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Beschreibung

HINTERGRUND DER ERFINDUNG Gebiet der Er-
findung

[0001] Die Erfindung bezieht sich auf modifizierte
Oligonukleotide, die nitzlich fur Genexpressionsstu-
dien und fur den therapeutischen Antisense-Ansatz
sind.

Zusammenfassung des verwandten Fachgebiets

[0002] Das Potential zur Verwendung von Oligonuk-
leotiden als Inhibitoren der spezifischen Genexpres-
sion in einem therapeutischen Antisense-Ansatz wur-
de zum ersten Mal in drei Artikeln, die 1977 und 1978
veroffentlicht wurden, nahe gelegt. Paterson et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74: 4370-4377 (1977) of-
fenbaren, dass die zellfreie Translation von mRNA
durch Bindung eines komplementaren Oligonukleo-
tids an die mRNA inhibiert werden kann. Zamecnik
und Stephenson, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 75:
280-284 und 285-288 (1978), offenbaren, dass ein
synthetisches 13-mer-Oligonukleotid, das komple-
mentdr zu einem Teil des Rous-Sarkomavirus
(RSV)-Genoms ist, die RSV-Replikation in infizierten
Zellkulturen inhibieren. kann und die RSV-vermittelte
Transformation von primaren Kiken-Fibroblasten in
maligne Sarkomazellen inhibieren kann.

[0003] Seit diesen frihen Studien wurde die Fahig-
keit von Antisense-Oligonukleotiden, die Virus-Ver-
mehrung zu inhibieren, fest etabliert. Die US-PS
4,806,463 lehrt, dass die Vermehrung des humanen
Immundefizienzvirus inhibiert werden kann durch Oli-
gonukleotide, die komplementar zu einer der ver-
schiedenen Regionen des HIV-Genoms sind. Die
US-PS 5,194,428 beschreibt die Inhibierung der In-
fluenzavirus-Replikation durch Phosphorothioat-Oli-
gonukleotide, die komplementar zu dem Influenzavi-
rus Polymerase 1-Gen sind. Agrawal, Trends in Bio-
technology 10: 152-158 (1992), bespricht die Ver-
wendung von Antisense-Oligonukleotiden als antivi-
rale Mittel.

[0004] Antisense-Oligonukleotide wurden auch als
anti-parasitische Mittel entwickelt. Die PCT-Verof-
fentlichung WO 93/13740 offenbart die Verwendung
von Antisense-Oligonukleotiden zur Inhibierung der
Vermehrung von medikamentenresistenten Mala-
ria-Parasiten. Tao et al., Antisense Research and De-
velopment 5: 123-129 (1995), lehren die Inhibierung
der Vermeh- rang von Schistosoma-Parasiten durch
Antisense-Oligonukleotide.

[0005] Kirzlich erwiesen sich Antisense-Oligonuk-
leotide vielversprechend als Kandidaten zur thera-
peutischen Anwendung fiir Krankheiten, die aus der
Expression zellularer Gene resultieren. Die PCT-Ver-
offentlichung WO 95/09236 offenbart die Aushebung
von beta-Amyloid-induzierten neuralen Zelllini-
en-morpologischen Abnormalitaten durch Oligonuk-
leotide, die beta-Amyloid-Expression inhibieren. Die

PCT-Veroffentlichung WO 94/26887 offenbart den
Ruckgang von abnormalem SpleiRen eines Glo-
bin-Gentranskripts durch Oligonukleotide, die kom-
plementar zu bestimmten Teilen dieses Transkripts
sind. Die PCT-Anmeldung PCT/US94/13685 offen-
bart die Inhibierung von Tumorigenitat durch Oligonu-
kleotide, die komplementar zu dem Gen sind, das
DNA-Methyltransferase kodiert.

[0006] Die Entwicklung verschiedener Antisen-
se-Oligonukleotide als therapeutische und diagnosti-
sche Mittel wurde kurzlich von Agrawal und lyer, Cu-
nent Opinion in Biotechnology 6: 12-19 (1995) be-
sprochen.

