Nebenwir-
kungen dieser Therapie sind IFN-induzierte schwere Depressionen, welche
neben der Verschlechterung der Lebensqualitit zum Therapieabbruch oder gar
zum Suizid fithren kénnen. Ein Impfstoff gegen das Hepatitis-C-Virus konnte
bisher noch nicht entwickelt werden.

Interferone (IFN) sind niedermolekulare Proteine und werden zu den Zytoki-
nen gezdhlt. Es wird zwischen Interferonen vom Typ-I und Interferonen vom
Typ-II unterschieden. Die Interferone vom Typ-I kommen in monomerer
Form vor und lassen sich in Superfamilien unterteilen, deren Hauptunter-
schied ihr Entstehungsort ist. Bei den Interferonen vom Typ-I machen IFN-a
und IFN-$ den groBten Teil aus. Die Gruppe der o-Interferone 148t sich wie-
derum in eine Reihe von Subtypen unterteilen, die von unterschiedlichen Ge-
nen exprimiert werden. Sie entstehen grofiten Teils in Leukozyten und Fibro-
blasten, wihrend IFN-f hauptséchlich von Endothelzellen und Fibroblasten
produziert wird. Weiterhin zdhlen IFN-A und IFN-w zu den Interferonen vom

Typ-1.

Die Expression der Interferone vom Typ-I wird durch die Erkennung von vi-
ralen aber auch bakteriellen pathogenen Mustern induziert. Sie werden von in-
fizierten Zellen sezerniert und wirken sowohl parakrin auf benachbarte Zellen
als auch autokrin auf die IFN-produzierende Zelle selbst. Die Bindung an den
Rezeptor 16st eine Signalkaskade aus, die in der Induktion von interferonsti-
mulierten Genen (ISGs) endet.

Die Wirkung von iiber 150 ISGs wird zusétzlich tiber eine Modifikation er-
hoht und ihre Leistung gesteigert. Das ISG15, ein 15 kD grofes, IFN induzier-
tes Protein, besitzt eine dem Ubiquitin dhnliche Doméne und wird iiber ein Set
von Enzymen (E1 = UbelL, E2 = UbcHS8 und E3 = Herc5), wie bei der Ubi-
quitinylierung, kovalent an die Zielproteine gebunden. In der Literatur nennt
man diesen Proze auch ISGylierung. Die Enzyme E1, E2 und E3 werden
ebenfalls durch Typ-I Interferone hochreguliert, was zu einer vermehrten ISG-
ylierung fiihrt und die Interferonantwort verstiarkt. Gleichzeit wird jedoch
auch Uspl8, die Protease, welche die ISGylierung wieder riickgéngig macht,
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induziert, was neben geringen Halbwertzeiten und mit weiteren negativ wir-
kenden Regulationsmechanismen zu einer zeitlichen Begrenzung der Wirkung
von IFN fiihrt.

Was die Interferone weiterhin anbelangt, so werden diese aufgrund ihrer Ei-
genschaften und der Moglichkeit, eine Vielzahl zelluldrer Abwehrmechanis-
men zu induzieren und die koérpereigene Immunantwort zu unterstiitzen, zur
Therapie von Tumoren, Autoimmunerkrankungen und Virusinfektionen (z.B.
HBYV und HCV) verwendet.

Wie zuvor beschrieben, hat sich in der Therapie von Hepatitis Typ C-
Erkrankungen bzw. Infektionen insbesondere der Einsatz von pegyliertem
IFN-a2a oder IFN-a2b in Kombination mit dem Nukleosidanalogon Ribavi-
rin (RBV) etabliert. Das Ansprechen auf die Therapie ist abhéingig von dem
HCV-Genotyp, der Viruslast, dem Alter des Patienten, bereits aufgetretenen
Leberschidden und Co-Infektionen. Bei der Infektion mit den Genotypen 2 und
3 ist nach 24 Wochen bei bis zu 80 % der Patienten ein anhaltender Virus-
riickgang zu verzeichnen, wihrend bei Infektionen mit Genotyp 1 nur ca.
50 % der Patienten auf die Therapie ansprechen und einen anhaltenden Riick-
gang der Viruslast nach 48 Wochen bei einer korpergewichtsabhidngigen
RBV-Dosierung aufweisen.

Das Ansprechen auf die Therapie 148t sich in zwei Phasen unterteilen. Ein
frithes Ansprechen des Virus (engl. EVR, early viral response) in Abhéngig-
keit vom Genotyp und der eingesetzten Dosis an Medikamenten in der ersten
Phase wird gefolgt von einem langsameren, aber anhaltenden Riickgang der
Viruslast (engl. SVR, sustained viral response) in der zweiten Phase. Unter-
suchungen haben ergeben, daBl, wenn innerhalb der ersten 12 Wochen nach
Therapiebeginn keine EVR mit einem Riickgang der Viruslast um mindestens
2log;o-Phasen zu verzeichnen ist, kein anhaltendes Ansprechen zu erwarten ist
und die Therapie abgebrochen werden kann. Unterschiedliche Expressions-
muster der ISGs sowohl in PBMCs (engl. peripheral blood mononuclear
cells) als auch Leberbiopsien von Patienten erméglichen ebenfalls die Erstel-
lung von Prognosen iiber ein Ansprechen auf die Therapie.
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Nachteilig bei der vorgenannten Therapie des Standes der Technik sind somit
deren mitunter starke Nebenwirkungen, insbesondere was die Ausbildung ei-
ner Depression anbelangt, und die Tatsache, daB ein effektiver Therapieerfolg
— wie zuvor beschrieben — nicht immer gewiéhrleistet ist.

Vor diesem Hintergrund besteht eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung
darin, neue und effiziente Therapie- bzw. Behandlungsmoglichkeiten von He-
patitis-Erkrankungen, insbesondere Hepatitis-C-Erkrankungen, bereitzustel-
len, welche gegeniiber den im Stand der Technik bekannten Ansétzen eine
hohere Wirksamkeit bei gleichzeitig verringerter Nebenwirkung aufweisen
sollen.

In diesem Zusammenhang besteht eine weitere Aufgabe der vorliegenden Er-
findung darin, ein Verfahren zur Ermittlung von Substanzen bzw. Substanzen
als solche bereitzustellen, mit welchen die Genexpression bzw. Genaktivitit
von im Zusammenhang mit der Vermehrung bzw. Replikation von Hepatitis-
C-Viren im Zusammenhang stehenden Genen, insbesondere ISG15, vermin-
dert bzw. unterbunden werden kann, um auf diese Weise die Virusvermehrung
bzw. -replikation zumindest zu vermindern.

Im iibrigen besteht eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung darin,
ein Verfahren bereitzustellen, mit welchem konkrete Gene identifiziert werden
konnen, welche maBgeblich an der Vermehrung bzw. Replikation von Hepati-
tis-C-Viren beteiligt sind, wobei es sich hierbei vorzugsweise um humane
bzw. interferonstimulierte Gene handelt.

Schliellich besteht eine der Erfindung zugrundeliegende Aufgabe darin, Ver-
fahren, Verwendungen und Substanzen der vorgenannten Art bereitzustellen,
welche die Nachteile des Standes der Technik zu vermeiden oder aber diese
zumindest zu verringern oder abzuschwéchen imstande sind.

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung ist es dem Anmelder in vollig tiberra-
schender Weise gelungen, erstmalig ein spezielles Gen identifiziert zu haben,
welches mafigeblich im Zusammenhang mit der Vermehrung bzw. Replikati-
on von Hepatitis-C-Viren in einem Wirtsystem, insbesondere beim Menschen,
steht. In diesem Zusammenhang hat der Anmelder véllig iiberraschend gefun-
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den, daf} das interferonstimulierte Gen ISG15 maBgeblich an der zuvor ge-
nannten Vermehrung bzw. Replikation von Hepatitis-C-Viren beteiligt ist und
eine Induktion bzw. Aktivierung dieses Gens zu einer unerwiinschten Erho-
hung der Virusreplikation fithren kann. Das hinsichtlich seiner Relevanz be-
treffend die Vermehrung bzw. Replikation von Hepatitis-C-Viren identifizier-
te Gen ISG15 kann somit erfindungsgeméB als Grundlage fiir Verfahren bzw.
Medikamente zur  Therapie  einer - Hepatitis-C-Erkrankung  bzw.
-Infektion herangezogen werden, wobei diesbeziiglich erfindungsgemafl auf
eine Inaktivierung des entsprechenden Gens abgestellt wird.

Denn der Anmelder hat in v6llig iiberraschender Weise gefunden, daB3 die ge-
zielte Verwendung eines Inhibitors bzw. Repressors, mit welchem die
(Gen-)Aktivitdt des im Zusammenhang mit der Vermehrung bzw. Replikation
von Hepatitis-C-Viren stehenden Gens, insbesondere ISG15, und somit eine
Beeinflussung dessen Genaktivitdat zu einer signifikanten Verringerung der
Hepatitis-C-Virenlast fithrt, was mafigeblich auf eine deutlich verminderte
Vermehrung bzw. Replikation der Hepatitis-C-Viren zuriickzufiihren ist. In
diesem Zusammenhang konnte der Anmelder — vollig iiberraschend — insbe-
sondere zeigen, dal} die gezielte Verwendung einer speziell auf ISG15 abge-
stimmten bzw. gegen ISG15 gerichteten sogenannten siRNA bei deren Appli-
kation zu einer deutlichen Abnahme der Genaktivitdt von ISG15 und folglich
zu einer signifikant verminderten Synthese bzw. Vermehrung bzw. Replikati-
on von Hepatitis-C-Viren im Wirtsystem fiihrt. Auf diese Weise ist es dem
Anmelder gelungen, einen vollig neuartigen und zudem nebenwirkungsarmen
therapeutischen Ansatz bereitzustellen, auf dessen Basis eine Hepatitis-C-
Erkrankung effektiv behandelt werden kann.

Es versteht sich von selbst, dal Ausgestaltungen, Ausfiihrungsformen, Vortei-
le und dergleichen, welche nachfolgend zu Zwecken der Vermeidung von
Wiederholungen nur zu einem Erfindungsaspekt ausfiihrt sind, selbstverstind-
lich auch in bezug auf die iibrigen Erfindungsaspekte entsprechend gelten.

Gegenstand der vorliegenden Erfindung — gemif einem e r s t e m  Aspekt der
vorliegenden Erfindung — ist somit die erfindungsgemifle Verwendung nach
Anspruch 1, d. h. also mit anderen Worten die Verwendung eines Inhibitors
und/oder Repressors eines mit der Vermehrung und/oder Replikation von He-
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patitis-Viren, insbesondere Hepatitis-C-Viren, im Zusammenhang stehenden
Nukleinsduremolekiils, insbesondere Gens und/oder dessen DNA-Sequenz
und/oder dessen zugeordneter RNA-Sequenz und/oder dessen zugeordneten
(Poly-)Peptids zur Herstellung eines Arzneimittels zur prophylaktischen
und/oder therapeutischen Behandlung von Hepatitis, insbesondere Hepatitis
Typ C.

Wie zuvor angefiihrt, liegt die zentrale Idee der vorliegenden Erfindung somit
darin, in spezifischer Weise die Genaktivitdt eines solchen Gens herabzuset-
zen und/oder zu unterbinden, insbesondere zu inhibieren, welches mit der
Vermehrung bzw. Replikation bzw. Synthese von Hepatitis-C-Viren insbe-
sondere insofern zusammenhingt, als die Expression bzw. Aktivierung des
Gens, welche beispielsweise aufgrund der Virusinfektion induziert sein kann,
zu einer erhohten Replikation bzw. Vermehrung von Hepatitis-C-Viren im
Wirt fuihrt.

