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Injizierbares Mittel zur zielgerichteten Behandlung

von retinalen Ganglienzellen

Die vorliegende Erfindung betrifft die zielgerichtete BRehand-
lung von retinalen Ganglienzellen (engl.: retinal ganglion
cells, RGC).

Die zielgerichtete Behandlung von Erkrankungen der Retina, wie
bspw. Glaukom, Retinopathia Diabetica, stellt eine der grofien
Herausforderungen an die Medizin und Arzneimittelforschung im

Bereich der Ophthalmologie, d.h. der modernen Augenheilkunde,
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dar. Dabei geht es insbesondere darum, eine Substanz oder ein
Mittel bereitzustellen, das in die retinalen Ganglienzellen,
d.h. in die Nervenzellen des Wirbeltierauges, deren Axone das
Auge iiber den Sehnerv verlassen, gelangt. Wichtig ist in diesem
Zusammenhang, dass eine solche Substanz oder ein solches Mittel
ausschlieBlich und zielgerichtet in die retinalen Ganglienzel-
len gelangt und dort ggf. seine Aktivitdt entfalten kann, nicht
aber in anderen Bereichen des Auges bzw. der Retina. Nur so ist
eine selektive Behandlung der Erkrankung von retinalen Gang-
lienzellen m&glich, ohne dass andere Gewebe bzw. Zellen des
Organismus oder Auges in ihrer physiologischen Funktion beein-
trdchtigt oder beschddigt werden. Nebenwirkungen einer entspre-

chenden Behandlung eines Patienten werden dadurch reduziert.

Shen et al. (2002), ,Preclinical evaluation of a phos-
phorothioate oligonucleotide in the retina of rhesus monkey”,
Lab. Invest. 82, Seiten 167 bis 182, beschreiben ein Oligonuc-
leotid, das in den Corpus vitreum, d.h. den Glaskdrper des
Auges, oder in subretinale Bereiche injizierbar ist und dadurch

in die Retina eingebracht werden kann.

Ahnliche Daten iiber Experimente, in denen direkt in die Augen
injizierbare Substanzen beschrieben werden, wurden bereits
zuvor von Shen, W. Y. und Rakoczy, W. E. (2001), ,Uptake dyna-
mics and retinal tolerance of phosphorothioate oligonucleotide
and its direct delivery into the site of choroidal neovascula-
rization through subretinal administration in the rat”, Anti-
sense Nucleic Acid Drug Dev. 11, Seiten 257 bis 264, und Vor-
werk et al. (2000), ,Depression of retinal glutamate trans-

porter function leads to elevated intravitreal glutamate levels
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and ganglion cell death”, Invest Ophthalmol. Vis. Sci. 41,
Seiten 3615 bis 3621, préadsentiert.

Injektionen in das Auge, speziell in den Corpus vitreum, die
auch als intravitreale Injektionen bezeichnet werden, sind
jedoch nachteilig. So besteht bei einer solchen Injektion die
Gefahr, dass die Linse des Auges massiv beschiddigt wird. Bei
dieser Applikation kann es zu Blutungen an der Einstichstelle
oder zu Infektionen kommen, die das gesamte Auge betreffen.
Ferner besteht die Gefahr, dass die Linse des Auges beschidigt
wird, was in der Folge zu einer Modulation neuroprotektiver
Stoffwechselwege fiihren kann, was Untersuchungen und Therapien
in diesem Bereich massiv beeintrdchtigt oder génzlich unm&glich

macht.

Ein weiterer ganz entscheidender WNachteil der intravitreal
injizierbaren Substanzen, wie Oligonucleotiden, besteht darin,
dass diese nach ihrer Injektion unspezifisch in mehr oder weni-
ger samtliche retinalen Zellschichten und andere Regionen des
Organismus transportiert werden und deshalb ein selektiver
Transport der Substanzen zu den retinalen Ganglienzellen nicht
moglich ist. Intravitreal injizierbare Substanzen sind deshalb
fiir eine zielgerichtete Behandlung von Erkrankungen der retina-

len Ganglienzellen ungeeignet.

Husak et al. (2000), ,Pseudorabies virus membrane proteins gI
and gE facilitate anterograde spread of infection in projec-
tion-specific neurons in the rat”, J. Virol. 74, Seiten 10975
bis 10983, beschreiben Viruspartikel bzw. virale Vektoren, die
in Bereiche des Mittelhirns, d.h. in den Colliculus superior,

injizierbar sind und iiber einen sich daran anschlieBenden re-
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trograden Transport im Gewebe des Gehirns bis hin zur Retina

bzw. zu den retinalen Ganglienzellen gelangen.

Vergleichbare Viruspartikel oder virale Konstrukte werden von
Kaspar et al. (2002), ,Targeted retrograde gene delivery for
neuronal protection”, Mol. Ther. 5, Seiten 50 bis 56, und von
Peltekian et al. (2002), ,Neurotropism and retrograde axonal
transport of a canine adenoviral vector: a tool for targeting
key structures undergoing neurodegenerative processes”, Mol.

Ther. 5, Seiten 25 bis 32, beschrieben.

Virale Vektoren sind jedoch fiir eine therapeutische oder dia-
gnostische Anwendung &uBerst problematisch, da diese nach Ein-
bringung in den Organismus eine Vielzahl von virusspezifischen
Nebenwirkungen hervorrufen, die bis zur Induktion der Apoptose
reichen konnen. Ferner ist die Herstellung derartiger viraler
Konstrukte mit hohen Kosten und grdBerem Aufwand verbunden, so
dass eine groBmaBstabliche Anwendung nicht in Frage kommt.
Virale Vektoren und Viruspartikel sind deshalb fiir eine zielge-
richtete Behandlung von Erkrankungen der Retina ebenfalls nicht

geeignet.

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es deshalb, ein in das
Gehirn eines Lebewesens injizierbares RGC-spezifisches Mittel
bereitzustellen, mit dem die WNachteile aus dém Stand der Tech~
nik vermieden werden. Insbesondere soll ein solches Mittel
bereitgestellt werden, das therapeutisches bzw. diagnostisches
Potenzial aufweist und zielgerichtet in retinale Ganglienzellen
transportiert werden kann. Dieses Mittel soll einfach herstell-
bar sein und sich nach einer Injektion in das Gehirn eines

Lebewesens hauptsdchlich in den retinalen Ganglienzellen und
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nicht oder nur in geringem zu tolerierendem MaBe in anderen
retinalen Zellschichten oder anderen Zellen des Organismus ak-

kumulieren.