[0007] Da das Interesse an dem therapeutischen
Antisense-Ansatz gewachsen ist, wurden verschie-
dene Anstrengungen unternommen, um die pharma-
kologischen Eigenschaften von Oligonukleotiden
durch Modifikation des Zuckerphosphat-Riickgrats
zu verbessern. Die US-PS 5,149,797 beschreibt chi-
mare Oligonukleotide, die eine Phosphorothio-
at-Kernregion zwischen Methylphosphonat oder
Phosphoramidat-flankierenden Regionen besitzen.
Die PCT-Veroffentlichung WO 94/02498 offenbart
Hybrid-Oligonukleotide, die 2'-O-substituierte Ribo-
nukleotide haben, die eine DNA-Kernregion flankie-
ren.

[0008] Zur Zeit wird viel Uber die pharmakodynami-
schen Eigenschaften von Oligonukleotiden entdeckt.
Agrawal et al., Clinical Pharmcokinetics 28: 7-16
(1995) und Zhang et al., Clincal Pharmacology and
Therapeutics 58: 44-53 (1995), offenbaren die Phar-
makokinetik von anti-HIV-Oligonukleotiden in huma-
nen Patienten. Einige dieser neuen Entdeckungen
haben zu neuen Herausforderungen gefihrt, die zur
Optimierung von Oligonukleotiden als therapeutische
Mittel Gberwunden werden missen. Zum Beispiel of-
fenbaren Kniep et al., Nature 374: 546-549 (1995),
dass Oligonukleotide, die das CG-Dinukleotid flan-
kiert von bestimmten andere Sequenzen enthalten,
eine mitogene Wirkung haben. Wir haben entdeckt,
dass viele Nebenwirkungen, die durch Phosphorothi-
oat-Oligonukleotide erzeugt werden, eine Konse-
quenz der Phosphorothioat-verknipften CpG-Dinuk-
leotide sind. Es besteht daher ein Bedarf an modifi-
zierten Oligonukleotiden, die Genexpressions-inhi-
bierende Eigenschaften beibehalten, wahrend sie
weniger Nebenwirkungen als konventionelle Phos-
phorothioat-Oligonukleotide erzeugen.

KURZE ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

[0009] Die Erfindung betrifft modifizierte Oligonukle-
otide, die nutzlich fir Studien der Genexpression und
fur den therapeutischen Antisense-Ansatz sind. Die
Erfindung stellt modifizierte Oligonukleotide zur Ver-
fugung, die die Genexpression inhibieren und weni-
ger Nebenwirkungen als konventionelle Phospho-
rothioat-Oligonukleotide erzeugen. Insbesondere
stellt die Erfindung Verfahren zur Verwendung von
CpG-enthaltenden  Phosphorothioat-Oligonukleoti-
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den zur Verfligung, zur Modulation von Genexpressi-
on mit reduzierter Splenomegalie und reduzierter De-
pletion von Blutplattchen im Verhaltnis zu konventio-
nellen CpG-enthaltenden Phosphorothioat-Oligonuk-
leotiden.

[0010] In einem ersten Aspekt stellt die Erfindung
CpG-enthaltende Phosphorothioat-Oligonukleotide
und Zusammensetzungen zur Verfugung, die von
Bedeutung sind fiir die Inhibierung spezifischer Ge-
nexpression mit reduzierten Nebenwirkungen. Diese
Inhibierung der Genexpression kann als eine Alterna-
tive zur Mutantenanalyse zur Bestimmung der biolo-
gischen Funktion von spezifischen Genen in Zell-
oder Tiermodellen verwendet werden. Diese Inhibie-
rung der Genexpression kann auch zur therapeuti-
schen Behandlung von Krankheiten verwendet wer-
den, die durch Expression von Genen eines Virus
oder eines Pathogens verursacht werden oder durch
die unangebrachte Expression von zellularen Genen.
Insbesondere stellt die Erfindung eine Zusammen-
setzung zur Inhibierung spezifischer Genexpression
mit reduzierten Nebenwirkungen zur Verfiigung, wo-
bei die Zusammensetzung ein modifiziertes
CpG-enthaltendes Phosphorothioat-Oligonukleotid
umfasst, das komplementar zu einem Teil einer geno-
mischen Region oder zu einem Gen fir das Inhibie-
rung der Expression gewlinscht wird oder zu einer
RNA, die von einem solchen Gen transkribiert wurde,
ist; wobei alle CpG-Dinukleoside, die in dem Oligonu-
kleotid vorkommen, modifiziert sind, und wobei ein
CpG-Dinukleosid modifiziert ist, so dass es vergli-
chen mit dem Oligonukleotid eine reduzierte Fahig-
keit besitzt, Splenomegalie und Blutplattchen-Deple-
tion auszulésen, wenn es einem Sauger verabreicht
wird, im Verhaltnis zu einem ansonsten identischen
Oligonukleotid, das ein unmodifiziertes Phospho-
rothioat-CpG-Dinukleosid besitzt.