In diesem Zusammenhang bezieht sich der erfindungsgemiB3 verwendete Be-
griff "Inhibitor" und/oder "Repressor” insbesondere auf eine die Genaktivitit
vermindernde und/oder unterbindende, insbesondere inhibierende Substanz.
Der Inhibitor bzw. der Repressor stellt somit mit anderen Worten eine die Ge-
naktivitdt unterbindende oder zumindest herabsetzende Verbindung dar, wo-
bei die diesbeziigliche pharmakologische Wirkung des Inhibitors bzw. Re-
pressors sowohl auf Genebene, d. h. beispielsweise durch eine direkte Interak-
tion mit dem Gen bzw. diesem zugeordneten Promotoren und/oder Enhancern,
als auch auf Ebene des bzw. der Genprodukte, wie Transkriptionsprodukte
(z. B. mRNA) und/oder Translationsprodukte (z. B. Proteine), ansetzen kann.
Zudem kann die pharmakologische Wirkung bzw. die die Genaktivitit ver-
mindernde und/oder unterbindende, insbesondere inhibierende Wirkung des
Inhibitors bzw. Repressors auf Ebene von genregulierten Mediatoren bzw.
Faktoren und/oder auf Ebene von genregulierenden Mediatoren bzw. Faktoren
ansetzen. Somit kann der erfindungsgemif verwendete Inhibitor bzw. Repres-
sor zu einer Verringerung der Expression bzw. Genaktivitdt beispielsweise
und in nichtbeschrdnkender Weise durch direkte oder indirekte Interaktion mit
der DNA-Sequenz bzw. DNA und/oder dessen zugeordneter RNA-Sequenz
bzw. mRNA und/oder durch direkte bzw. indirekte Beeinflussung bzw. Inter-
aktion mit dem Genprodukt in Form des von dem Gen bzw. von der DNA-
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Sequenz codierten (Poly-)Peptids fithren. Bei dem Inhibitor bzw. Repressor
handelt es sich insbesondere um eine Substanz mit antiviralen Eigenschaften
gegeniiber Hepatitis-Viren, insbesondere Hepatitis-C-Viren.

Mit anderen Worten zielt die vorliegende Erfindung maBgeblich auf eine
zweckgerichtete Suppression der Genexpression bzw. Genaktivitdt von im
Zusammenhang mit der Vermehrung bzw. Replikation bzw. Synthese von
Hepatitis-C-Viren stechenden Genen, insbesondere ISG15, was im allgemeinen
auch als gene-knockdown bzw. als gene-silencing bezeichnet werden kann.

Was den erfindungsgeméll verwendeten Begriff "Gen" anbelangt, so ist dies-
beziiglich gleichermallen das entsprechende Nukleinsduremolekiil bzw. die
entsprechende DNA-Sequenz eingeschlossen. Die vorliegende Erfindung be-
zieht sich aber gleichermallen auch, wie zuvor angefiihrt, auf die dem Gen zu-
geordnete RNA-Sequenz, insbesondere mRNA, welche sozusagen als
posttranskriptionales Produkt fungiert und sozusagen komplementidr zum co-
dogenen Strang der DNA des Gens sein kann. Gleichermaflen kann im Rah-
men der vorliegenden Erfindung auch das von der Nukleinsdure bzw. dem
Gen, insbesondere wie zuvor definiert, codierte (Poly-)Peptid — und somit ge-
wissermallen das Translationsprodukt — verwendet bzw. als Zielmolekiil bzw.
"Target" verwendet werden. Der Begriff "Nukleinsduremolekiil" ist gleichbe-
deutend mit dem Begriff "Polynukleinsdure" bzw. "Polynukleinsduremolekii-
le" und kann sowohl auf DNA als auch auf RNA bezogen sein. Der Begriff
"DNA-Sequenz" bzw. "RNA-Sequenz" bezieht sich in diesem Zusammenhang
nicht nur auf die vollstindige, dem Gen zugeordnete bzw. entsprechende
DNA, sondern auch auf entsprechende Abschnitte des Gens bzw. nicht nur auf
insbesondere im Rahmen der Transkription synthetisierte vollstindige RNA,
sondern auch auf RNA-Abschnitte bzw. RNA-Fragmente.

Was das im Rahmen der erfindungsgemiBen Verwendung in Betracht gezo-
gene Gen anbelangt, so handelt es sich vorzugsweise um ein humanes Gen.

Insbesondere kann es sich bei dem im Rahmen der erfindungsgeméfen Ver-
wendung in Betracht gezogenen Gen um ein interferonstimuliertes Gen (ISG)
handeln. Diesbeziiglich kann das Gen ein durch Interferone vom Typ 1, vor-
zugsweise a-Interferon und/oder B-Interferon, stimuliertes Gen sein. Wie zu-
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vor beschrieben, handelt es sich hierbei insbesondere um ein solches Gen,
welches infolge einer erhohten Interferonkonzentration induziert bzw. akti-
viert werden kann, so daB3 dessen Expression insbesondere unter Interferonein-
fluB — beispielsweise hervorgerufen durch eine Infektion mit Hepatitis-C-
Viren — erh6ht wird.

Diesbeziiglich hat der Anmelder in vollig iberraschender Weise herausgefun-
den, daf} ein hinsichtlich der Vermehrung bzw. Replikation von Hepatitis-C-
Viren verantwortliches bzw. damit im Zusammenhang stehendes Gen durch
das Gen ISG15 gebildet wird. Hierbei handelt es sich gleichermafien um ein
interferonstimuliertes Gen. Insbesondere handelt es sich bei dem in Rede ste-
henden Gen um ISG15, insbesondere mit der Transkript-ID (Lokus)
NM_005101 bzw. insbesondere gemil Sequenzprotokoll I und/oder insbe-
sondere gemidll SEQUENCE LISTING. Diesbeziiglich hat der Anmelder in
vollig tiberraschender Weise gefunden, daf3 es sich bei ISG15, welches auch
als sogenannter Homo Sapiens ISG15 Ubiquitin-like Modifier bezeichnet
wird, um ein hinsichtlich der erfindungsgemiflen Verwendung im Rahmen der
Therapie von Hepatitis Typ C besonders effektives Ziel bzw. Target handelt,
dessen Inaktivierung bzw. Suppression zu einer signifikanten Reduzierung der
Hepatitis-C-Viren im Wirtsystem fiihrt.

Das zuvor angegebene Sequenzprotokoll I und das zuvor angefiihrten SE-
QUENCE LISTING beziehen sich auf die DNA-Sequenz zu dem Gen ISG15.
Dabei ist das Sequenzprotokoll I zu dem entsprechenden SEQUENCE LI-
STING synonym bzw. inhaltsgleich. Der wesentliche Unterschied zwischen
den Sequenzprotokollen besteht darin, daB das Sequenzprotokoll I auf Basis
einer wissenschaftlich standardisierten Angabe bzw. Darstellung beruht, wih-
rend das SEQUENCE LISTING auf Basis einer patentrechtlich standardisier-
ten Angabe bzw. Darstellung unter Verwendung der Software PatentIN Versi-
on 3.3 erstellt wurde. Hierbei handelt es sich also in bezug auf die DNA bzw.
in bezug auf das Gen um einen rein formal darstellungsgemifen, nicht aber
um einen inhaltlichen Unterschied.

Was den im Rahmen der erfindungsgemiflen Verwendung eingesetzten Inhi-
bitor bzw. Repressor anbelangt, so sollte es sich diesbeziiglich um eine die
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Aktivitat des Gens, insbesondere von ISG15, herabsetzende bzw. unterbin-
dende, insbesondere inhibierende Substanz handeln.

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung ist es besonders vorteilhaft, wenn der
Inhibitor bzw. der Repressor eine mit dem Gen, insbesondere mit ISG15, bzw.
mit dessen DNA-Sequenz und/oder mit dessen zugeordneter RNA-Sequenz
und/oder mit dessen zugeordnetem (Poly-)Peptid interagierende Substanz ist.
Diesbeziiglich ist es besonders vorteilhaft, wenn die Substanz die Aktivitét
des Gens, insbesondere von ISG15, und/oder dessen DNA-Sequenz und/oder
dessen zugeordneter RNA-Sequenz und/oder dessen zugeordneten
(Poly-)Peptids herabsetzt und/oder unterbindet, insbesondere inhibiert.

In diesem Zusammenhang ist der Begriff "Inhibitor" bzw. "Repressor" sehr
breit zu verstehen, insbesondere kann es sich hierbei um eine Substanz han-
deln, welche direkt und/oder indirekt, beispielsweise iiber Stoffwechselkaska-
den oder Signaltransduktionen, mit dem entsprechenden Target bzw. Ziel,
insbesondere mit ISG15, interagiert und dabei dessen Genaktivitidt herabsetzt
bzw. unterbindet, insbesondere inhibiert. Dabei kann die Beeinflussung des
Gens, insbesondere von ISG15, bzw. der dem Gen bzw. ISG15 zugeordneten
Produkte (z. B. Transkriptions- und/oder Translationsprodukte) auch in Form
von Vorldufersubstanzen hervorgerufen werden, welche beispielsweise erst im
Zell- bzw. Wirtsystem zu der eigentlich interagierenden Substanz beispiels-
weise iiber stoffwechselspezifische Prozesse umgewandelt wird.

Wie nachfolgend angefiihrt, kann die direkte und/oder indirekte Interaktion
der Substanz mit der Zielstruktur, insbesondere mit dem Gen, wie ISG15, auf
vielerlei Ebenen realisiert sein:

Gemail einer ersten erfindungsgemal bevorzugten Ausfiihrungsform kann die
interagierende Substanz bzw. der Inhibitor und/oder Repressor mit dem Pro-
motor und/oder Enhancer des Gens, insbesondere von ISG15, wechselwirken
und/oder interagieren derart, dafl die Bindung von insbesondere korpereigenen
Transkriptionsfaktoren, insbesondere Aktivatoren, an den Promotor und/oder
Enhancer verhindert oder zumindest gehemmt wird.
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Gleichermallen ist es aber auch moglich, dafl die Substanz bzw. der Inhibitor
und/oder Repressor mit einem insbesondere korpereigenen Transkriptionsfak-
tor, insbesondere Aktivator, wechselwirkt derart, dal die Bindung des
Transkriptionsfaktors, insbesondere Aktivators, an den Promotor und/oder
Enhancer des Gens, insbesondere von ISG15, verhindert oder zumindest ge-
hemmt wird.

Gleichermalien ist es aber auch mdoglich, dall die Substanz bzw. der Inhibitor
und/oder Repressor mit einem insbesondere korpereigenen Transkriptionsfak-
tor, insbesondere Aktivator, wechselwirkt derart, daB die Bindung des
Transkriptionsfaktors, insbesondere Aktivators, an den Promotor und/oder
Enhancer des Gens, insbesondere von ISG15, verhindert oder zumindest ge-
hemmt wird. In diesem Zusammenhang kann der Inhibitor und/oder Repressor
mit insbesondere korpereigenen, von dem Gen regulierten Mediatoren
und/oder Faktoren, insbesondere ISG15-regulierten Mediatoren und/oder Fak-
toren, und/oder mit insbesondere korpereigenen, das Gen regulierenden Me-
diatoren und/oder Faktoren, insbesondere ISG15-regulierenden Mediatoren
und/oder Faktoren, interagieren insbesondere derart, dal die Aktivitdt des
Gens, insbesondere von ISG1S5, und/oder dessen DNA-Sequenz und/oder des-
sen zugeordneter RNA-Sequenz und/oder dessen zugeordneten (Poly-)Peptids
herabgesetzt und/oder unterbunden, insbesondere inhibiert, wird.