Diese Aufgabe wird durch die Verwendung eines Nucleinsiuremole-
kiils zur Herstellung eines injizierbaren Mittels geldst, das

zielgerichtet in retinale Ganglienzellen transportiert wird.

Die Erfinder haben n&mlich {iberraschenderweise unter Zuhilfe-
nahme eines Rattenmodells herausgefunden, dass ein isoliertes
Nucleinsduremolekiil, bspw. ein Oligonucleotid, nach der Injek-
tion in das Gehirn eines SHuretieres zielgerichtet in retinale
Ganglienzellen transportiert wird. Dabei war besonders iiber-
raschend, dass ein solches Nucleinsduremolekiil keinerlei virale
Komponenten bendtigt, um mittels retrogradem Transport zu den
RGC zu gelangen. Erstaunlich war die Beobachtung, dass sich ein
solches Nucleinsduremolekiil ausschlieBlich in den RGC wieder-
findet, in anderen retinalen Zellschichten oder sonstigen Zel-
len des Organismus hingegen keinerlei Nucleinsduremolekiile nach

der Injektion des letzteren in das Gehirn nachweisbar waren.

Ein solches Ergebnis war nicht 2zu erwarten. Vielmehr wurde
bislang vor dem Hintergrund der von Husak et al. und Kasper et
al. (a.a.0.) prdsentierten Daten angenommen, dass lediglich
spezielle virale Konstrukte oder ganze Viruspartikel nach einer
Injektion in das Gehirn in retinale Ganglienzellen transpor-
tiert werden. Ein Nucleinsduremolekiil ist allerdings in viel-
faltiger Hinsicht vorteilhaft gegeniiber einem Viruspartikel
oder viralem Konstrukt. So ist ein solches wesentlich einfacher
herzustellen, zeichnet sich durch eine erhBhte Stabilitidt aus

und ist sowohl als eigentliche Wirksubstanz oder auch als Tri-
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germolekiil fiir eine daran angekoppelte Wirksubstanz besonders
geeignet. Besonders vorteilhaft ist bei der Verwendung eines
Nucleinsduremolekiils, dass dieses im Organismus keine virusspe-
zifischen Nebenwirkungen induziert und deshalb als Therapeuti-

kum besonders geeignet ist.

Unter einem Nucleinsduremolekiil wird ein solches Molekiil ver-
standen, das sowohl Oligonucleotide als auch Polynucleotide mit
beliebigen Nucleotidsequenzen umfasst. ErfindungsgemdB werden
deshalb unter einem Nucleinsduremolekiil lineare oder auch ver-
zweigtkettige, durch 3’, 5’-Phosphodiesterbindungen verkniipfte
Di-, Tri- usw. =-nucleotide bis zu einer unbegrenzten Kettenlan-
ge verstanden. Derartige Nucleinsduremolekiile lassen sich ein-
fach durch zielgerichtete Nucleotidsynthese oder durch unvoll-
stdndige enzymatische oder chemische Spaltung von Nucleins&uren
herstellen. Solche Verfahren sind im Stand der Technik allge-
mein bekannt und dem Fachmann geldufig; vgl. Sambrook, J. and
Russell, D. W. (2001), ,Molecular Cloning - A Laboratory Manu~-
al”, Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York. Der Inhalt
dieser Publikation ist durch Inbezugnahme Bestandteil der vor-

liegenden Anmeldung.

Insbesondere wird erfindungsgemdf unter einem Nucleinsiuremole-
kiil kein Viruspartikel oder auch virales Konstrukt, wie ein

viraler Vvektor, verstanden.

Die Erfinder haben in diesem Zusammenhang erkannt, dass es Ffiir
die Erfindung nicht entscheidend ist, welche Nucleotidsequenz
das Nucleins&uremolekiil aufweist, obgleich bestimmte Sequenzen
ggf. Vorteile hinsichtlich der gewiinschten therapeutischen oder

diagnostischen Anwendung des Mittels haben k&nnen. Die Erfinder
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haben vielmehr ein allgemeines Prinzip erkannt und technisch
ausgenutzt, mittels dem unabhingig von der Nucleotidsequenz des
eingesetzten Nucleinsduremolekiils zielgerichtet Erkrankungen
der retinalen Ganglienzellen therapiert bzw. diagnostiziert

werden kOnnen.

Ein zielgerichteter Tramsport in retinale Ganglienzellen bedeu-
tet erfindungsgemdB, dass andere Zelltypen, insbesondere andere
Zellschichten der Retina, weitgehend unberiihrt bleiben, d.h.
eine Injektion des Nucleinsiduremolekiils in das Gehirn zum im
Wesentlichen exklusiven Transport des letzteren in retinale
Ganglienzellen fiihrt. Dabei wird in Kauf genommen, dass ggf.
geringe Mengen des Nucleinsduremolekiils in nicht-RGC bzw. ande-
re Zelltypen transportiert werden, diese jedoch im Vergleich
zur Menge an Nucleinsduremolekiilen, die zielgerichtet in die
RGC transportiert werden, &duBerst gering ist und deshalb im

Hinblick auf die Vorteile tolerierbar sind.

Unter einem Mittel wird erfindungsgemdB eine jegliche Zusammen-
setzung verstanden, wie eine pharmazeutische Zusammensetzung
bzw. ein Arzneimittel oder eine diagnostische Zusammensetzung
sowie ein Stoff zur Verwendung in der Forschung, der entweder
ausschlieBlich aus Nucleinsduremolekiil besteht oder ggf. zu-
sdtzlich eine Puffersubstanz, einen pharmazeutisch oder dia-
gnostisch akzeptablen Trdger oder auch zumindest einen weiteren
Wirkstoff, diagnostischen Marker oder sonstigen Hilfsstoff

aufweist.

Ein erfindungsgemdfes Mittel kann auch auBerhalb eines ILebe-

wesens verwendet werden, bspw. als wissenschaftliches Tool, das
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in isolierte Zell- oder Gewebekulturen, die retinale Ganglien-

zellen aufweisen, einbringbar bzw. injizierbar ist.