[0011] In einem zweiten Aspekt stellt die Erfindung
die Verwendung von einem modifizierten CpG-ent-
haltenden Phosphorothioat-Oligonukleotid zur Verfu-
gung, das komplementar zu einem Teil einer genomi-
schen Region oder zu einem Gen fiir das Inhibierung
einer Expression gewlinscht wird oder zu einer RNA,
die von einem solchen Gen transkribiert wurde, ist,
zur Herstellung einer pharmazeutischen Zusammen-
setzung zur Modulation der Genexpression in einem
Sauger mit reduzierten Nebenwirkungen, wobei das
Oligonukleotid komplementar zu einem Gen ist, das
exprimiert wird und wobei die reduzierten Nebenwir-
kungen reduzierte Splenomegalie und Blutplat-
chen-Depletion einschlieRen, im Verhaltnis zu einem
ansonsten identischen unmodifizierten CpG-enthal-
tenden Phosphorothioat-Oligonukleotid und wobei
alle CpG-Dinukleoside, die in dem Oligonukleotid
vorkommen, modifiziert sind. In der Verwendung ge-
maR diesem Aspekt der Erfindung wird die Zusam-
mensetzung gemall dem ersten Aspekt der Erfin-
dung einem Sauger verabreicht, wobei das Oligonu-
kleotid komplementar zu einem Gen ist, das in dem
Sauger exprimiert wird.

[0012] In einem dritten Aspekt stellt die Erfindung
die Verwendung von einem modifizierten CpG-ent-
haltenden Phosphorothioat-Oligonukleotid zur Verfu-
gung, das komplementar zu einem Teil einer genomi-
schen Region oder zu einem Gen fiir das Inhibierung
der Expression gewiinscht wird oder zu einer RNA,
die von einem solchen Gen transkribiert wurde, ist,
zur Herstellung einer pharmazeutischen Zusammen-
setzung zur therapeutischen Behandlung einer
Krankheit, die durch abnormale Genexpression ver-
ursacht wird, mit reduzierten Nebenwirkungen, wobei
das Oligonukleotid komplementar zu einem Gen ist,
das abnormal exprimiert wird, wobei diese abnorma-
le Expression die Krankheit verursacht und wobei die
reduzierten Nebenwirkungen reduzierte Splenome-
galie und Blutplattchen-Depletion einschlieen, im
Verhaltnis zu einem ansonsten identischen unmodifi-
zierten CpG-enthaltenden Phosphorothioat-Oligonu-
kleotid und wobei alle CpG-Dinukleoside, die in dem
Oligonukleotid vorkommen, modifiziert sind. In die-
sem Zusammenhang bedeutet abnormale Genex-
pression die Expression eines Gens, das fiir die Ver-
mehrung eines Virus oder eines prokaryotischen
oder eukaryotischen Pathogens bendétigt wird, in ei-
nem Wirtsorganismus oder unangebrachte Expressi-
on eines zellularen Gens des Wirts. Unangebrachte
zellulare Genexpression des Wirts schliel3t die Ex-
pression eines mutierten Allels eines zellularen Gens
oder Unterexpression oder Uberexpression eines
normalen Allels eines zellularen Gens ein, so dass
die Krankheit aus dieser unangebrachten zellularen
Genexpression des Wirts resultiert.

KURZE BESCHREIBUNG DER ZEICHNUNGEN

[0013] Fig. 1 zeigt die Ergebnisse von Blutplatt-
chenzahlungen von CD1-Mausen, denen intraperito-
neal Saline, konventionelles Phosphorothioat-Oligo-
nukleotid  (91),  Methylphosphonatmodifiziertes
CpG-Oligonukleotid (255), invertiertes CpG-Oligonu-
kleotid (256) und 5-MethylC-CpG-Oligonukleotid
(257) verabreicht wurde.

[0014] Fig.2 zeigt die Ergebnisse von Milzge-
wichtsuntersuchungen von CD1-Mausen, denen in-
traperitoneal Saline, konventionelles Phosphorothio-
at-Oligonukleotid (91), Methylphosphonatmodifizier-
tes CpG-Oligonukleotid (255), invertiertes CpG-Oli-
gonukleotid (256) und 5-MethylC-CpG-Oligonukleo-
tid (257) verabreicht wurde.