Gleichermaflen ist es aber auch moglich, dal die Substanz bzw. der Inhibitor
und/oder Repressor mit den endogenen bzw. korpereigenen Transkriptionsak-
tivatoren selbst reagiert und hierdurch eine Inaktivierung des Transkriptions-
faktors bzw. -aktivators an sich hervorruft, um auf diese Weise die Genaktivi-
tit, insbesondere von ISG15, zu verringern bzw. zu unterbinden, insbesondere
zu inhibieren.

Bei der im Rahmen der erfindungsgeméfien Verwendung eingesetzten Sub-
stanz in Form eines Inhibitors und/oder Repressors kann es sich zum einen um
eine Substanz handeln, welche auf Basis des nachfolgend noch geschilderten
erfindungsgeméBen Verfahrens zur Identifizierung solcher Substanzen aufge-
funden wurde.
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GemiB einer erfindungsgeméal besonders bevorzugten Ausfithrungsform kann
es sich bei dem Inhibitor und/oder Repressor zum anderen um eine vorzugs-
weise mit der dem Gen, insbesondere ISG15, zugeordneten RNA-Sequenz,
insbesondere mRNA-Sequenz, interagierende RNA-Sequenz handeln. Gemaf
dieser Ausfithrungsform der vorliegenden Erfindung sollte es sich bei dem In-
hibitor bzw. Repressor um eine RNA bzw. RNA-Sequenz handeln, welche
insbesondere komplementér zu der dem Gen zugeordneten RNA bzw. mRNA
bzw. RNA-Sequenz bzw. mRNA-Sequenz ist.

In diesem Zusammenhang ist es im Rahmen der vorliegenden Erfindung von
besonderem Vorteil, wenn der Inhibitor und/oder Repressor eine RNA-
Sequenz in Form eine Oligomers, insbesondere mit 15 bis 20 bp (Basenpaare),
vorzugsweise 18 bis 25 bp, bevorzugt 21 bis 23 bp, ist.

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung handelt es sich bei der mit der dem
Gen, insbesondere ISG15, zugeordneten RNA-Sequenz interagierenden RNA-
Sequenz vorzugsweise um eine Einzelstrang-RNA, wobei es sich diesbeziig-
lich geméB einer besonders bevorzugten Ausfilhrung um einen sogenannten
antisense-Strang insbesondere in bezug auf die dem Gen zugeordnete RNA,
insbesondere mRNA, handeln sollte.

GleichermaBen ist es aber auch moglich, daB es sich bei der erfindungsgeméf
eingesetzten, mit der dem Gen, insbesondere ISG15, zugeordneten RNA-
Sequenz interagierenden RNA-Sequenz um eine Doppelstrang-RNA handelt,
welche insbesondere im Rahmen weiterer Modifikationen bzw. Stoffwechsel-
vorgédnge zu einer Einzelstrang-RNA, insbesondere in Form eines antisense-
Stranges, wie zuvor definiert, umgewandelt bzw. modifiziert wird.

Gemal einer erfindungsgemil besonders bevorzugten Ausfiihrungsform han-
delt es sich bei dem zuvor beschriebenen Inhibitor und/oder Repressor um ei-
ne siRNA (small interfering RNA), insbesondere wobei die siRNA gegen
ISG15, insbesondere gegen ISG15-spezifische mRNA bzw. gegen ISG15 zu-
geordneter mRNA, gerichtet ist. Mit anderen Worten sollte die siRNA ausge-
staltet sein derart, daf} eine Interaktion mit der mRNA, insbesondere wie zu-
vor definiert, moglich ist und in der Folge zur Deaktivierung bzw. zum Abbau
der entsprechenden RNA fiihrt. Beispielsweise kann die siRNA komplementir
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zur mRNA bzw. zu Abschnitten der mRNA sein. In diesem Zusammenhang
hat der Anmelder in vollig iberraschender Weise gefunden, daf} eine derartige
siRNA zu besonders guten Ergebnissen hinsichtlich einer Verminderung bzw.
Unterbindung der Genaktivitdt des mit der Vermehrung bzw. Replikation von
Hepatitis-C-Viren im Zusammenhang stehenden Gens, insbesondere ISG15,
fithrt.

Bei der im Rahmen der erfindungsgeméfien Verwendung eingesetzten siRNA
handelt es sich geméaB einer ganz besonders bevorzugten Ausfithrung um eine
siRNA gegen ISG15, welche von der Fa. Qiagen, Hilden, Deutschland unter
der Produktnummer bzw. Bestellnummer SI00072387 (human) bzw.
S101007531 (murin) bezogen werden kann.

Ohne sich auf diese Theorie festlegen zu wollen, kann die Wirkweise der spe-
ziellen ISG15-spezifischen siRNA derart verstanden werden, dafl zunéchst im
Zell- bzw. Wirtsystem ein siRNA/Protein-Komplex gebildet wird, welcher
auch als RNA-induced silencing-Complex (RISC) bezeichnet wird, bei wel-
chem ein Proteinkomplex den antisense-Strang der siRNA bindet und die da-
zu komplementdre mRNA schneidet. In diesem Zusammenhang weist der
RISC-Komplex RNA-Helicase- und RNA-Nuklease-Aktivititen auf. Diese
Eigenschaften fithren bei Interaktion mit der mRNA, welche sozusagen das
Transkriptionsprodukt des mit der Vermehrung bzw. Replikation von Hepati-
tis-C-Viren in Zusammenhang stehenden Gens, insbesondere ISG15, darstellt,
zu dessen Entwindung und Spaltung. Die mRNA wird folglich abgebaut, was
zu einer Reduktion der Translation dieser mRNA und somit zu einem gene-
silencing bzw. einem gene-knockout auf posttranskriptionaler Ebene und so-
mit zu einer Geninaktivierung fiihrt.

Erfindungsgemif kann es auch vorgesehen sein, dafl der Inhibitor und/oder
Repressor ein insbesondere den antisense-Strang einer siRNA darstellender
Inhibitor bzw. Repressor ist. Gleichermaflen kann es im Rahmen der vorlie-
genden Erfindung auch vorgesehen sein, daf der Inhibitor bzw. Repressor ei-
nen Komplex aus einem antisense-Strang der siRNA und mindestens einer
Proteinkomponente darstellt, wobei es sich bei diesem Komplex insbesondere
um einen RISC-Komplex (RISC = RNA-induced silencing complex) handeln
kann.
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Ein zentrales Konzept der vorliegenden Erfindung gemifB diesem Erfindungs-
aspekt unter Verwendung einer siRNA ist darin zu sehen, daB} insbesondere
synthetisch hergestellte siRNA mit Spezifitidt gegentiber mRNA als Transkrip-
tionsprodukt insbesondere von ISG15 in das Zell- bzw. Wirtsystem einge-
bracht wird, was zu einem Abbau der mRNA des Zielgens, ndmlich insbeson-
dere ISG15, fiihrt, was wiederum zu einer Verringerung der Genprodukte und
somit zu einem gene-silencing bzw. gene-knockout fiihrt. Das der Erfindung
zugrundeliegende Prinzip gemaf dieser Ausfithrungsform kann auch als
RNA-Interferenz bezeichnet werden, auf deren Basis die Expression bestimm-
ter (Ziel-)Gene, im vorliegenden Fall insbesondere ISG135, verringert wird.
Dies geschieht insbesondere durch die Interaktion von speziell gegen ein Gen
gerichteter siRNA mit der mRNA des Gens mit der Folge des Abbaus der
mRNA, was einer (Gen-)Inaktivierung entspricht.

Die Applikation bzw. das Einbringen der entsprechenden siRNA in das Zell-
bzw. Wirtsystem ist dem Fachmann an sich bekannt, so daf} es diesbeziiglich
keiner weiteren Ausfithrungen bedarf. Beispielsweise kann das Einbringen
bzw. Transfizieren auch {iber eine sogenannte Polyethylenimin-
Komplexierung (PEI-Komplexierung) durchgefiihrt werden.

Der gemdfl der Verwendung nach der vorliegenden Erfindung eingesetzte In-
hibitor bzw. Repressor sollte bei Anwendung in pharmazeutisch wirksamen
Mengen verabreicht werden. Zudem sollte der Inhibitor bzw. der Repressor
systemisch, beispielsweise intravends, verabreicht werden. Auch die diesbe-
ziiglichen MaBnahmen sind dem Fachmann als solche bekannt, so daB} es
diesbeziiglich keiner weiteren Ausfithrungen bedarf.

Im Rahmen der erfindungsgeméflen Verwendung kann es gleichermallen vor-
gesehen sein, daB3 der Inhibitor bzw. Repressor, insbesondere wie zuvor be-
schrieben, gemeinsam mit mindestens einem Interferon, insbesondere a-
Interferon, vorzugsweise pegyliertem o-Interferon, verabreicht wird. In die-
sem Zusammenhang ist eine Kombination der zuvor beschriebenen ISG15-
spezifischen siRNA bzw. gegen ISG15 gerichteten siRNA mit einem Interfe-
ron von besonderem Vorteil. Denn der Anmelder konnte — wie nachfolgend
anhand der Ausfithrungsbeispiele angefiihrt — in vollig iiberraschender Weise
einen synergistischen Effekt im Rahmen der zuvor beschriebenen Kombinati-
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on von Inhibitor und/oder Repressor einerseits und Interferon andererseits
hinsichtlich der Unterbindung bzw. Verminderung der Vermehrung bzw. Re-
plikation von Hepatitis-C-Viren in den betroffenen Wirtsystemen bzw. Zellsy-
stemen beobachten. GleichermaBen ist es moglich, da3 der Inhibitor und/oder
Repressor gemeinsam und/oder in Kombination mit mindestens einer Sub-
stanz mit antiviralen Eigenschaften gegeniiber Hepatitis-Viren, insbesondere
Hepatits-C-Viren, verabreicht wird.

Insgesamt wird im Rahmen der erfindungsgemiflen Verwendung gemil dem
hier vorliegenden Erfindungsaspekt ein neuer Weg zur Behandlung einer He-
patitis-C-Infektion bzw. -Erkrankungen bereitgestellt, welcher auf einem vol-
lig neuen Ansatz basiert, ndmlich der gezielten Inaktivierung eines im Zu-
sammenhang mit der Vermehrung bzw. Replikation von Hepatitis-C-Viren
stehenden Gens, insbesondere ISG15.

Weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung — gemil einemzweiten
Aspekt der vorliegenden Erfindung — ist die erfindungsgeméfBe Verwendung
gemaB Anspruch 15, d. h. also mit anderen Worten die Verwendung minde-
stens einer Substanz, insbesondere eines Inhibitors und/oder Repressors, zur
Herstellung eines Medikamentes oder Arzneimittels zur prophylaktischen
und/oder therapeutischen Behandlung von Hepatitis, insbesondere Hepatitis
Typ C, wobei die Substanz die Genaktivitdt und/oder Genexpression minde-
stens eines interferonstimulierten Gens, insbesondere von ISG15 reguliert,
insbesondere zumindest vermindert oder hemmt.

Fiir weitere Ausfithrungen in bezug auf die erfindungsgemifie Verwendung
gemil dem zweiten Aspekt der vorliegenden Erfindung kann auf die vorste-
henden Ausfiihrungen zu dem vorangehenden Aspekt verwiesen werden, wel-
che diesbeziiglich entsprechend gelten.