Dabei ist es erfindungsgemdB bevorzugt, wenn das Mittel zur

Injektion in den Colliculus superior ausgebildet ist.

Der Colliculus superior ist ein Organ, das ein Teil des Mittel-
hirndachs bildet. Die zu diesem Organ ziehenden Nervenbahnen
fiihren u.a. visuelle Signale und bilden in ihm Reprédsentationen

des visuellen Feldes aus.

Die Erfinder konnten iiberraschenderweise zeigen, dass ein Nuc-
leinsduremolekiil enthaltendes derart ausgebildetes Mittel, dass
dieses in den Colliculus superior eines Sdugetiergehirns inji-
zierbar ist, nach der Injektion iiber retrograden Transport,
d.h. von der Peripherie einer Nervenzelle in Richtung des Zell-
k8rpers, exklusiv in retinale Ganglienzellen transportiert

wird.

Mit dieser MaBnahme wird ein Mittel bereitgestellt, das in eine
anatomisch gut zugdngliche und lokalisierbare Struktur des
Mittelhirns injizierbar ist, insbesondere ist fiir eine selekti-
ve Applikation des Mittels bzw. Nucleinsduremolekiils in die
retinalen Ganglienzellen keine gefdhrliche Injektion in das

Auge erforderlich.

Nach einer bevorzugten Weiterbildung ist an das Nucleinsdure-

molekiil ein Wirkstoff gekoppelt.

Diese MaBnahme hat den besonderen Vorteil, dass das Nucleinsiu-

remolekiil als Trdgersubstanz, d.h. als so genannter Carrier,
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verwendet wird, und nahezu jeder beliebige Wirkstoff iiber eine
entsprechende Ankopplung an das Nucleinsiuremolekiil zu den
retinalen Ganglienzellen transportiert werden kann und dort
bspw. eine therapeutisch nutzbare Aktivitdt entfalten kann.
Dadurch k&nnen auch solche Wirkstoffe in die retinalen Gang-
lienzellen transportiert werden, die sich bislang vollig un-
selektiv im Organismus verteilen und deshalb fiir eine zielge-
richtete Therapie nicht nutzbar waren. Im Stand der Technik,
vgl. Sambrook and Russell (a.a.0.), sind hinreichend Methoden
beschrieben, wie ein Nucleinsduremolekiil, bspw. ein Oligonucle-
otid bestehend aus 10 bis 30 Nucleotiden, an eine beliebige
Substanz gekoppelt werden kann. Dieser Komplex bzw. ein ent-
sprechendes erfindungsgemédfes Mittel kann dann iiber eine feine
Kantile in den Colliculus superior injiziert werden, bspw. mit-

tels stereotaktischer Injektionen.

Nach einer erfindungsgemdBen Variante ist das Nucleinsiuremole-

kiil selbst als Wirkstoff ausgebildet.

Diese MaBnahme hat den Vorteil, dass bspw. die im Stand der
Technik etablierte Antisense-Technologie verwendet werden kann,
um gezielt retinale Ganglienzellen zu manipulieren. Die Ankopp-
lung eines weiteren Wirkstoffes ist somit iiberfliissig. Vielmehr
ldsst sich unter Heranziehung von Datenbanken, die Informatio-
nen {iber die Nucleotidsequenzen interessierender ggf. RGC-
spezifischer Gene oder mRNA-Molekiile enthalten, Nucleinsiure-
molekiile konstruieren, die mit entsprechenden genetischer In-
formation in den retinalen Ganglienzellen wechselwirken und
dadurch bspw. die Genexpression in diesen Zellen inhibieren
kdnnen. Dabei ist von Vorteil, dass, wie die Erfinder zeligen

konnten, ein Nucleinsduremolekiil nach seiner Injektion in das
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Gehirn in den retinalen Ganglienzellen sowohl im Cytoplasma zu
finden ist, dort bspw. mit mRNA-Molekiilen wechselwirken kann,
als auch im Nucleus zu finden ist und dort bspw. mit der geno-

mischen DNA interagieren kann.

Dabei ist es bevorzugt, wenn das Nucleinsduremolekiil derart
ausgestaltet ist, dass es die Genexpression in den retinalen
Ganglienzellen moduliert, vorzugsweise inhibiert, vorzugsweise
eine Nucleotidsequenz aufweist, die weitgehend komplementir zu

der Sequenz einer mRNA aus den retinalen Ganglienzellen ist.

Diese MaBnahme hat den Vorteil, dass ein solches Nucleinsdure-
molekiil unter stringenten Bedingungen mit einem entsprechenden
komplementdren Nucleinsduremolekiil hybridisiert, dadurch die
Transkription der genomischen DNA bzw. die Translation des
mRNA-Molekiils hemmt und letztlich zu einer Inhibition der Ex-
pression des kodierenden Gens filhrt. Dadurch lassen sich auf
einfache und =zielgerichtete Art und Weise Uberexpressionen
bestimmter Gene in retinalen Ganglienzellen verhindern, die mit
der Erkrankung des Auges bzw. der Netzhaut assoziiert sind.
Eine Vielzahl derartiger Gene ist mittlerweile sequenziert und
die Sequenzen in Offentlich zugdnglichen Datenbanken einsehbar.
Anhand der Nucleotidsequenz der Gene lasst sich mittels Routi-
nemaBnahmen ein Nucleinsduremolekiil konstruieren, das eine
entsprechende weitgehend komplementdre Nucleotidsequenz auf-

weist und zur erfindungsgemdBen Verwendung geeignet ist.