[0015] Fig. 3 zeigt die Ergebnisse der Analyse der
Plattchenzahlungen (Feld A), die ALT-Spiegel (Feld
B) und die AST-Spiegel (Feld C) von Fisher-Ratten,
denen intraperitoneal Saline, konventionelles Phos-
phorothioat-Oligonukleotid (1), invertiertes CpG-Oli-
gonukleotid (2), inver- tiertes CpG-Oligonukleotid (3),
5-MethylC-CpG-Oligonukleotid (4), Methylphos-
phonatmodifiziertes CpG-Oligonukleotid (5),
2'-O-substituiertes CpG-Oligonukleotid (6) verab-
reicht wurde.
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DETAILLIERTE BESCHREIBUNG DER BEVOR-
ZUGTEN AUSFUHRUNGSFORMEN

[0016] Die Erfindung betrifft modifizierte Oligonukle-
otide, die nutzlich fur Studien der Genexpression und
fur den therapeutischen Antisense-Ansatz sind. Alle
US-Patente, Patentverdffentlichungen und wissen-
schaftliche Literatur, die in dieser Beschreibung zitiert
werden, zeigen den Wissensspiegel auf diesem Ge-
biet und werden hiermit durch Referenz eingeschlos-
sen.

[0017] Die Erfindung stellt modifizierte Oligonukleo-
tide zur Verfiigung, die Genexpression inhibieren und
die weniger Nebenwirkungen als konventionelle
Phosphorothioat-Oligonukleotide erzeugen. Insbe-
sondere stellt die Erfindung modifizierte CpG-enthal-
tende Oligonukleotide zur Verfugung, die in reduzier-
ter Splenomegalie und Blutplattchen-Depletion resul-
tieren, wenn sie an einen Sauger verabreicht werden,
im Verhaltnis zu konventionellen CpG-enthaltenden
Phosphorothioat-Oligonukleotiden. Die Erfindung
stellt weiterhin Verwendungen von solchen Oligonuk-
leotiden zur Verfligung, zur Modulation der Genex-
pression in vivo, einschliellich der therapeutischen
Behandlung von Krankheiten, die durch unange-
brachte Genexpression ausgeldst werden.,

[0018] In einem ersten Aspekt stellt die Erfindung
modifizierte CpG-enthaltende Phosphorothioat-Oli-
gonukleotide und Zusammensetzungen zur Verfu-
gung, die von Bedeutung fur die Inhibierung spezifi-
scher Genexpression mit reduzierten Nebenwirkun-
gen sind. Diese Inhibierung der Genexpression kann
als eine Alternative zur Mutantenanalyse verwendet
werden, zur Bestimmung der biologischen Funktion
von spezifischen Genen in Zell- oder Tiermodellen.
Diese Inhibierung der Genexpression kann auch zur
therapeutischen Behandlung von Krankheiten ver-
wendet werden, die durch Expression der Gene ei-
nes Virus oder eines Pathogens oder durch unange-
brachte Expression von zellularen Genen verursacht
werden. Insbesondere stellt die Erfindung eine Zu-
sammensetzung zur Inhibierung spezifischer Genex-
pression mit reduzierten Nebenwirkungen zur Verfu-
gung, wobei die Zusammensetzung ein modifiziertes
CpG-enthaltendes Phosphorothioat-Oligonukleotid
umfasst, das komplementar zu einem Teil einer geno-
mischen Region oder zu einem Gen, fir das Inhibie-
rung der Expression gewlinscht wird oder zu einer
RNA, die von einem solchen Gen transkribiert wurde,
ist, wobei die reduzierten Nebenwirkungen reduzierte
Splenomegalie und Blutplattchen-Depletion ein-
schlielen, im Vergleich zu einem ansonsten identi-
schen unmodifizierten CpG-enthaltenden Phospho-
rothioat-Oligonukleotid und wobei alle CpG-Dinukle-
oside, die in den Oligonukleotiden vorkommen, modi-
fiziert sind. Das CpG-Dinukleosid ist 5-CpG-3', d. h.
in der 5'- zu 3'-Orientie- rung ist ein C-Nukleosid ko-
valent an ein G-Nukleosid durch eine Internukleo-
sid-Verbindung gebunden. Fir die erfindungsgema-
Ren Zwecke gilt ein CpG-Dinukleosid als "unmodifi-