Wiederum weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung — gemél einem
dritten Aspekt der vorliegenden Erfindung — ist die erfindungsgemifie
Verwendung geméll Anspruch 17, d. h. also mit anderen Worten eine Ver-
wendung mindestens eines interferonstimulierten Nukleinsduremolekiils,
insbesondere Gens, vorzugsweise ISG15, und/oder dessen DNA-Sequenz
und/oder dessen zugeordneter RNA-Sequenz und/oder mindestens eines von
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der Nukleinsdure codierten (Poly-)Peptids zur Auffindung und/oder Bereit-
stellung eines Arzneimittels zur prophylaktischen und/oder kurativen Behand-
lung von Hepatitis, insbesondere Hepatitis Typ C, und/oder zur Vorhersage
von individuellen Arzneimittelwirkungen und/oder Arzneimittelnebenwirkun-
gen.

Was die Verwendung geméil diesem erfindungsgeméfen Aspekt anbelangt, so
kann das im Zusammenhang mit der Vermehrung bzw. Replikation von Hepa-
titis-C-Viren stehende Gen, insbesondere ISG1S5, gewissermaflen als Aus-
gangsobjekt zur Auffindung bzw. Bereitstellung von Arzneimitteln in bezug
auf eine Hepatitis-C-Infektion bzw. -Erkrankung eingesetzt werden. Dabei
konnen die Arzneimittel dergestalt sein, daB sie — wie zuvor angefiihrt — direkt
oder indirekt mit dem zuvor definierten Gen bzw. der diesem zugeordneten
RNA, insbesondere mRNA, und/oder dem entsprechenden (Poly-)Peptid in-
teragieren, um auf diese Weise insbesondere iiber eine Verringerung bzw. Un-
terbindung, insbesondere Inhibierung, der Genaktivitéit zu einer Verringerung
bzw. Unterbindung der Vermehrung bzw. Replikation von Hepatitis-C-Viren
und somit zu einer Linderung bzw. Ausheilung der Hepatitis-C-Erkrankung zu
filhren. Dabei kann es sich somit um solche Substanzen handeln, die eine gen-
regulatorische Wirkung aufweisen. |

Dem Fachmann sind die Grundlagen in bezug auf das spezifische Anwen-
dungsgebiet der erfindungsgeméBen Verwendung gemil diesem Erfindungs-
aspekt mafigeblich bekannt, so daB} es diesbeziiglich keiner weiteren Ausfiih-
rungen bedarf.

Weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung — gemiB einem vierten
Aspekt der vorliegenden Erfindung — ist das erfindungsgeméfle Verfahren
gemdlB Anspruch 18, d. h. also mit anderen Worten ein Verfahren zur Identifi-
zierung eines Inhibitors und/oder Repressors eines interferonstimulierten Nu-
kleinsduremolekiils, insbesondere Gens, vorzugsweise von ISG15, und/oder
dessen DNA-Sequenz und/oder dessen zugeordneter RNA-Sequenz, wobei
das Verfahren die folgenden Schritte umfafit:
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(a) Inkontaktbringen des Nukleinsduremolekiils mit mindestens einer Test-
substanz unter Bedingungen, die eine Wechselwirkung, insbesondere
Bindung, der Testsubstanz(en) an das Nukleinsduremolekiil erlauben; und

(b) Nachweis und/oder Analyse, ob die Testsubstanz(en) die Genaktivitit
und/oder Expression des Nukleinsduremolekiils einschrinken oder unter-
binden und/oder ob die Testsubstanz(en) die Vermehrung und/oder Repli-
kation von Hepatitis-Viren, insbesondere Hepatits-C-Viren, einschrénken
oder unterbinden.

Das erfindungsgemifle Verfahren kann beispielsweise in vitro durchgefiihrt
werden, wobei gewissermaflen eine Interaktion der Testsubstanz mit dem Nu-
kleinsduremolekiil bzw. dem Gen untersucht wird und bei vorliegender Inter-
aktion auf eine resultierende verminderte Genaktivitit als Folge dieser Inter-
aktion geschlossen werden kann. Das erfindungsgemifle Verfahren kann glei-
chermaflen in einem entsprechenden Wirtsystem durchgefiihrt werden, wobei
der Wirt ein Triager des im Zusammenhang mit der Vermehrung bzw. Repli-
kation von Hepatitis-C-Viren stehenden Gens, insbesondere ISG15, sein sollte
und vorteilhafterweise auch iiber einen entsprechendes Expressionssystem
verfiigt. Der Nachweis der Interaktion bzw. Wechselwirkung bzw. der Nach-
weis der Beeinflussung der Genaktivitidt kann mit dem Fachmann an sich ge-
laufigen Verfahren durchgefiihrt werden.

In diesem Zusammenhang betrifft die vorliegende Erfindung — geméf einem
fiinften Aspekt der vorliegenden Erfindung — ein Verfahren nach An-
spruch 19, d. h. also mit anderen Worten ein Verfahren zur Identifizierung ei-
nes Inhibitors und/oder Repressors eines von einem interferonstimulierten
Nukleinsduremolekiil, insbesondere Gen, vorzugsweise ISG15, und/oder des-
sen DNA-Sequenz und/oder dessen zugeordneter RNA-Sequenz codierten
(Poly-)Peptids, wobei das Verfahren die folgenden Schritte umfafit:

(a) Inkontaktbringen des (Poly-)Peptids mit mindestens einer Testsubstanz
unter Bedingungen, die eine Wechselwirkung, insbesondere Bindung, der
Testsubstanz(en) an das (Poly-)Peptid erlauben; und

(b) Nachweis und/oder Analyse, ob die Testsubstanz(en) die Aktivitit des
(Poly-)Peptids einschrinken oder unterbinden und/oder ob die Testsub-
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stanz(en) die Vermehrung und/oder Replikation von Hepatitis-Viren, ins-
besondere Hepatits-C-Viren, einschrinken oder unterbinden.

Das erfindungsgeméfe Verfahren geméf diesem Aspekt fokussiert somit auf
eine Beeinflussung des Genproduktes insbesondere in Form eines Proteins
bzw. (Poly-)Peptids. Das Verfahren kann in einer dem Fachmann an sich be-
kannten Art und Weise sowohl in vitro als auch in vivo in einem Wirtsystem
durchgefiihrt werden, wobei im letzteren Fall der Wirt vorzugsweise die das
zu untersuchende (Poly-)Peptid codierende Nukleinsdure tragen sollte. Glei-
chermaflen kann eine Interaktion aber auch in vitro an isolierten (Po-
ly-)Peptiden durchgefiihrt werden.

Zudem betrifft die vorliegende Erfindung gleichermaflen ein Verfahren zur
Identifizierung einer mit einem insbesondere korpereigenen Mediator
und/oder Faktor, welcher von einem interferonstimulierten Nukleinsduremo-
lekiil, insbesondere Gen, vorzugsweise ISG15 reguliert wird oder welcher ein
interferonstimuliertes Nukleinsduremolekiil, insbesondere Gen, vorzugsweise
ISG15 reguliert, interagierenden Substanz, wobei das Verfahren die folgenden
Schritte umfafit:

(a) Inkontaktbringen des Mediators und/oder Faktors mit mindestens einer
Testsubstanz unter Bedingungen, die eine Wechselwirkung, insbesondere
Bindung, der Testsubstanz(en) an den Mediator und/oder Faktor erlauben;
und

(b) Nachweis und/oder Analyse, ob die Testsubstanz(en) die Aktivitdt des
Mediators und/oder Faktors beeinflussen und/oder ob die Testsub-
stanz(en) die Vermehrung und/oder Replikation von Hepatitis-Viren, ins-
besondere Hepatits-C-Viren, einschranken oder unterbinden.

GemiB dem vorgenannten Verfahren handelt es sich bei der interagierenden
Substanz vorzugsweise um einen Inhibitor und/oder Repressor des Mediators
und/oder Faktors, sofern dieser mit einer Aktivierung des interferonstimulier-
ten Nukleinsduremolekiils, insbesondere Gens, vorzugsweise ISG15, in Ver-
bindung steht. Sofern der Mediator und/oder Faktor selbst mit einer Inaktivie-
rung bzw. Repression des interferonstimulierten Nukleinsduremolekiils, insbe-
sondere Gens, vorzugsweise ISG15, in Verbindung steht, handelt es sich bei
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der interagierenden Substanz in bezug auf den Mediator und/oder Faktor um
einen Aktivator — hinsichtlich des interferonstimulierten Nukleinsduremole-
kiils, insbesondere Gens, vorzugsweise ISG15, handelt es sich auf Basis der
obigen Definition bei einer derartigen Substanz jedoch gleichermaflen um ei-
nen Inhibitor bzw. Repressor, da auch in diesem Fall letztendlich eine Inakti-
vierung bzw. Repression des interferonstimulierten Nukleinsduremolekiils,

insbesondere Gens, vorzugsweise ISG15, resultiert.

Die erfindungsgemiflien Verfahren nach dem vierten und flinften Aspekt der
vorliegenden Erfindung koénnen derart durchgefiihrt werden, dal mehrere
Testsubstanzen eingesetzt und die folgenden Schritte durchgefiihrt werden:

(a) Testung verschiedener Testsubstanzen in verschiedenen Reaktionsgefi-

(b)

(c)

Ben, wobei diejenigen Testsubstanzen, welche die Genaktivitdt und/oder
Expression und/oder Aktivitit des Nukleinsduremolekiils (DNA oder
RNA, insbesondere mRNA) nicht einschrinken oder nicht unterbinden
und/oder welche die Aktivitédt des (Poly-)Peptids nicht einschrinken oder
nicht unterbinden und/oder welche die Vermehrung und/oder Replikation
von Hepatitis-Viren, insbesondere Hepatits-C-Viren, nicht einschrinken
oder nicht unterbinden und/oder welche mit dem Mediator und/oder Fak-
tor nicht interagieren im weiteren Testverfahren nicht mehr beriicksichtigt
werden,;

Verteilung von Testsubstanzen aus solchen Reaktionsgefdfen, bei wel-
chen eine Verringerung oder Unterbindung der Genaktivitit und/oder Ex-
pression und/oder Aktivitdt des Nukleinsduremolekiils und/oder bei wel-
chen eine Verringerung oder Unterbindung der Aktivitit des (Poly-)-
Peptids und/oder bei welchen eine Verringerung oder Unterbindung der
Vermehrung und/oder Replikation von Hepatitis-Viren, insbesondere He-
patits-C-Viren und/oder bei welchen eine Interaktion mit dem Mediator
und/oder Faktor, in Schritt (a) ermittelt wurde, auf neue Reaktionsgefilie
und Wiederholung von Schritt (a) mit den neuen Reaktionsgefdfien; und

Wiederholung von Schritt (b), bis eine einzelne Testsubstanz identifiziert
wird, welcher die Verringerung oder Unterbindung der Genaktivitét
und/oder Expression des Nukleinsduremolekiils und/oder welcher die Ver-
ringerung oder Unterbindung der Aktivitidt des (Poly-)Peptids und/oder
welcher die Verringerung oder Unterbindung der Vermehrung und/oder
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Replikation von Hepatitis-Viren, insbesondere Hepatits-C-Viren, zuge-
ordnet werden kann und/oder welcher die Interaktion mit dem Mediator
und/oder Faktor zugeordnet werden kann.