ErfindungsgemdB bedeutet ,weitgehend komplementdr”, dass das
Nucleinsduremolekiil in der Lage ist, unter stringenten Bedin-
gungen mit der mRNA aus den retinalen Ganglienzellen iiber Was-

serstoffbriickenbindungen zu hybridisieren. Dies ist dann mdg-
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lich, wenn das Nucleinsduremolekiil fiber hinreichend lange Ab-
schnitte eine Nucleotidsequenz aufweist, die komplementdr zu
einer Nucleotidsequenz der mRNA ist. Nicht erforderlich ist
allerdings, dass das Nucleinsduremolekiil iiber seine gesamte
Liange mit der mRNA hybridisieren kann, d.h. iiber die gesamte
Linge eine komplementdre Nucleotidsequenz aufweist. Insofern
bedeutet weitgehend komplementdr im Sinne der Erfindung auch,
dass einzelne Nucleotide innerhalb der Nucleotidsequenz des
Nucleinsduremolekiils nicht mit der mRNA aus den retinalen Gang-
lienzellen Wasserstoffbriickenbindungen ausbilden k&nnen, das
Nucleinsduremolekiil insgesamt jedoch in der Lage ist, mit der
entsprechenden mRNA zu hybridisieren und damit die Genexpressi-
on zu modulieren. Die Hybridisierungseigenschaften eines Nuc-
leinsduremolekiils lassen sich durch Routinemafnahmen, wie bspw.
der Erstellung von Schmelzkurven, auf einfache Art und Weise
feststellen. Ausgehend von den bekannten Nucleotidsequenzen der
in ihrer Expression zu modulierenden Gene gelangt der Fachmann
deshalb unter Zuhilfenahme seines Fachwissens und der Durchfiih-
rung von Routineexperimenten zielgerichtet zu einem Nucleins&u-
remolekiil, das weitgehend komplementdr zu der Sequenz einer

mMRNA aus den retinalen Ganglienzellen ist.

purch diese bevorzugte Ausgestaltung kann bspw. ein Nucleinsdu-
remolekiil bereitgestellt werden, mit dem die eingangs genannten
Erkrankungen der Retina, n&mlich Glaukom oder Retinopathia
Diabetica, behandelt werden kSnnen. So ist nd&mlich bekannt,
dass bei diesen Erkrankungen als auch bei ischémischen Sch&di-
gungen apoptotische Prozesse ablaufen, die letztlich zum Ab-
sterben der Ganglienzellen f£fiihren k&nnen. Der Apoptoseprozess
wiederum wird durch die Aktivitat diverser Proteine vermittelt,

wie bspw. c-fos, c-jun, p53, Bax, Apafl, Caspase 9, Caspase 3,
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Caspase 6 PARP. Ein Uberblick i{iber in die Apoptose der Gang-
lienzellen involvierte Proteine bzw. Gene findet sich in Ni-
ckells R. W., 2004, The molecular biology of ganglion cell
death: caveats and controversies, Brain Research Bulletin 62,
Seiten 439 bis 446. Die Sequenzen dieser Gene sind bekannt, so
dass es filir den Fachmann ein Leichtes ist, Nucleinsiuremolekiile
mit Nucleotidsequenzen, die zu den Nucleotidsequenzen dieser
Gene bzw. der mRNAs der Gene komplementdr sind, herzustellen.
Mittels derartiger Nucleins#duremolekiile l&isst sich die Expres-
sion der krankheitsvermittelnden Gene inhibieren. Derartige
Nucleinsduremolekiile stellen deshalb ein therapeutisch wertvol-
les Tool fiir die Behandlung von derartigen Erkrankungen der

Retina dar.

Dabei ist es bevorzugt, wenn das Nucleinsduremolekiil als siRNA

ausgebildet ist.

Derartige siRNA-Molekiile (engl.: small interfering RNA) stellen
doppelstradngige Strukturen aus Ribonucleinsdure dar. siRNA-
Molekiile sind gegeniiber einfachen Antisense-Oligonucleotiden
zur Inhibierung der Genexpression besser geeignet, da sie einen
autokatalytischen posttranskriptionellen Prozess ausldsen kon-
nen, der als RNA-Interferenz (RNAi) bezeichnet wird und zu
einer &duBerst effektiven Stillleqgung der Expression bestimmter
Gene, dem so genannten ,gene silencing”, fiihrt. In eine biolo-
gische Zelle eingebracht werden die siRNA-Molekiile zu einem
sogenannten Ribonucleasekomplex, dem sogenannten ,RNA induced
silencing complex” (RISC), rekrutiert. Dieser Komplex ist iiber
das siRNA-Molekiil in der Lage, an im Wesentlichen zu diesem
komplementdre Strukturen, wie der mRNA eines in retinalen Gang-

lienzellen transkribierten Genes, zu binden und diese durch die
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Endonucleaseaktivitdt des RISC zu degradieren. Dies fiihrt im
Ergebnis zur Inhibierung der Expression des entsprechenden
Genes, das fiir die mRNA kodiert, die zu einem Teil des siRNA-

Molekiils komplementdr ist.

Es ist ferner bevorzugt, wenn das Nucleinsiuremolekiil derart
ausgestaltet ist, dass es an ein anderes Nucleinsduremolekiil
bindet, das fiir Kynureninaminotransferase TII (KAT II) oder

Teilen hiervon kodiert.

Diese MaBnahme hat den Vorteil, dass ein Nucleinsduremolekiil
bereitgestellt wird, das besonders gut nach der Injektion in
das Gehirn eines S&ugetieres in retinale Ganglienzellen trans-
portiert wird. Die Erfinder haben nimlich ein Oligonucleotid
mit der Modellnucleotidsequenz TTCATGTCTCTGCTGGTCGC konstru-—
iert, wobei das 5'-Ende wie iiblich auf der linken Seite und das
3’-Ende auf der rechten Seite zu finden ist, das nach Injektion
in den Colliculus superior eines Rattenhirns zielgerichtet in
retinale Ganglienzellen transportiert wird. Uberraschend war in
diesem Zusammenhang, dass ein solches Nucleinsduremolekiil in
den retinalen Ganglienzellen iiber ldngere Zeit stabil vorliegt

und dort die Expression von KAT II herunterreguliert.

Selbstverstdndlich kann ein solches oder ein vergleichbares
Nucleinsduremolekiil erfindungsgemdB am 5’'~ bzw. 3’-Ende weitere
Nucleotidsequenzen aufweisen, ohne dass dadurch der zielgerich-
tete Transport in die retinalen Ganglienzellen aufgehoben wird
bzw. die Inhibition der Expression von KAT II deutlich redu-

ziert wird.
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Die Erfinder haben anhand eines Modellnucleinsiuremolekiils mit
vorstehend beschriebener Nucleotidsequenz beispielhaft belegt,
dass ausgehend von bekannten Nucleotidsequenzen, die fiir ein
interessierendes Gen kodieren, eine unbegrenzte Anzahl ver-
schiedenster Nucleinsduremolekiile hergestellt werden kann, die
in den Colliculus superior injizierbar sind, nach retrogradem
Transport zielgerichtet in retinale Ganglienzellen gelangen und
dort die Expression des entsprechenden Genes inhibieren oder

ausschalten konnen.