ziert", wenn die Internukleosid-Verbindung eine raze-
mische Phosphorothioat-Verbindung ist und die
5'-Position des C-Nukleosids mit einem Wasserstoff-
atom besetzt ist. Fur die erfindungsgemafien Zwecke
ist ein CpG-Dinukleosid "modifiziert", wenn es von
dem unmodifizierten CpG-Dinukleosid abweicht, so
dass es auf das Oligonukleotid eine reduzierte Fahig-
keit Splenomegalie oder Blutplattchen-Depletion zu
verursachen ubertragt, wenn es einem Sauger ver-
abreicht wird, im Verhaltnis zu einem ansonsten iden-
tischen Oligonukleotid, das ein unmodifiziertes Phos-
phorothioat-CpG-Dinukleosid besitzt. Eine Zusam-
mensetzung von Bedeutung fiir die Inhibierung spe-
zifischer Genexpression mit reduzierten Nebenwir-
kungen gemal diesem Aspekt der Erfindung umfasst
ein modifiziertes CpG-enthaltendes Phosphorothio-
at-Oligonukleotid, das komplementar zu einem Teil
einer genomischen Region oder zu einem Gen, fir
das Inhibierung der Expression gewiinscht wird oder
zu einer RNA, die von einem solchen Gen transkri-
biert wurde, ist. Fur die erfindungsgemafien Zwecke
schlief3t der Begriff Oligonukleotid Polymere von zwei
oder mehr Desoxyribonukleotiden, Ribonukleotiden
oder 2'-Osubstituierten Ribonukleotid-Monomeren
oder jede Kombination davon ein. Der Begriff Oligo-
nukleotid umfasst auch solche Polymere, die che-
misch modifiziete Basen oder Zucker haben
und/oder zusatzliche Substituenten besitzen, ein-
schliellich; ohne Einschrankung, lipophile Gruppen,
interkalierende Mittel, Diamine und Adamantan. Fur
die erfindungsgemaflen Zwecke bezeichnet der Be-
griff "Phosphorothioat-Oligonukleotid" ein Oligonuk-
leotid, das wenigstens eine Phosphorothioat-Internu-
kleosid-Verbindung enthalt, vorzugsweise von etwa
20% bis etwa 100% Phosphorothioat-Internukleo-
sid-Verbindungen und am meisten bevorzugt von
etwa 50% bis etwa 100% Phosphorothioat-Internuk-
leosid-Verbindungen. Vorzugsweise besitzen solche
Oligonukleotide von etwa 12 bis etwa 50 Nukleotide,
am meisten bevorzugt von etwa 17 bis etwa 35 Nuk-
leotide. Fur die erfindungsgemalien Zwecke bedeu-
tet der Begriff "2'-O-substituiert" eine Substitution der
2'-Position des Pentoserestes mit einer niederen
-O-Alkylgruppe, die 1-6 gesattigte oder ungesattigte
Kohlenstoffatome enthalt oder mit einer O-Aryl- oder
Allylgruppe, die 2-6 Kohlenstoffatome enthalt, wobei
diese Alkyl-, Ary1- oder Allylgruppe unsubstituiert
oder substituiert sein kann, z. B. mit Halo-, Hydroxy-,
Trifluormethyl-, Cyano-, Nitro-, Acyl-, Acyloxy-, Alko-
xy-, Carboxyl-, Carbalkoxyl- oder Aminogruppen;
oder mit einer Hydroxy-, einer Amino- oder einer Ha-
logruppe, aber nicht mit einer 2'-H-Gruppe. Der Be-
griff "komplementar" bedeutet die Fahigkeit zu besit-
zen, an eine genomische Region, ein Gen oder an
RNA-Transkripte davon unter physiologischen Bedin-
gungen zu hybridisieren. Diese Hybridisierung ist
normalerweise das Ergebnis von basenspezifischer
Wasserstoffbindung  zwischen  komplementéaren
Strangen, vorzugsweise um Watson-Crickoder
Hoogsteen-Basenpaare zu bilden, obwohl andere Ar-
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ten der Wasserstoffbindung genauso wie Basensta-
pelung auch zur Hybridisierung fuhren kann. Prakti-
scherweise kann solch eine Hybridisierung aus der
Beobachtung spezifischer Genexpressions-Inhibie-
rung geschlussfolgert werden. Die Gensequenz oder
RNA-Transkriptsequenz, zu der die modifizierte Oli-
gonukleotidsequenz komplementar ist, wird von der
biologischen Wirkung abhangen, die modifiziert wer-
den soll. In einigen Fallen kann die genomische Re-
gion, das Gen oder das RNA-Transkript davon von ei-
nem Virus sein. Bevorzugte Viren schliefien ohne
Einschrankung ein, humanes Immundefizienzvirus
(Typ 1 oder 2), Influenzavirus, Herpes Simplex Virus
(Typ 1 oder 2), Epstein-Barr Virus, Cytomegalovirus,
respiratorischer Syncytalvirus, Influenzavirus, Hepa-
titis B Virus, Hepatitis C Virus und Papillomavirus. In
anderen Fallen kann die genomische Region, das
Gen oder das RNA-Transkript davon von endogenen
Sauger (einschlieBlich humaner) chromosomaler
DNA sein. Bevorzugte Beispiele solcher genomi-
scher Regionen, Gene oder RNA-Transkripte davon
schliefen ohne Einschrankung ein, Sequenzen die
vaskularen endothelialen Wachstumsfaktor (VEGF)
kodieren, beta-Amyloid, DNA-Methyltransferase,
Proteinkinase A, ApoE4-Protein, p-Glykoprotein,
¢c-MYC-Protein, BCL-2-Protein und CAPL. In noch
anderen Fallen kann die genomische Region, das
Gen oder das RNA-Transkript davon von einem eu-
karyotischen oder prokaryotischen Pathogen stam-
men, ohne Einschrankung einschlielRend, Plasmodi-
um falciparum, Plasmodium malariae, Plasmodium
ovale, Schistosoma spp. und Mycobacterium tuber-
culosis.