Dabei ist es gleichermaflen moglich, daB die Verfahren geméf dem vierten
und fiinften Aspekt der vorliegenden Erfindung derart durchgefiihrt werden,
daf} die Testsubstanz(en), das Nukleinsduremolekiil (DNA oder RNA, insbe-
sondere mRNA) und/oder das (Poly-)Peptid an ein Auslesesystem (readout-
System) gekoppelt sind und/oder dal dem Testansatz ein Auslesesystem zu-
gesetzt wird und/oder daB das Auslesesystem nach Bindung der Testsub-
stanz(en) mit dem Nukleinsiduremolekiil und/oder dem (Poly-)Peptid ein
nachweisbares Signal liefert.

Im Rahmen der vorgenannten Verfahren konnen die Testsubstanzen nieder-
molekulare Substanzen, Peptide, Aptamere, Antikorper, DNA, RNA, insbe-
sondere siRNA und/oder Fragmente oder Derivate davon, sein.

Wie zuvor angefiihrt, konnen die vorgenannten Verfahren beispielsweise in
einem Wirt bzw. Wirtsystem durchgefiihrt werden, wobei der Wirt bzw. das
Wirtsystem vorzugsweise die zuvor definierten Gene umfafit sowie liber ein
entsprechendes Expressionssystem verfiigt. Derartige Wirte sind dem Fach-
mann an sich geldufig bzw. der Fachmann ist jederzeit in der Lage, spezifi-
sche Wirtsysteme vor dem Hintergrund der vorliegenden Erfindung auszu-
wihlen, so daB} es diesbeziiglich keiner weiteren Ausfiihrungen bedarf. Die er-
findungsgemifien Verfahren kénnen gleichermaBen in Form von Hochdurch-
satzverfahren und/oder computerassistiert durchgefiihrt werden.

Fiir weitere Einzelheiten in bezug auf die erfindungsgemiflen Verfahren ge-
mifB dem vierten und dem fiinften Aspekt der vorliegenden Erfindung kann
auf die Ausfithrungen zu den iibrigen Aspekten bzw. Gegenstinden der vor-
liegenden Erfindung verwiesen werden, welche diesbeziiglich entsprechend
gelten.

Wiederum weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung — gemif3 einem
sechsten Aspektder vorliegenden Erfindung — ist das erfindungsgeméfle
Verfahren geméfl Anspruch 26, d. h. also mit anderen Worten ein Verfahren
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zur Verbesserung der pharmakologischen Eigenschaften der nach dem Ver-
fahren gemifl dem vierten und/oder fiinften Aspekt der vorliegenden Erfin-
dung identifizierten Testsubstanzen, wobei man

(a) die Bindungsstelle der Testsubstanz an das Nukleinsduremolekiill (DNA
oder RNA, insbesondere mRNA) oder an das (Poly-)Peptid und gegebe-
nenfalls die Bindungsstelle des Nukleinsduremolekiils oder des (Poly-)-
Peptids an die Testsubstanz identifiziert;

(b) die Bindungsstelle der Testsubstanz und des Nukleinsduremolekiils oder
des (Poly-)Peptids durch molekulares Modellieren modifiziert; und

(c) die Testsubstanz dergestalt modifiziert, dafl ihre Bindungsspezifitét oder
Bindungsaffinitit oder Bindungsaviditidt fiir das Nukleinsduremolekiil
oder das (Poly-)Peptid erhéht wird.

Diesbeziiglich kann die Bindungsstelle in Schritt (a) durch ortsspezifische
Mutagenese ermittelt werden, wobei die diesbeziiglichen Verfahren dem
Fachmann an sich bekannt sind.

Wiederum weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung — gemif3 einem
siebten Aspekt der vorliegenden Erfindung — ist das erfindungsgemifie
Verfahren gemdl Anspruch 28, d. h. also mit anderen Worten ein Verfahren
zur Modifizierung einer Testsubstanz, die nach den Verfahren gemifl dem
vierten und/oder fiinften und/oder sechsten Aspekt der vorliegenden Erfin-
dung identifiziert oder verbessert ist, wobei die Testsubstanz als Leitstruktur
weiter modifiziert wird, um

(i) ein modifiziertes aktives Zentrum, ein modifiziertes Aktivitdtsspektrum
und/oder eine modifizierte Organspezifitit und/oder

(ii) eine verbesserte Aktivitdt und/oder

(iii)) eine verminderte Toxizitdt (einen verbesserten therapeutischen Index)
und/oder

(iv) verminderte Nebenwirkungen und/oder

(v) einen zeitlich versetzten Beginn der therapeutischen Wirksamkeit
und/oder Linge der therapeutischen Wirksamkeit und/oder
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(vi) verdnderte pharmakokinetische Parameter (insbesondere Resorption,
Distribution, Metabolismus und/oder Exkretion) und/oder

(vii) modifizierte physikochemische Parameter, insbesondere Loslichkeit, hy-
groskopische Eigenschaften, Farbe, Geschmack, Geruch, Stabilitét
und/oder Zustandsform, und/oder

(viii) eine verbesserte generelle Spezifitit, Organ-/Gewebespezifitit, und/oder

(ix) eine optimierte Verabreichungsform und/oder -route, insbesondere durch

(a)
(b)
(c)

(d)
(e)
€y
(8)
(h)

@)

0)

(k)

M

(m)

(n)

Veresterung von Carboxylgruppen und/oder
Veresterung von Hydroxylgruppen mit Carbonsiuren und/oder

Veresterung von Hydroxylgruppen, insbesondere zu Phosphaten,
Pyrophosphaten oder Sulfaten und/oder Hemisuccinaten und/oder

Bildung von pharmazeutisch vertrdglichen Salzen und/oder
Bildung von pharmazeutisch vertrdglichen Komplexen und/oder
Synthese von pharmakologisch aktiven Polymeren und/oder
Einfiihrung von hydrophilen Gruppen und/oder

Einfiilhrung und/oder Austausch von Substituenten in Aromaten
und/oder Seitenketten und/oder Verdnderung des Substituentenmu-
sters und/oder

Modifikation durch Einfiihrung von isosterischen und/oder bioiso-
sterischen Gruppen und/oder

Synthese von homologen Verbindungen und/oder
Einfiihrung von verzweigten Seitenketten und/oder

Konversion von Alkylsubstituenten zu zyklischen Analogen
und/oder

Derivatisierung von Hydroxylgruppen zu Ketalen und/oder Aceta-
len und/oder

N-Acetylierung zu Amiden und/oder Phenylcarbamaten und/oder

Synthese von Mannich-Basen und/oder Iminen und/oder
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(p) Umwandlung von Ketonen und/oder Aldehyden in Schiff-Basen,
Oximen, Acetalen, Ketalen, Enolestern, Oxazolidinen, Thiozolidi-
nen oder deren Kombinationen,

zu erreichen.

Dabei ist es im Rahmen des erfindungsgemifen Verfahrens méglich, daf3 die
identifizierte, verbesserte oder modifizierte Testsubstanz, insbesondere der
Inhibitor und/oder Repressor der bzw. des zuvor genannten Gens, durch Pep-
tidomimetika pharmakologisch weiter verbessert wird.

Fiir weitere Ausfithrungen in bezug auf die erfindungsgeméiflen Verfahren
gemilB diesem Aspekt der vorliegenden Erfindung kann auf die Ausfithrungen
zu den vorangehenden Aspekten der vorliegenden Erfindung verwiesen wer-
den, welche diesbeziiglich entsprechend gelten.

Wiederum weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung — gemi3 einem
achten Aspekt der vorliegenden Erfindung — ist das erfindungsgemife
Verfahren gemifl Anspruch 30, d. h. also mit anderen Worten ein Verfahren
zur Identifikation und/oder Ermittlung mindestens eines mit der Replikation
von Hepatitis-Viren, insbesondere Hepatitis-C-Viren, im Zusammenhang ste-
henden Nukleinsduremolekiils, insbesondere Gens, vorzugsweise humanen
und/oder interferonstimulierten Gens, wobei das Verfahren die folgenden
Schritte umfafit:

(a) Erstellung eines Genexpressions- und/oder Genaktivitétsprofils von einer
Vielzahl von Probanden eines Probandenkollektivs, wobei (i) die Proban-
den einer ersten Gruppe des Probandenkollektivs eine Infektion mit Hepa-
titis-Viren, insbesondere Hepatitis-C-Viren, aufweisen und (ii) die Pro-
banden einer zweiten Gruppe des Probandenkollektivs keine solche Infek-
tion aufweisen;

(b) Analyse und Vergleich bzw. Abgleich der jeweiligen Genexpressions-
und/oder Genaktivitédtsprofile von (i) Probanden der ersten Gruppe und
(ii) Probanden der zweiten Gruppe und

(¢) Identifikation mindestens eines Nukleinsduremolekiils, insbesondere min-
destens eines Gens, welches bei (i) den Probanden der ersten Gruppe im
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Vergleich zu (ii) den Probanden der zweiten Gruppe eine erhohte Genex-
pression und/oder Genaktivitét aufweist.

Das Verfahren kann im Anschluf3 an Schritt (¢) den nachfolgenden Schritt (d)
umfassen:

(d) Zuordnung des in Schritt (¢) identifizierten Nukleinsduremolekiils, insbe-
sondere Gens, als ein mit der Vermehrung und/oder Replikation von He-
patitis-Viren, insbesondere Hepatitis-C-Viren, im Zusammenhang stehen-
des Nukleinsduremolekiil, insbesondere Gen.

Das erfindungsgeméBe Verfahren gemé diesem Aspekt der vorliegenden Er-
findung kann beispielsweise anhand differenzieller Expression unter Einsatz
von sogenannten DNA-Chips eingesetzt werden. Dabei kann beispielsweise
derart verfahren werden, dall zunidchst RNA aus dem Blut eines zu untersu-
chenden Probanden isoliert und dieses Isolat auf speziellen Gen-Chips gege-
ben wird und im Rahmen von dem Fachmann an sich bekannten Auswerte-
bzw. Analyseverfahren der Expressionsgrad bei Probanden mit Hepatitis-C-
Infektion im Vergleich zu Probanden ohne Hepatitis-C-Infektion fiir bestimm-
te Gene ermittelt wird und einem Gen, insbesondere einem interferonstimu-
lierten Gen, mit einem erhohten Expressionsgrad die Eigenschaften eines im
Zusammenhang mit der Vermehrung bzw. Replikation von Hepatitis-C-Viren
im Zusammenhang stehenden Gens, insbesondere die Vermehrung bzw. Re-
plikation von Hepatitis-C-Viren fordernden Gens zugesprochen werden kann.

Auf diese Weise ist es moglich, weitere Gene, insbesondere interferonstimu-
lierte Gene, zu identifizieren, welche mit der Vermehrung bzw. Replikation
von Hepatitis-C-Viren im Zusammenhang mit einer Hepatitis-C-Infektion
bzw. Hepatitis-C-Erkrankung stehen.

Weiterhin betrifft die vorliegende Erfindung — gemél einem neunten
Aspekt der vorliegenden Erfindung — eine pharmazeutische Zusammenset-
zung gemifl Anspruch 32, mit anderen Worten somit eine pharmazeutische
Zusammensetzung, vorzugsweise flir die prophylaktische oder therapeutische
Behandlung von Hepatitis-C-Erkrankungen, enthaltend in wirksamen, insbe-
sondere pharmazeutisch wirksamen Mengen mindestens eine pharmakolo-
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gisch aktive Substanz, insbesondere einen Inhibitor und/oder Repressor, fiir
ein mit der Vermehrung und/oder Replikation von Hepatitis-Viren, insbeson-
dere Hepatitis-C-Viren, im Zusammenhang stehendes Nukleinsduremolekiil,
insbesondere Gen, vorzugsweise ISG15, und/oder fiir dessen DNA-Sequenz
und/oder fiir dessen zugeordnete RNA-Sequenz, insbesondere fiir dessen zu-
geordnete mRNA-Sequenz, und/oder fiir dessen zugeordnete (Poly-)Peptid,
wobei die Substanz nach dem Verfahren geméf3 dem vierten und/oder fiinften
und/oder sechsten Aspekt der vorliegenden Erfindung erhaltlich ist.