Die Erfinder haben deshalb ein allgemein giiltiges technisches
Konzept entwickelt, das in der Bereitstellung eines therapeu-
tisch oder diagnostisch nutzbaren Mittels besteht, das Nuclein-
sduremolekiile enthdlt, mit dem in einem Lebewesen ohne grdBere
operative Eingriffe auf schonende Art und Weise die Expression
jedes beliebigen Genes exklusiv in retinalen Ganglienzellen
moduliert bzw. inhibiert werden kann. Die Erfindung ist deshalb

nicht auf ein bestimmtes Nucleinsiduremolekiil begrenzt.

Nach einer bevorzugten Variante ist an das Nucleinsduremolekiil

ein detektierbarer Marker gekoppelt.

Diese MaBnahme hat den besonderen Vorteil, dass ein Mittel
bereitgestellt wird, mit dem sich bspw. im Rahmen der neuro-
biologischen Grundlagenforschung der retrograde Transport von

Substanzen zu den retinalen Ganglienzellen untersuchen lisst.

Als Marker kommt eine jede Substanz in Frage, die mit bekannten
Mitteln der Diagnostik oder Molekularbiologie, wie z.B. der
Mikroskopie, dem fluorescence activated cell sorting (FACS),

Western-, Northernblotting, der Autoradiographie etc. detek-
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tiert werden kann. Beispiele fiir solche Substanzen sind fluo-
reszierender Farbstoffe, wie Fluorogold, Cy3, oder ein Peptid
bzw. Protein, wie Peroxidase, Biotin, Streptavidin, Avidin,

alkalische Phosphatase etc.

Vor diesem Hintergrund ist Gegenstand der vorliegenden Erfin-
dung auch ein Nucleinsduremolekiil zur Behandlung einer Augen-—
erkrankung, die durch eine gesteigerte Genexpression in retina-

len Ganglienzellen charakterisiert ist.

Im Stand der Technik ist es bislang nicht gelungen, ein solches
Molekiil bereitzustellen, das die Behandlung einer solchen Er-

krankung der Netzhaut ermdglicht.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung betrifft
eine pharmazeutische Zusammensetzung, die das vorstehend ge-
nannte Nucleinsduremolekiil und einen pharmazeutisch akzeptablen

Trédger sowie ggf. weitere Hilfs- und Wirkstoffe aufweist.

Pharmazeutisch akzeptable Trédger bzw. Hilfsstoffe sind im Stand
der Technik umfangreich beschrieben; wvgl. bspw. Kibbe A.
(2000), ,Handbook of Pharmaceutical Excipients”, American Phar-
maceutical Association and Pharmaceutical Press. Der Inhalt
dieser Publikation ist durch Inbezugnahme Bestandteil der wvor-
liegenden Anmeldung. Eine solche Zusammensetzung kann weitere
Wirkstoffe aufweisen, die in Zusammenhang mit der Behandlung
der Erkrankung der Netzhaut vorteilhaft sind und dem Fachmann

bekannt sind.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung betrifft ein

Verfahren zur zielgerichteten Verabreichung eines Mittels in
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die retinalen Ganglienzellen (RGC) bei einem menschlichen oder
tierischen Lebewesen, mit den Schritten: (a) Bereitstellung
eines Mittels, das Nucleinsduremolekiile aufweist, und (b) In-

jektion des Mittels in den Colliculus superior des Lebewesens.

Es versteht sich, dass die vorstehend genannten und die nach-
stehend noch zu erlduternden Merkmale nicht nur in der jeweils
angegebenen Kombination, sondern auch in anderen Kombinationen
oder in Alleinstellung verwendbar sind, ohne den Rahmen der

vorliegenden Erfindung zu verlassen.

Die vorliegende Erfindung wird nun anhand von Ausfiihrungsbei-
spielen naher erléutert, die rein illustrativ sind und die
Tragweite der vorliegenden Erfindung keinesfalls einschridnken.
Dabei wird Bezug genommen auf die beigefiigten Figuren, in denen

Folgendes zu sehen ist:

Fig. 1 zeigt anhand von fluoreszenzmikroskopischen Untersu-
chungen an Retinaquerschnitten der Ratte den ziel-
gerichteten Transport von Nucleinsduremolekiilen in
retinale Ganglienzellen nach Injektion in den Colli-
culus superior und den unspezifischen Transport von
Nucleinsduremolekiilen, die in den Glaskdrper eines

Rattenauges injiziert wurden;

Fig. 2 zeigt anhand von Untersuchungen an Retinaquerschnit-
ten der Ratte mittels konfokaler Laserscanning-
mikroskopie den spezifischen Transport von Nuclein-
sduremolekiilen in retinale Ganglienzellen, die in den

Colliculus superior injiziert wurden, wohingegen in-
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travitreal injizierte Nucleinsduremolekiile in diverse

retinale Schichten transportiert werden;

Fig. 3 zeigt anhand von immunhistochemischen Untersuchungen
an Retinaquerschnitten der Ratte die Inhibition der
Genexpression von KAT II in retinalen Ganglienzellen
durch ein spezifisches Nucleinsduremolekiil, das in

den Colliculus superior injiziert wurde;

Fig. 4 zeigt anhand von fluoreszenzmikroskopischen Untersu-
chungen an Flachprdparaten der Rattenretina eine Co-
Firbung von retinalen Ganglienzellen sowohl mit fluo-
reszenzmarkiertem Nucleinsduremolekiil als auch mit
Fluorogold markiertem Nucleinsduremolekiil nach deren

Injektionen in den Colliculus superior.
Ausfiihrungsbeispiele
1. MATERIAL: UND METHODEN