[0019] Zuséatzlich zu den erfindungsgemafien modi-
fizierten Oligonukleotiden kann die Zusammenset-
zung von Bedeutung flr die Inhibierung der Genex-
pression mit reduzierten Nebenwirkungen optional
einen der gut bekannten pharmazeutisch akzeptab-
len Trager oder Verdinnungsmittel enthalten. Die Zu-
sammensetzung von Bedeutung kann weiterhin eine
oder mehrere zusatzliche erfindungsgemafe Oligo-
nukleotide enthalten. Alternativ kann diese Zusam-
mensetzung ein oder mehrere traditionelle Antisen-
se-Oligonukleotide enthalten, so wie ein Oligonukle-
otid-Phosphorothioat, ein Hybrid-Oligonukleotid oder
ein chiméres Oligonukleotid oder es kann jedes an-
dere pharmakologisch aktive Mittel enthalten., In ei-
ner bevorzugten Ausfihrungsform gemal diesem
Aspekt der Erfindung ist das modifizierte CpG-Dinuk-
leosid ausgewahlt aus Alkylphosphonat-CpG, inver-
tiertem CpG, 5-Methylcytosin-CpG, 2'-O-substituier-
tem CpG, stereospezifischem Phosphorothioat-CpG,
Phosphotriester-CpG, Phosphoramidat-CpG  und
2'-5'-CpG.

[0020] Ein Alkylphosphonat-CpG ist ein CpG-Dinuk-
leosid, in dem das C-Nukleosid und das G-Nukleosid
durch eine Alkylphosphonat-Internukleosid-Verbin-
dung kovalent miteinander verbunden sind. Alkyl-
phosphonat-CpG-enthaltende Oligonukleotide wer-
den normalerweise unter Verwendung jedes konven-

tionellen Festphasensynthese-Protokolls hergestellt,
um die CpG-enthaltenden Oligonukleotide herzustel-
len, mit der Ausnahme, dass das Alkylphosphonat
CpG-Dinukleosid hergestellt wird unter Verwendung
jedes Standardverfahrens zur Einfihrung von Alkyl-
phosphonat-Internukleosid-Verbindungen in Oligo-
nukleotide. Ein besonders bevorzugtes Verfahren fiir
diesen Schritt ist beschrieben in lyer et al., Bioorganic
and Medicinal Chemistry Letters 6: 1393-1398
(1996). Vorzugsweise ist der Alkylrest der Alkylphos-
phonat-Verbindung ein niederer Alkylrest von 1-6
Kohlenstoffatomen, die optional ungesattigt und/oder
gesattigt sein kdbnnen. Am meisten bevorzugt ist das
Alkylphosphonat-CpG ein Methylphosphonat-CpG.
[0021] Ein invertiertes CpG ist ein 5'-GpC-3'-Dinuk-
leosid. Invertierte CpG-enthaltende Oligonukleotide
werden in geeigneter Weise unter Verwendung jedes
konventionellen Festphasensynthese-Protokolls zur
Herstellung des Oligonukleotids hergestellt, mit der
Ausnahme, dass ein G-Monomer-Synthon anstelle
des C-Monomer-Synthons verwendet wird und um-
gekehrt.