Fiir weitere diesbeziigliche Einzelheiten im bezug auf die erfindungsgeméfle
pharmakologisch aktive Substanz kann auf die tibrigen Ausfithrungen zu den
weiteren Aspekten der vorliegenden Erfindung verwiesen werden, welche in
diesem Zusammenhang entsprechend gelten.

Wiederum weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung — geméf einem
ze hn ten Aspekt der vorliegenden Erfindung — ist zudem eine pharmazeu-
tische Zusammensetzung gemaB Anspruch 33, mit anderen Worten somit eine
pharmazeutische Zusammensetzung, vorzugsweise fliir die prophylaktische
oder therapeutische Behandlung von Hepatitis-C-Erkrankungen, enthaltend in
wirksamen, insbesondere pharmazeutisch wirksamen Mengen mindestens eine
siRNA, wobei die siRNA die Genaktivitit und/oder Genexpression minde-
stens eines interferonstimulierten Gens, insbesondere von ISG15, reguliert,
insbesondere vermindert oder zumindest hemmt.

Bei der im Rahmen der erfindungsgemifien pharmazeutischen Zusammenset-
zung eingesetzten siRNA handelt es sich gemiB einer ganz besonders bevor-
zugten Ausfiihrungsform um eine siRNA gegen ISG1S5, welche von der Fa.
Qiagen, Hilden, Deutschland unter der Produktnummer bzw. Bestellnummer
S100072387 bezogen werden kann.

Fiir weitere Einzelheiten in bezug auf die erfindungsgemifBe pharmazeutische
Zusammensetzung geméf diesem Erfindungsaspekt der vorliegenden Erfin-
dung kann auf die Ausfithrungen zu den iibrigen vorgenannten Aspekten der
vorliegenden Erfindung verwiesen werden, welche in diesem Zusammenhang
entsprechend gelten.
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Weitere Ausgestaltungen, Abwandlungen und Variationen der vorliegenden
Erfindung sind fir den Fachmann beim Lesen der Beschreibung ohne weiteres
erkennbar und realisierbar, ohne dal3 er dabei den Rahmen der vorliegenden
Erfindung verlaft.

Die vorliegende Erfindung wird anhand der nachfolgenden Ausfithrungsbei-
spiele veranschaulicht, welche die vorliegende Erfindung jedoch keinesfalls
beschrénken.
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AUSFUHRUNGSBEISPIELE:

Methoden und Untersuchungsergebnisse:

1. Isolierung von Gesamt-RNA

Zur Extraktion der Gesamt-RNA wurden die Zellen mit 500 pl Trizol uber-
schichtet. Die adhédrenten Zellen wurden mit einem Plastikschaber vom Grund
gelost und in ein Reaktionsgefdf iiberfiihrt. Es wurden 0,1 ml Chloroform / 1
ml Trizol hinzugegeben und durch Schiitteln vermischt. Zentrifugieren bei
12.000 g und bei 2 bis 8 °C fiir 15 min fithrte zur Phasentrennung des Phe-
nol/Chloroform-Gemisches. Die wilirige Phase wurde abgenommen und die
geloste RNA durch 0,5 ml Isopropanol/1 ml Trizol ausgefillt. Das Pellet wur-
de dann mit 75 % Ethanol gewaschen, unter Vakuum getrocknet und ab-
schliefend in RNase-freiem Wasser gelost. Im AnschluBl wurde die RNA mit
Hilfe des ,,RNeasy Mini“ Kits (Qiagen, Hilden, Deutschland) entsprechend
den Herstelleranweisungen aufgereinigt und bis zur weiteren Analyse bei
-20°C gelagert.

2. Quantitative realtime-PCR:

Die reverse Transkription von RNA, gefolgt von einer Polymerase Chain
Reaction (RT-PCR), ist eine sensitive Methode zur Quantifizierung spezifi-
scher mRNAs. In einem Ein-Schritt-RT-PCR-Verfahren (one-step RT-PCR)
wird durch den Einsatz spezifischer Primer zuerst die mRNA des gesuchten
Gens in komplementdre DNA (cDNA) umgeschrieben, welche wiederum das
Template bzw. die Vorlage fiir die folgende PCR liefert.

Um eine quantitative Aussage iiber die eingesetzte Menge an mRNA machen
zu konnen, wurde der LightCycler Rotor-Gene 2000 von Corbett (Mortlake,
Australien) verwendet. Der LightCycler erfafit iiber eine Fluorimeter-
komponente die Fluoreszenz des Fluorophoren nach Bindung an doppelstran-
gige DNA. Eingesetzt wurde das QuantiTect SYBR Green RT-PCR Kit von
QIAGEN, ein 25-ul-Ansatz wurde wie folgt zusammenpipettiert: 5,25 pl H,O
(RNase-frei), 12,5 ul SYBR Green RT-PCR Master Mix, 0,25 wl QuantiTect
RT-Mix, 2,5 ul jedes Primers (0,5 mM) und 2 pl Gesamt-RNA (100 ng bis
200 ng). Das verwendete LightCycler-Programm startete mit einem
30miniitigen RT-Schritt bei 55 °C, gefolgt von einer 1S5miniitigen Hitze-
Inaktivierung der RT-Polymerase mit dem AnschluB eines herkommlichem
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PCR-Schemas, d. h. pro Zyklus 5 s Denaturierung bei 95 °C, 10 s Annealing-
temperatur (55 °C) und 30 s Elongation bei 72 °C. Die Produktbildung wurde
nach jedem Replikationszyklus iiber den Fluoreszenzanstieg bestimmt. Nach
im Durchschnitt 40 Replikationszyklen wurden die Schmelzkurven der gebil-
deten Produkte erfalit, um so die Spezifitit der PCR-Reaktion zu iiberpriifen.
Aufgrund des Schmelzverhaltens von DNA nimmt die Fluoreszenz mit stei-
gender Temperatur ab. Die maximale Fluoreszenzénderung pro Temperatur-
erh6hung ergibt ein Maximum in der Schmelzkurve, welches charakteristisch
fiir jedes PCR-Produkt ist. Die vom LightCycler kalkulierten Kopienzahlen
der gemessenen Gene wurden gegen das housekeeping Gen bzw. Haushalts-
gen B-Aktin abgeglichen und analysiert.

3. Suppression der Genexpression von ISG15 mittels siRNA:
Die Expression von ISG15 wurde auf Zellkulturebene im HCV-Replikon-
System ausgeschaltet, um die direkte Wirkung auf die HCV-Replikation zu

untersuchen. Die Suppression der Genexpression, auch gene-knockdown bzw.
gene-knockout genannt, erfolgt mittels siRNA iiber einen zelluldren Mecha-
nismus des Prozessierens. Der Dicer-Enzymkomplex spaltet zelluntypische
dsRNA in 21 bis 23 bp grole Oligomere, die sogenannten small interfering
RNAs (siRNA). Die siRNA kann mit einem Proteinkomplex den RNA-induced
silencing complex (RISC) ausbilden; dieser bindet den antisense-Strang der
siRNA und schneidet die dazu komplementire mRNA. Die Degradation der
mRNA fiihrt zu einer Reduktion der Translation dieser mRNAs und somit zu
einem gene-silencing auf posttranskriptionaler Ebene.

Ein auf der humanen Hepatomzellliniec HuH-7 basierendes conl-Replikon-
System sowie die murinen MH1-Zellen, die ebenfalls ein HCV-Replikon ent-
halten, wurden im 96er Lochplattenformat mit siRNAs gegen ISG15 (Qiagen)
transfiziert (human: Best.-Nr. SI00072387, murin: Best.-Nr. SI01007531).
Dann wurde der Effekt der Gensuppression auf die HCV-Replikation unter-
sucht.

Hierzu wurden in einem reversen Transfektionsansatz zuerst 12,5 ng der
siRNAs (5§ nM) in 3 pl Susspensionspuffer gelost und in die Vertiefungen der
Lochplatte vorpipettiert. In einem weiteren Ansatz wurden jeweils 2,5 ng der
siRNAs fuir ein gleichzeitiges Ausschalten weiterer Gene eingesetzt (nicht
graphisch dargestellt). Als Kontrolle wurde eine nichtcodogene siRNA einge-
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setzt. Anschlieflend wurden pro Ansatz 0,75 pl des Transfektionsreagenz Hi-
PerFect™ (Qiagen, Hilden, Deutschland) in 24,25 pl serumfreies Kulturmedi-
um iiberfithrt, gemischt und zu den vorgelegten siRNAs gegeben. Der Trans-
fektionsansatz wurde nun 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlie-
Bend wurden 1-10° Zellen zu den Transfektionsansitzen gegeben und das Vo-
lumen mit Kulturmedium auf 200 pl aufgefiillt und fiir 12 Stunden bei 37 °C,
5 % CO,-Gehalt und gesittigter Luftfeuchtigkeit inkubiert. Die RNA wurde
wie bereits beschrieben extrahiert und der Riickgang der Genexpression von
ISG15 sowie die HCV-Replikation mittels quantitativer RT-PCR bzw. We-
sternblot untersucht.

4. Hemmung der HCV-Replikation im Dauerversuch iiber 3 Monate — feh-

lende Induktion resistenter Mutanten:

Murine MH1-HCV-Replikon-Zellen wurden tiber 19 Zellpassagen mit nicht-
kodierender siRNA bzw. gegen ISG15 gerichteter siRNA kultiviert. Zur Zell-
passage 1, 7, 11, 15 und 19 wurde die HCV-Kopienzahl/100.000 Kopien
B-Aktin bestimmt und jeweils gegen die unbehandelte Kontrolle (100 %) ab-
geglichen. Da die gegen ISG15 gerichtete siRNA wéhrend der gesamten Dau-
er des Versuchs ihre anti-HCV-Aktivitit behielt, ist davon auszugehen, dafl
keine gegen diesen Ansatz resistenten Mutanten entstanden sind oder selek-
tioniert wurden. Fig. 1A und Fig. 1B veranschaulichen die erhaltenen Ergeb-
nisse (mit siNC = non silencing control, siISG15 = ISG15-spezifische si-
RNA). In Fig. 1A ist die HCV-Kopienzahl gegen die unbehandelte Kontrolle
(MH1) normiert und abgeglichen, und in Fig. 1B ist die HCV/ISGI15-
Kopienzahl gegen die siNC-Kontrolle normiert und abgeglichen. Fig. 1A und
Fig. 1B zeigen den erheblichen Riickgang der HCV-Kopienzahl bei Behand-
lung mit ISG15-spezifischer siRNA (siISG15). Folglich ist auch die Vermeh-
rung bzw. Replikation unter Einflufl von siISG15 verringert.