Tiere

simtliche Experimente wurden in Ubereinstimmung mit den Richt-
linien iiber die Behandlung von Tieren in der Europdischen Ge-
meinschaft und der ARVO (Association for Research in Vision and
Ophthalmology)' durchgefiihrt. Als Modelltiere wurden Brown-
Norway-Ratten (Charles River, Wilmington, MA, Vereinigte Staa-
ten von Amerika) mit einem KOrpergewicht von 150 bis 200 g
verwendet. Die Tiere wurden bei einem 12-Stunden Hell-Dunkel-
zyklus gehalten und nach Belieben mit Futter und Wasser ver-

sorgt.
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Nucleinsduremolekiile

Die Nucleotidsequenz fiir die KAT II-mRNA wurde der GenBank-
Datenbank entnommen; www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/. Die Sequenz
des Antisense-Oligonucleotides (ODN) gegen KAT II (KAT II ODN)
lautete wie folgt: 5’'-TTCATGTCTCTGCTGGTCGC-3’. Dieses als 20bp-
Oligonucleotid ausgestaltete KAT II-ODN ist komplementdr zum
Bereich des Startcodons der KAT II-mRNA. Als Kontrolle wurde
eine ODN mit der folgenden randomisierten Sequenz verwendet:
5’ =GTACGTCTGTTCCTGTTCCG~-3’'. Die ODNs wurden kommerziell, ggf.
als PS-ODN (PS: Phosphorothiotat-Riickgrat), synthetisiert (bio-

mers.net, Ulm, Deutschland).

Fluoreszenzmarkierte oder unmarkierte PS-ODNs gegen KAT TII,
randomisierte ODN und NHS-Cy3-Fluoreszenzfarbstoff allein als
Kontrolle wurden in ddH,0 (pH 7,4) mit einer Endkonzentration
von 100 uM fiir intravitreale Injektionen und Injektionen in den

Colliculus superior geldst.

Intravitreale Injektionen

Ratten wurden iiber eine intraperitoneale Injektion von Chloral-
hydrat (6 ml/kg KOrpergewicht in einer 7%igen L&sung) andsthe-
siert. Die Injektion in die Augen erfolgte unter Verwendung
einer hitzeausgezogenen Glaskapillare, die mit einer Mikro-
spritze (Drummond Scientific Co., Broomall, ©PA, Vereinigte
Staaten von BAmerika) verbunden war, bei direkter mikroskopi~-
scher Beobachtung. Tiere mit sichtbaren Schéddigungen der Linsen

wurden von den Experimenten ausgeschlossen.
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Es wurde eine einzige Injektion von 2 ul mit 100 uM ODN bzw.
PS-ODN (entspricht 200 pmol) verabreicht. Die kontralateralen
Augen dienten als Rontrollaugen, in die die randomisierten Oli-~

gonucleotide injiziert wurden.
Gewebepridparation

Fiir die Immunhistochemie wurden die Tiere mit CO, 2 Tage, 6
Tage, 2 Wochen und 6 Wochen nach den Injektionen get&tet, und
die Augen wurden unmittelbar enukleiert. Nach der Hemisektion
der Augen entlang der Ora serrata wurden die Cornea, die Linsen
und der Glaskdrper entfernt. Die Augenkappen wurden fiir 30
Minuten in 4 % (Gewicht/Volumen) Paraformaldehyd in Phosphat-
puffer (PB; 0,1 M pH 7,4) bei 4°C immersionsfixiert. Nach drei-
maligem Waschen in PB wurden die Gewebe durch Immersion in 30 %
(Gewicht/Volumen) Saccharose in PB {iiber Nacht bei 4°C kryo-
geschiitzt. Die Proben wurden anschlieBend in eine Kryomatrix

(Jung, Leica, Heidelberg, Deutschland) eingebettet.

Aus den eingebetteten Augenkappen wurden unter Verwendung eines
Kryostats Radialschnitte mit 10 bis 12 uym Dicke herausgeschnit-
ten, auf silanbeschichteten Objekttrdgern gesammelt, luftge-

trocknet und fiir die weitere Verwendung bei 20°C gelagert.
Immunhistochemie

Um reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten, wurden die Experi-
mente fiir jedes Setup mit Gruppen von 3 bis 4 Tieren durchge-
fiihrt. Die Schnitte wurden fiir 1 Stunde mit 20%igem Normal-
Zziegenserum (NGS; Sigma, Miinchen, Deutschland) und 0,3 % Triton

X-100 in phosphatgepufferter Saline (PBST) dinkubiert, um die
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Hintergrundfdrbung zu reduzieren. Die Primdrantikdrper wurden
in PBST enthaltend 20 % NGS und 2 % Rinderserumalbumin (Sigma)

verdiinnt.

Die endogene Peroxidase wurde mit 3 % H,0, in 40 % Methanol
blockiert. Die Retinaschnitte wurden dann in einer Ldsung ent-
haltend 10 % Normal-Ziegenserum und 0,3 % PBST inkubiert, um
die Hintergrundfirbung zu reduzieren. Die Prim#rantikdrper
wurden 1:100 in PBST enthaltend 10 % NGS verdiinnt und danach

bei 4°C angewendet.

Um die KAT II-Immunreaktivitdt zu detektieren, wurde ein Kanin-
chenantikérper gegen KAT II verwendet (freundlicherweise be-

reitgestellt von Prof. Okuno, Wakayma, Japan).

Nach einer Inkubation {iiber Nacht wurden am n#ichsten Tag die
Schnitte mit PBS gespiilt (dreimal 5 Minuten), gefolgt von einer
einstiindigen Inkubation bei Raumtemperatur mit einem biotinkon-
jugierten Ziegen~Anti-Kaninchen-IgG-Sekundérantikdrper (1:200;
Vectastain Elite Kit, Vector Laboratories, Burlingame, CA,
Vereinigte Staaten von Amerika) in PBST enthaltend 5 % NGS.
Nach dem Spiilen mit PBS wurden die Schnitte fiir 30 Minuten bei
Raumtemperatur mit einem Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex (Vec-
tastain Elite Kit) inkubiert, und die Fdrbung wurde unter Ver-
wendung von Diaminobenzidin als Chromophor visualisiert. Bei
den Kontrollschnitten wurde der Primdrantikdrper weggelassen.
Die Schnitte wurden unter einem Olympus AX70-Mikroskop betrach-
tet.
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Injektion in den Culliculus superior