[0022] Ein 5-Methyl-CpG ist ein CpG-Dinukleosid,
in dem das C-Nukleosid an der 5 Position der Cytosin
Base methyliert ist. 5-MethylC CpG-enthaltende Oli-
gonukleotide werden in geeigneter Weise hergestellt,
unter Verwendung jedes konventionellen Festpha-
sensynthese Protokolls hergestellt, um das Oligonu-
kleotid herzustellen, mit der Ausnahme, dass ein
5-MethylC Monomer-Synthon anstelle des C-Mono-
mer-Synthons verwendet wird.

[0023] Ein 2'-O-substituiertes CpG ist ein CpG-Di-
nukleosid, in dem die 2'-Position des Pentoserestes
substituiert ist, das eine niedere -O-Alkylgruppe, die
1-6 gesattigte oder ungesattigte Kohlenstoffatome
enthalt oder eine -O-Aryl- oder Allylgruppe, die 2-6
Kohlenstoffatome besitzt, wobei diese Alkyl-, Aryl-
oder Allylgruppe unsubstituiert oder substituiert sein
kann, z. B. mit Halo-, Hydroxy-, Trifluormethyl-, Cya-
no-, Nitro-, Acyl-, Acyloxy-, Alkoxy-, Carboxyl-, Car-
balkoxyl- oder Aminogruppen; oder mit einer Hydro-
xy-, einer Amino- oder einer Halogruppe, jedoch nicht
mit einer 2'-H-Gruppe. Am meisten bevorzugt ist das
2'-O-substituierte CpG, ein 2'-O-Methylcytosin-ent-
haltendes CpG oder ein 2'-O-Methylguanosin-enthal-
tendes CpG oder beides. 2'-O-substituierte CpG-ent-
haltende Oligonukleotide werden in geeigneter Wei-
se hergestellt durch Verwendung jedes konventionel-
len Festphasen-Syntheseprotokolls zur Herstellung
des Oligonukleotids, mit der Ausnahme, dass ein
2'-O-substituiertes Monomer-Synthon verwendet
wird anstelle des Monomer-Synthons.

[0024] Ein Phosphotriester-CpG ist ein CpG-Dinuk-
leosid, in dem das C-Nukleosid und das G-Nukleosid
kovalent durch eine Phosphotriester-Internukleo-
sid-Verbindung miteinander verbunden sind. Phos-
photriester-CpG-enthaltende Oligonukleotide wer-
den in geeigneter Weise hergestellt durch Verwen-
dung jedes konventionellen Festphasen-Synthese-
protokolls zur Herstellung des CpG-enthaltenden Oli-
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gonukleotids, mit der Ausnahme, dass das Phospho-
triester-CpG-Dinukleosid hergestellt wird unter Ver-
wendung jedes Standardverfahren zur EinfUhrung
von Phosphotriester-internukleosid-Verbindungen in
Oligonukleotide. Ein besonders bevorzugtes Verfah-
ren fur diesen Schritt ist beschrieben in lyer et al., Te-
trahedron Letters 37: 1539-1542 (1996). Vorzugs-
weise ist die Phosphotriester-Verbindung eine Me-
thylphosphotriester-Verbindung.

[0025] Ein Phosphoramidat-CpG ist ein CpG-Dinuk-
leosid, in dem das C-Nukleosid und das G-Nukleosid
kovalent durch eine Phosphoramidat-Internukleo-
sid-Verbindung miteinander verbunden sind. Phos-
phoramidat-CpG-enthaltende Oligonukleotide wer-
den in geeigneter Weise hergestellt durch Verwen-
dung jedes konventionellen Festphasen-Synthese-
protokolls zur Herstellung des CpG-enthaltenden Oli-
gonukleotids, mit der Ausnahme, dass das Phospho-
ramidat-CpG-Dinukleosid hergestellt wird unter Ver-
wendung jedes Standardverfahren zur Einfihrung
von Phosphoramidat-Internukleosid-Verbindungen in
Oligonukleotide. Ein besonders bevorzugtes Verfah-
ren fur diesen Schritt ist beschrieben in lyer et al., Te-
trahedron Letters 37: 1539-1542 (1996). Am starks-
ten bevorzugt ist die Phosphoramidat-Internukleo-
sid-Verbindung eine primare Phosphoramidat-Inter-
nukleosid-Verbindung.