5. Hemmung der HCV-NSS5A-Proteinexpression mittels siRNA-Knockdown
von ISG15 — Synergismus mit IFN-q:

Die murinen MH1- und die humanen conl-HCV-Replikonzellen wurden in
6-Lochplatten ausgesét und bis zu einer Konfluenz von 30 bis 40 % bei 37 °C
und einem CO,-Lufigehalt von 5 % inkubiert. Die Transfektion mit 5 nM
siIRNA (siNC = non silencing control, silSG15 = ISG15-spezifische humane
sowie murine siRNA) erfolgte mittels ,HiPerFect™ Transfection Reagent®
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(Qiagen, Hilden, Deutschland). Nach 8 h Inkubation (37 °C, 5 % CO,) wurden
die Zellen gewaschen und wieder in Kulturmedium sowie mit IFN-a versetz-
tem Medium aufgenommen und fiir weitere 64 h inkubiert. Im Anschlufl wur-
den die Zellen lysiert und eine Proteinextraktion durchgefiihrt. Mittels We-
sternblot konnten das virale Proteine NS5A sowie das housekeeping Gen
B-Aktin nachgewiesen werden.

Fig. 2A und Fig. 2B zeigen im Rahmen eines Westernblots, daB3 eine Behand-
lung mit gegen ISG15 gerichteter siRNA sowohl in murinen als auch in hu-
manen HCV-Replikonsystemen zu einer deutlichen Suppression des HCV-
NSS5A-Proteins fiihrt. Ferner zeigen Fig. 2A und Fig. 2B, daf} ein Synergismus
mit IFN-a besteht, da die zusitzliche Gabe von IFN-a (vgl. Fig. 2A und Fig.
2B: + IFN-a) zu einer signifikanter Verringerung der NS5A-Synthese im Ver-
gleich zu dem nicht mit IFN-a behandelten Ansatz (vgl. Fig. 2A und Fig. 2B:
- IFN-a) fuhrt.

Fig. 1A zeigt die Hemmung der HCV-Replikation und die fehlende Indukti-
on resistenter Mutanten bei Behandlung mit ISG15-spezifischer
siRNA (siISG15) gegeniiber einer Behandlung mit siNC, wobei die
HCV-Kopienzahl gegen die unbehandelte Kontrolle (MH1) normiert
und abgeglichen ist.

Fig. IB zeigt die Hemmung der HCV-Replikation und die fehlende Indukti-
on resistenter Mutanten bei Behandlung mit ISG15-spezifischer
siRNA (siISG15) gegeniiber einer Behandlung mit siNC, wobei die
HCV/ISG15-Kopienzahl gegen die siNC-Kontrolle normiert und ab-
geglichen ist.

Fig. 2A zeigt anhand eines Westernblots die Ergebnisse einer an humanen
conl-HCV-Replikonzellen durchgefiihrten Behandlung mit gegen
ISG15 gerichteter siRNA ohne zusitzliche Applikation von IFN-a
einerseits (- [FN-o) und mit zusétzlicher Applikation von IFN-a an-
dererseits (+ IFN-a).
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Fig. 2B zeigt anhand eines Westernblots die Ergebnisse einer an murinen

Fig. 3

MH1-HCV-Replikonzellen durchgefiihrten Behandlung mit gegen
ISG15 gerichteter siRNA ohne zusétzliche Applikation von IFN-a
einerseits (- IFN-a) und mit zusétzlicher Applikation von IFN-a an-
dererseits (+ [FN-a).

zeigt einen Vergleich der Replikation von Hepatitis-C-Viren in
MH1-Zellen fiir verschiedene Passagen, wobei die HCV-Kopienzahl
auf 100.000 B-Aktin-Molekiile bezogen ist (MH1 = unbehandelte
Kontrolle, NC = non silencing control, ISG15 = ISG15-spezifische
si-RNA). Firr samtliche Passagen ist unter Einsatz von ISG15-
spezifischer si-RNA im Vergleich zu MHI und NC ein deutlicher
Riickgang der HCV-Kopienzahl und somit eine Verminderung der
Virussynthese bzw. -replikation zu beobachten.
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Patentanspriiche:

Verwendung eines Inhibitors und/oder Repressors eines mit der Vermeh-
rung und/oder Replikation von Hepatitis-Viren, insbesondere Hepatitis-
C-Viren, im Zusammenhang stehenden Nukleinsduremolekiils, insbe-
sondere Gens, und/oder dessen DNA-Sequenz und/oder dessen zugeord-
neter RNA-Sequenz und/oder dessen zugeordneten (Poly-)Peptids zur
Herstellung eines Arzneimittels zur prophylaktischen und/oder therapeu-
tischen Behandlung von Hepatitis, insbesondere Hepatitis Typ C.

Verwendung nach Anspruch 1, wobei das Gen ein humanes Gen ist.

Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, wobei das Gen ein interferonsti-
muliertes Gen ist, insbesondere wobei das Gen ein durch Interferone
vom Typ I, vorzugsweise a-Interferon und/oder B-Interferon, stimulier-
tes Gen ist.

Verwendung nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei das Gen
ISG1S5 ist, insbesondere mit der Transkript-ID (Lokus) NM 005101
und/oder insbesondere gemill Sequenzprotokoll I und/oder insbesondere
gemifl SEQUENCE LISTING.

Verwendung nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei der Inhi-
bitor und/oder Repressor eine die Aktivitit des Gens, insbesondere von
ISG15, herabsetzende und/oder unterbindende, insbesondere inhibieren-
de Substanz ist.

Verwendung nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei der Inhi-
bitor und/oder Repressor eine mit dem Gen, insbesondere mit ISG15,
und/oder mit dessen DNA-Sequenz und/oder mit dessen zugeordneter
RNA-Sequenz und/oder mit dessen zugeordnetem (Poly-)Peptid inter-
agierende Substanz ist, insbesondere wobei die Substanz die Aktivitat
des Gens, insbesondere von ISG15, und/oder dessen DNA-Sequenz
und/oder dessen zugeordneter RNA-Sequenz und/oder dessen zugeord-
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neten (Poly-)Peptids herabsetzt und/oder unterbindet, insbesondere inhi-
biert.

Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 6, wobei der Inhibitor
und/oder Repressor mit dem Promoter und/oder Enhancer des Gens, ins-
besondere von ISG15, wechselwirkt und/oder interagiert derart, daf} die
Bindung von insbesondere korpereigenen Transkriptionsfaktoren, insbe-
sondere Aktivatoren, an den Promoter und/oder Enhancer verhindert
oder zumindest gechemmt wird.

Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 6, wobei der Inhibitor
und/oder Repressor mit einem insbesondere korpereigenen Transkripti-
onsfaktor, insbesondere Aktivator, wechselwirkt und/oder interagiert
derart, dafl die Bindung des Transkriptionsfaktors, insbesondere Aktiva-
tors, an den Promoter und/oder Enhancer des Gens, insbesondere von
ISG15, verhindert oder zumindest gehemmt wird und/oder wobei der In-
hibitor und/oder Repressor mit insbesondere korpereigenen, von dem
Gen regulierten Mediatoren und/oder Faktoren, insbesondere ISG15-
regulierten Mediatoren und/oder Faktoren, und/oder mit insbesondere
korpereigenen, das Gen regulierenden Mediatoren und/oder Faktoren,
insbesondere ISG15-regulierenden Mediatoren und/oder Faktoren, inter-
agiert insbesondere derart, daf3 die Aktivitit des Gens, insbesondere von
ISG15, und/oder dessen DNA-Sequenz und/oder dessen zugeordneter
RNA-Sequenz und/oder dessen zugeordneten (Poly-)Peptids herabge-
setzt und/oder unterbunden, insbesondere inhibiert, wird.

Verwendung nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei der Inhi-
bitor und/oder Repressor eine vorzugsweise mit der dem Gen, insbeson-
dere ISG15, zugeordneten RNA-Sequenz, insbesondere mRNA-
Sequenz, interagierende RNA-Sequenz ist.

Verwendung nach Anspruch 9, wobei der Inhibitor und/oder Repressor
eine RNA-Sequenz in Form eines Oligomers, insbesondere mit 15 bis 20
Basenpaaren (bp), vorzugsweise 18 bis 25 bp, bevorzugt 21 bis 23 bp,
ist.
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Verwendung nach Anspruch 9 oder 10, wobei der Inhibitor und/oder
Repressor eine siRNA ist, insbesondere wobei die siRNA gegen ISG15,
insbesondere gegen ISG15 zugeordneter mRNA, gerichtet ist.

Verwendung nach einem der Anspriiche Anspruch 9 bis 11, wobei der
Inhibitor und/oder Repressor ein insbesondere den antisense-Strang der
siRNA und mindestens eine Proteinkomponente umfassender RISC-
Komplex ist.

Verwendung nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei der Inhi-
bitor und/oder Repressor in wirksamen, insbesondere pharmazeutisch
wirksamen Mengen verabreicht wird und/oder wobei der Inhibitor
und/oder Repressor systemisch verabreicht wird.

Verwendung nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei der Inhi-
bitor und/oder Repressor gemeinsam mit mindestens einem Interferon,
insbesondere o-Interferon, vorzugsweise mit pegyliertem o-Interferon,
verabreicht wird und/oder wobei der Inhibitor und/oder Repressor ge-
meinsam und/oder in Kombination mit mindestens einer Substanz mit
antiviralen Eigenschaften gegeniiber Hepatitis-Viren, insbesondere He-
patits-C-Viren, verabreicht wird.

Verwendung mindestens einer Substanz, insbesondere eines Inhibitors
und/oder Repressors, zur Herstellung eines Medikamentes oder Arznei-
mittels zur prophylaktischen und/oder therapeutischen Behandlung von
Hepatitis, insbesondere Hepatitis Typ C, wobei die Substanz die Genak-
tivitdit und/oder Genexpression mindestens eines interferonstimulierten
Gens, insbesondere von ISG15, reguliert, insbesondere vermindert oder
zumindest hemmt.

Verwendung nach Anspruch 15, gekennzeichnet durch eines oder meh-
rere der Merkmale nach einem der Anspriiche 1 bis 14.

Verwendung mindestens eines interferonstimulierten Nukleinsduremole-
kiils, insbesondere Gens, vorzugsweise ISG15, und/oder dessen DNA-
Sequenz und/oder dessen zugeordneter RNA-Sequenz und/oder minde-
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stens eines von der Nukleinsdure codierten (Poly-)Peptids zur Auffin-
dung und/oder Bereitstellung eines Arzneimittels zur prophylaktischen
und/oder kurativen Behandlung von Hepatitis, insbesondere Hepatitis
Typ C, und/oder zur Vorhersage von individuellen Arzneimittelwirkun-
gen und/oder Arzneimittelnebenwirkungen.

Verfahren zur Identifizierung eines Inhibitors und/oder Repressors eines
interferonstimulierten Nukleinsduremolekiils, insbesondere Gens, vor-
zugsweise von ISG15, und/oder dessen DNA-Sequenz und/oder dessen
zugeordneter RNA-Sequenz, umfassend die folgenden Schritte:

(a) Inkontaktbringen des Nukleinsduremolekiils mit mindestens einer
Testsubstanz unter Bedingungen, die eine Wechselwirkung, insbe-
sondere Bindung, der Testsubstanz(en) an das Nukleinsduremolekiil
erlauben; und

(b) Nachweis und/oder Analyse, ob die Testsubstanz(en) die Genaktivi-
tat und/oder Expression des Nukleinsduremolekiils einschrinken
oder unterbinden und/oder ob die Testsubstanz(en) die Vermehrung
und/oder Replikation von Hepatitis-Viren, insbesondere Hepatits-C-
Viren, einschrinken oder unterbinden.