Die Tiere wurden tiefenan&dsthesiert und 7 ul des Fluoreszenz-
markers Hydroxystilbamidinmethansulfonat (Fluorogold, Molecular
Probes, Eugene, OR, Vereinigte Staaten von Amerika) wurden iiber
drei stereotaxische Injektionen in den Culliculus superior
injiziert. 100 uM fluoreszenzmarkierte oder unmarkierte ODNs
oder eine Kombination aus fluorogold- und fluoreszenzmarkierten
ODNs wurden verwendet. 2 Tage, 6 Tage, 2 Wochen und 6 Wochen
nach der Injektion wurden die Tiere mit CO, getdtet. Die Augen
wurden enukleiert, die Retinas herausprédpariert, Flachpriparate
auf Cellulosenitratfiltern (PorengrdBe 60 um; Sartorius, Long
Island, NY, Vereinigte Staaten von Amerika) hergestellt und in
2 % Paraformaldehyd fiir 30 Minuten fixiert. Die Beobachtung
erfolgte unmittelbar unter einem Fluoreszenzmikroskop. Aufnah-
men wurden {iber ein digitales Bildgebungssystem, das an das
Mikroskop angeschlossen war (ImagePro 3.0, Media Cybernetics
Inc., Silver Spring, MD, Vereinigte Staaten von Amerika) erhal-

ten, kodiert und analysiert.
2. ERGEBNISSE

2.1 Inijektionen von Cy3-markierten PS-ODN

Nach intravitrealen Injektionen von Cy3-markierten ODNs oder
Injektionen in den Culliculus superior wurde nach verschiedenen
Zeitpunkten von einem Tag bis 2zwei Wochen die Transfektion der
Retina und der retinalen Ganglienzellen unter Verwendung der
Fluoreszenzmikroskopie an%retinalen Flachprdparaten und Radial-

schnitten beobachtet.
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Retrograde Transfektion

Nach retrograden Injektionen von Cy3-markierten ODN in den
Culliculus superior von Ratten wurden 1 Tag (Fig. la, Al), 2
Tage (Fig. la, A2), 6 Tage (Fig. la, A3) oder 2 Wochen (Fig.
la, A4) nach der Injektion fluoreszenzmarkierte RGC in Reti-
naflachprdparaten analysiert. Dabei zeigte sich eine starke
Fdrbung, die {iiber die gesamte Zeit stark blieb. In Radial-
schnitten der Retina wurde auch nach bis zu 2 Wochen neben der
RGC~Schicht keine Fluoreszenz in anderen Schichten der Retina
beobachtet (Fig. 1b, A, 2 Tage) (andere Zeitpunkte sind nicht
dargestellt).

Als  Kontrolle wurde der fluoreszierende Cy3-NHS-Ester allein
(nicht an ODN gekoppelt) in den Culliculus superior injiziert.
Dabei wurde nirgendwo in der gesamten Retina Fluoreszenz fest-

gestellt (Daten nicht gezeigt).

Die in den Culliculus superior injizierten Nucleinsiuremolekiile
wurden demnach hochselektiv und exklusiv in die RGC transpor-

tiert.

Intravitreale Injektionen

Nach den intravitrealen Injektionen von Cy3-markierten PS-ODN
in Ratten wurden in den Retinaflachpréparaten nach 1 Tag (Fig.
la, Bl), 2 Tagen (Fig. la, B2), 6 Tagen (Fig. la, B3) oder 2
Wochen (Fig. la, B4) fluoreszenzmarkierte Zellen in der RGC-
Schicht detektiert. Tiefere Schichten der Retinaflachpriparate
wurden ebenfalls angefarbt (Fig. la, Bl bis B4, die Aufnahmen

zeigen den Fokus auf die RGC-Schicht). Bei der Untersuchung von
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Radialschnitten zeigte sich, dass auch Zellen anderer Schichten
der Retina einschlieBlich des retinalen Pigmentepithels 2 Tage
nach Injektion angefarbt waren (Fig. 1b, B). Dieses Muster
blieb iiber den gesamten Zeitraum unverdindert (andere Zeitpunkte

werden nicht gezeigt).

Die in den GlaskOrper der Augen injizierten Nucleinsduremolekii-
le wurden demnach unspezifisch in eine Vielzahl von Geweben

transportiert.

2.2 Laser-Scanning-Mikroskopie

Mittels Laser-Scanning-Mikroskopie lieBen sich 4 Tage nach
Durchfiihrung der Injektionen nach beiden Methoden die
fluoreszierenden ODNs sowohl im Cytoplasma als auch im Nucleus
der RGC nachweisen. Nach den Injektionen in den cCulliculus
superior wurden ausschlieBlich RGC mit ODNs transfiziert (helle
bzw. rote Fdrbung, Fig. 2, A). Nach intravitrealen Injektionen
wurden sowohl RGC (hell bzw. rot) als auch andere Schichten der

Retina mit ODNs transfiziert (Blaufdrbung, Fig. 2b).

Die vorstehend beschriebenen Experimente werden deshalb besti-

tigt.

2.3 Immunhistochemie

Nach Injektionen von unmarkierten spezifischen KAT-II ODNs
gemd beiden Methoden wurde zu verschiedenen Zeitpunkten von
bis zu einer Woche (Fig. 3) die Expression von KAT II in RGC
untersucht. Dabei war bereits ein Tag nach der Injektion eine

Runterrequlation der KAT II-Expression zu beobachten (Fig. 3,
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A2), die 3 Tage nach der Injektion in den Culliculus superior
das Maximum erreichte (Fig. 3, A3). Nach intravitrealen Injek-
tionen wurde eine vergleichbare Runterregulation der XKAT II-
Expression beobachtet (Fig. 3, B2 bis B4). Die randomisierten
ODN-Kontrollen (Fig. 3, Al, Bl) zeigten eine Fdrbung, die der
bei unbehandelten Ratten entspricht (Fig. 3, Cl).

2.4 Co-Farbung von RGC mit fluoreszenzmarkierten ODN und Fluo-

rogold

Nach Injektionen (intravitreal und in den Culliculus superior,
verbunden mit retrograder Markierung der RGC mit Fluorogold FG)
wurden nach monochromatischer Anrequng von Cy3 (450 nm Wellen-

ldnge) und FG (360 nm Wellenldnge) Aufnahmen gemacht (Fig. 4).