Verfahren zur Identifizierung eines Inhibitors und/oder Repressors eines
von einem interferonstimulierten Nukleinsduremolekiil, insbesondere
Gen, vorzugsweise ISG15, und/oder dessen DNA-Sequenz und/oder
dessen zugeordneter RNA-Sequenz codierten (Poly-)Peptids, umfassend
die folgenden Schritte:

(a) Inkontaktbringen des (Poly-)Peptids mit mindestens einer Testsub-
stanz unter Bedingungen, die eine Wechselwirkung, insbesondere
Bindung, der Testsubstanz(en) an das (Poly-)Peptid erlauben; und

(b) Nachweis und/oder Analyse, ob die Testsubstanz(en) die Aktivitit
des (Poly-)Peptids einschridnken oder unterbinden und/oder ob die
Testsubstanz(en) die Vermehrung und/oder Replikation von Hepati-
tis-Viren, insbesondere Hepatits-C-Viren, einschrinken oder unter-
binden.
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20. Verfahren nach Anspruch 18 oder 19, wobei mehrere Testsubstanzen
eingesetzt und die folgenden Schritte durchgefiihrt werden:

21.

(a) Testung verschiedener Testsubstanzen in verschiedenen Reaktions-

(b)

(c)

gefiBlen, wobei diejenigen Testsubstanzen, welche die Genaktivitit
und/oder Expression und/oder Aktivitdt des Nukleinsduremolekiils
nicht einschrinken oder nicht unterbinden und/oder welche die Ak-
tivitdt des (Poly-)Peptids nicht einschridnken oder nicht unterbinden
und/oder welche die Vermehrung und/oder Replikation von Hepati-
tis-Viren, insbesondere Hepatits-C-Viren, nicht einschrinken oder
nicht unterbinden im weiteren Testverfahren nicht mehr beriicksich-
tigt werden;

Verteilung von Testsubstanzen aus solchen Reaktionsgefdflen, bei
welchen eine Verringerung oder Unterbindung der Genaktivitét
und/oder Expression und/oder Aktivitit des Nukleinsduremolekiils
und/oder bei welchen eine Verringerung oder Unterbindung der Ak-
tivitit des (Poly-)Peptids und/oder bei welchen eine Verringerung
oder Unterbindung der Vermehrung und/oder Replikation von Hepa-
titis-Viren, insbesondere Hepatits-C-Viren, in Schritt (a) ermittelt
wurde, auf neue Reaktionsgefiie und Wiederholung von Schritt (a)
mit den neuen Reaktionsgeféfien; und

Wiederholung von Schritt (b), bis eine einzelne Testsubstanz identi-
fiziert wird, welcher die Verringerung oder Unterbindung der Ge-
naktivitit und/oder Expression des Nukleinsduremolekiils und/oder
welcher die Verringerung oder Unterbindung der Aktivitit des (Po-
ly-)Peptids und/oder welcher die Verringerung oder Unterbindung
der Vermehrung und/oder Replikation von Hepatitis-Viren, insbe-
sondere Hepatits-C-Viren, zugeordnet werden kann.

Verfahren nach einem der Anspriiche 18 bis 20, wobei die Testsub-

stanz(en), das Nukleinsduremolekiil und/oder das (Poly-)Peptid an ein

Auslesesystem (readout-System) gekoppelt sind und/oder wobei dem

Testansatz ein Auslesesystem zugesetzt wird und/oder wobei das Ausle-

sesystem nach Bindung der Testsubstanz(en) mit dem Nukleinsduremo-
lekiil und/oder dem (Poly-)Peptid ein nachweisbares Signal liefert.
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Verfahren nach einem der Anspriiche 18 bis 21, wobei die Testsubstan-
zen niedermolekulare Substanzen, Peptide, Aptamere, Antikdrper, DNA,
RNA, insbesondere siRNA und/oder Fragmente oder Derivate davon,
sind.

Verfahren nach einem der Anspriiche 18 bis 22, wobei das Verfahren in
einem Wirt durchgefiihrt wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 18 bis 23, wobei das Verfahren als
ein Hochdurchsatzverfahren durchgefiihrt wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 18 bis 24, wobei das Verfahren
computerassistiert durchgefiihrt wird.

Verfahren zur Verbesserung der pharmakologischen Eigenschaften der
nach dem Verfahren nach einem der Anspriiche 18 bis 25 identifizierten
Testsubstanzen, wobei man

(a) die Bindungsstelle der Testsubstanz an das Nukleinsduremolekiil
oder an das (Poly-)Peptid und gegebenenfalls die Bindungsstelle des
Nukleinsduremolekiils oder des (Poly-)Peptids an die Testsubstanz
identifiziert;

(b) die Bindungsstelle der Testsubstanz und des Nukleinséduremolekiils
oder des (Poly-)Peptids durch molekulares Modellieren modifiziert;
und

(c) die Testsubstanz dergestalt modifiziert, da} ihre Bindungsspezifitit
oder Bindungsaffinitit oder Bindungsaviditit fiir das Nukleinséure-
molekiil oder das (Poly-)Peptid erhoht wird.

Verfahren nach Anspruch 26, wobei die Bindungsstelle in Schritt (a)
durch ortsspezifische Mutagenese ermittelt wird.
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28. Verfahren zur Modifizierung einer Testsubstanz, die nach dem Verfah-

ren nach einem der Anspriiche 18 bis 27 identifiziert oder verbessert ist,
wobei die Testsubstanz als Leitstruktur weiter modifiziert wird, um

(i) ein modifiziertes aktives Zentrum, ein modifiziertes Aktivitatsspek-
trum und/oder eine modifizierte Organspezifitidt und/oder

(i1) eine verbesserte Aktivitdt und/oder

(iii) eine verminderte Toxizitéit (einen verbesserten therapeutischen In-
dex) und/oder

(iv) verminderte Nebenwirkungen und/oder

(v) einen zeitlich versetzten Beginn der therapeutischen Wirksamkeit
und/oder Lénge der therapeutischen Wirksamkeit und/oder

(vi) verdnderte pharmakokinetische Parameter (insbesondere Resorpti-
on, Distribution, Metabolismus und/oder Exkretion) und/oder

(vii) modifizierte physikochemische Parameter, insbesondere Loslich-
keit, hygroskopische Eigenschaften, Farbe, Geschmack, Geruch,
Stabilitdt und/oder Zustandsform, und/oder

(viii) eine verbesserte generelle Spezifitdt, Organ-/Gewebespezifitit,
und/oder

(ix) eine optimierte Verabreichungsform und/oder -route, insbesondere
durch

(a) Veresterung von Carboxylgruppen und/oder

(b) Veresterung von Hydroxylgruppen mit Carbonsiuren
und/oder

(c) Veresterung von Hydroxylgruppen, insbesondere zu Phospha-
ten, Pyrophosphaten oder Sulfaten und/oder Hemisuccinaten
und/oder

(d) Bildung von pharmazeutisch vertréglichen Salzen und/oder

(e) Bildung von pharmazeutisch vertrdglichen Komplexen
und/oder

(f) Synthese von pharmakologisch aktiven Polymeren und/oder
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Einfihrung von hydrophilen Gruppen und/oder

Einfiihrung und/oder Austausch von Substituenten in Aroma-
ten und/oder Seitenketten und/oder Veridnderung des Substi-
tuentenmusters und/oder

Modifikation durch Einfithrung von isosterischen und/oder
bioisosterischen Gruppen und/oder

Synthese von homologen Verbindungen und/oder
Einfiilhrung von verzweigten Seitenketten und/oder

Konversion von Alkylsubstituenten zu zyklischen Analogen
und/oder

Derivatisierung von Hydroxylgruppen zu Ketalen und/oder
Acetalen und/oder

N-Acetylierung zu Amiden und/oder Phenylcarbamaten
und/oder

Synthese von Mannich-Basen und/oder Iminen und/oder

Umwandlung von Ketonen und/oder Aldehyden in Schiff-
Basen, Oximen, Acetalen, Ketalen, Enolestern, Oxazolidinen,
Thiozolidinen oder deren Kombinationen,

zu erreichen.

Verfahren nach einem der Anspriiche 18 bis 28, wobei die identifizierte,
verbesserte und/oder modifizierte Testsubstanz durch Peptidomimetika

pharmakologisch weiter verbessert wird.

Verfahren zur Identifikation und/oder Ermittlung mindestens eines mit

der Replikation von Hepatitis-Viren, insbesondere Hepatitis-C-Viren, im

Zusammenhang stehenden Nukleinsduremolekiils, insbesondere Gens,

vorzugsweise humanen und/oder interferonstimulierten Gens, wobei das
Verfahren die folgenden Schritte umfafit:
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(a) Erstellung eines Genexpressions- und/oder Genaktivititsprofils von
einer Vielzahl von Probanden eines Probandenkollektivs, wobei (i)
die Probanden einer ersten Gruppe des Probandenkollektivs eine In-
fektion mit Hepatitis-Viren, insbesondere Hepatitis-C-Viren, aufwei-
sen und (ii) die Probanden einer zweiten Gruppe des Probandenkol-
lektivs keine solche Infektion aufweisen ;

(b) Analyse und Vergleich bzw. Abgleich der jeweiligen Genexpressi-
ons- und/oder Genaktivitéitsprofile von (i) Probanden der ersten
Gruppe und (ii) Probanden der zweiten Gruppe und

(c) Identifikation mindestens eines Nukleinsdauremolekiils, insbesondere
mindestens eines Gens, welches bei (i) den Probanden der ersten
Gruppe im Vergleich zu (ii) den Probanden der zweiten Gruppe eine
erhohte Genexpression und/oder Genaktivitdt aufweist.

Verfahren nach Anspruch 22, wobei das Verfahren im Anschlufl an
Schritt (¢) den nachfolgenden Schritt umfaft:

(d) Zuordnung des in Schritt (c) identifizierten Nukleinsduremolekiils,
insbesondere Gens, als ein mit der Vermehrung und/oder Replikati-
on von Hepatitis-Viren, insbesondere Hepatitis-C-Viren, im Zu-
sammenhang stehendes Nukleinsduremolekiil, insbesondere Gen.

Pharmazeutische Zusammensetzung, vorzugsweise fiir die prophylakti-
sche oder therapeutische Behandlung von Hepatitis-C-Erkrankungen,
enthaltend in wirksamen, insbesondere pharmazeutisch wirksamen Men-
gen mindestens eine pharmakologisch aktive Substanz, insbesondere ei-
nen Inhibitor und/oder Repressor, fiir ein mit der Vermehrung und/oder
Replikation von Hepatitis-Viren, insbesondere Hepatitis-C-Viren, im
Zusammenhang stehendes Nukleinséduremolekiil, insbesondere Gen, vor-
zugsweise ISG15, und/oder fiir dessen DNA-Sequenz und/oder fiir des-
sen zugeordnete RNA-Sequenz, insbesondere fiir dessen zugeordnete
mRNA-Sequenz, und/oder fiir dessen zugeordnete (Poly-)Peptid, wobei
die Substanz nach dem Verfahren geméf einem der Anspriiche 18 bis 31
erhiltlich ist.
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Pharmazeutische Zusammensetzung, vorzugsweise fiir die prophylakti-
sche oder therapeutische Behandlung von Hepatitis-C-Erkrankungen,
enthaltend in wirksamen, insbesondere pharmazeutisch wirksamen Men-
gen mindestens eine siRNA, wobei die siRNA die Genaktivitdt und/oder
Genexpression mindestens eines interferonstimulierten Gens, insbeson-
dere von ISGI15, reguliert, insbesondere vermindert oder zumindest
hemmt.
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