Nach Injektionen von Cy3-ODN in den Culliculus superior und der
Markierung von RGC mit FG waren samtliche retinalen Ganglien-
zellen (definiert als Zellen markiert mit FG (Fig. 4 A2)) glei-
chermaBen mit Cy3 gefdrbt (Fig. 4 Al). Neben den FG-markierten
RGC zeigten keine anderen Zellen irgendeine Cy3-positive Far-
bung. Das Muster war zu verschiedenen Zeitpunkten von 3 Tagen
bis 2 Monaten vergleichbar (Daten nicht gezeigt). Die detek-
tierte Cy3-Fluoreszenz war 3 Tage nach der Injektion am stdrks-
ten, 2 Wochen nach den Injektionen waren die detektierten Fluo-
reszenzsignale deutlich schwdcher. Im Gegensatz hierzu blieb
die FG-~Fluoreszenz iiber den gesamten Zeitraum bei in etwa der-

selben Intensitdt (Daten nicht gezeigt).

Nach intravitrealen Injektionen von Cy3-ODN und Markierung von
RGC mit FG waren samtliche retinalen Ganglienzellen (definiert

als Zellen markiert mit FG (Fig. 4, B2)) ebenso mit Cy3 mar-
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kiert (Fig. 4, Bl). Zus#dtzlich waren neben den RGC (FG-
markiert) weitere Zellen mit Cy3 gefdrbt (Fig. 4, Bl verglichen
mit B2). Dieses Muster blieb zu verschiedenen Zeitpunkten von 3

Tagen bis zu 2 Monaten unverdndert (Daten nicht gezeigt).

Die Erfinder konnten zeigen, dass zur intravitrealen Injektion
in das S&dugetierauge ausgebildete Nucleinsduremolekiile nach
deren Injektion in sdmtliche Zellschichten der Retina transpor-
tiert und darin akkumuliert werden, wohingegen zur Injektion in
den Culliculus superior ausgebildete Nucleinsiuremolekiile nach
deren Injektion exklusiv in die Zellschicht bestehend aus den
retinalen Ganglienzellen transportiert bzw. darin akkumuliert
werden. Die Erfinder konnten ferner zeigen, dass allein das
entsprechende Nucleinsduremolekiil bzw. ein dieses enthaltendes
Mittel nach Injektion in den Culliculus superior spezifisch in
die retinalen Ganglienzellen transportiert wird, nicht jedoch
ein gleichermaBen injizierter ungekoppelter Fluoreszenzfarb-
stoff.

Die Erfinder stellen folglich ein therapeutisch und diagnos-
tisch &duBerst wertvolles Tool bereit, mit dem Wirksubstanzen
verschiedenster Art aber auch Diagnostika, die an das Nuclein-
sduremolekiil gekoppelt sind, iiber eine einfache Injektion in
das Mittelhirn eines Patienten in die RGC appliziert werden
kdnnen, wohingegen andere Zellen der Retina oder des Organismus

weitgehend unbeeinflusst sind.

Ferner konnten die Erfinder demonstrieren, dass unter Verwen-

dung von spezifischen Nucleinsduremolekiilen, bspw. Antisense-
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Oligonucleotiden oder siRNA-Molekiilen, die in das Mittelhirn
injizierbar sind, die Genexpression in den retinalen Ganglien-
zellen zielgerichtet moduliert werden kann. Das Nucleinsiuremo-
lekiil kann deshalb so ausgestaltet werden, dass dieses selbst

therapeutisch wirksam ist.
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Patentanspriiche

Verwendung eines Nucleinsduremolekiils zur Herstellung
eines injizierbaren Mittels, das zielgerichtet in retinale

Ganglienzellen (RGC) transportiert wird.

Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass
das Mittel zur Injektion in den Colliculus superior ausge-
bildet ist.

Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet,
dass an das Nucleinsduremolekiil ein Wirkstoff gekoppelt

ist.

Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch ge-
kennzeichnet, dass das Nucleinsduremolekiil selbst als

Wirkstoff ausgebildet ist.

Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch ge-
kennzeichnet, dass das Nucleinsduremolekiil derart ausges-
taltet ist, dass es die Genexpression in den RGC modu-

liert, vorzugsweise inhibiert.

Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch ge-
kennzeichnet, dass das Nucleinsduremolekiil eine Nucleotid-
sequenz aufweist, die komplementdr zu der Sequenz einer

mRNA aus RGC ist.

Verwendung nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass

die mRNA fiir ein Gen bzw. Protein kodiert, das ausgewdhlt
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ist aus der Gruppe bestehend aus: c-fos, c-~jun, p53, Bax,

Apafl, Caspase 9, Caspase 3, Caspase 6, PARP.

Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch ge-
kennzeichnet, dass das Nucleinsduremolekiil als siRNA aus-

gebildet ist.

Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch ge-
kennzeichnet, dass das Nucleinsduremolekiil derart ausge-
bildet ist, dass es an ein anderes Nucleinsduremolekiil
bindet, das fiir Kynureninaminotransferase II (KAT II) oder

Teilen hiervon kodiert.

Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch ge-
kennzeichnet, dass das Nucleinsduremolekiil die Nucleotid-

sequenz TTCATGTCTCTGCTGGTCGC aufweist.

Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 10, dadurch
gekennzeichnet, dass an das Nucleinsduremolekiil ein detek-

tierbarer Marker gekoppelt ist.

Nucleinsduremolekiil zur Behandlung einer Augenerkrankung,
die durch eine gesteigerte Genexpression in retinalen

Ganglienzellen (RGC) charakterisiert ist.

Pharmazeutische Zusammensetzung, die das Nucleinsduremole-
kiil nach Anspruch 12 und einen pharmazeutisch akzeptablen

Marker sowie ggf. weitere Hilfs- und Wirkstoffe aufweist.
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Verfahren zur zielgerichteten Verabreichung eines Mittels
in die retinalen Ganglienzellen (RGC) bei einem menschli-

chen oder tierischen Lebewesen, mit den Schritten:
(a) Bereitstellung eines Mittels, das Nucleinsiuremolekii-
le aufweist, und

(b) Injektion des Mittels in den Colliculus superior des
Lebewesens.
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