[0026] Ein  stereospezifisches  Phosphorothio-
at-CpG ist ein CpG-Dinukleosid, in dem das C-Nukle-
osid und das G-Nukleosid durch eine stereospezifi-
sche Phosphorothioat-Internukleosid-Verbindung ko-
valent miteinander verbunden sind. Stereospezifi-
sche Phosphorothioat-CpG-enthaltende Oligonukle-
otide werden in geeigneter Weise hergestellt unter
Verwendung jedes konventionellen Festphasen-Syn-
theseprotokolls zur Herstellung des CpG-enthalten-
den Oligonukleotids, mit der Ausnahme, dass das
Phosphoramidat-CpG-Dinukleosid hergestellt wird
unter Verwendung eines Verfahrens zur Einfuhrung
von stereospezifischen Phosphorothioat-Internukleo-
sid-Verbindungen m Oligonukleotide, bevorzugt, wie
beschrieben in lyer et al., Tetrahedron Asymmetry 6:
1051-1054 (1995).

[0027] Ein 2'-5-CpG ist ein CpG-Dinukleosid, in
dem das C-Nukleosid und das G-Nukleosid kovalent
durch eine 2'-5'-Internukleosid-Verbindung miteinan-
der verbunden sind. Die Internukleosid-Verbindung
kann von jedem Typ sein und ist vorzugsweise eine
Phosphorothioat- oder Phosphodiester-Verbindung.
2'-5'-CpG-enthaltende Oligonukleotide werden in ge-
eigneter Weise hergestellt durch Verwendung jedes
konventionellen Festphasen-Syntheseprotokolls zur
Herstellung des CpG-enthaltenden Oligonukleotids,
mit der Ausnahme, dass das 2'-5'-CpG-Dinukleosid
hergestellt wird unter Verwendung eines Verfahrens
zur Einfiihrung von stereospezifischen Phosphorothi-
oat-Intemukleosid-Verbindungen in Oligonukleotide,
z. B. wie beschrieben in Dougherty et al., J. Am.
Chem. Soc. 114: 6254 (1992) oder Hashimoto und
Switzer.

[0028] Andere Modifikationen des CpG-Dinukleo-
sids schlieBen Substitutionen der Phosphorothio-
at-Internukleosid-Verbindung mit jeder anderen Inter-
nukleosid-Verbindung ein, einschliel3lich, ohne Ein-
schrankung, Phosphorothioat, Alkylphosphonothioat,
Siloxan, Carbonat, Carboxymethylester, Acetamidat,
Carbamat, Thioether, Amid (PNA), verbriicktes Phos-
phoramidat, verbriicktes Methylenphosphonat, ver-
briicktes Phosphorothioat und Sulfon-Internukleo-
tid-Verbindungen.

[0029] In bestimmten bevorzugten Ausfiihrungsfor-
men der Zusammensetzungen geman diesem As-
pekt der Erfindung werden die Oligonukleotide als
"chimare" oder "hybride" Oligonukleotide konfiguriert,
z. B. wie jeweils beschrieben in der US-PS 5,149,797
und der PCT-Verdffentlichung Nr. WO 94/02498.
Kurz, chiméare Oligonukleotide enthalten Oligonukle-
otid-Regionen mit ionischen Internukleosid-Verbin-
dungen wie auch Oligonukleotid-Regionen mit
nicht-ionischen Internukleosid-Verbindungen. Hyb-
rid-Oligonukleotide besitzen Oligonukleotid-Regio-
nen, die DNA enthalten, genauso wie Oligonukleo-
tid-Regionen, die RNA oder 2'-O- substituierte RNA
enthalten. Der Fachmann wird erkennen, dass die
Elemente von diesen bevorzugten Ausfihrungsfor-
men kombiniert werden kénnen und dass der Erfin-
der solche Kombinationen in Erwagung zieht. Zum
Beispiel kénnen 2'-O-substituierte Ribonukleotid-Re-
gionen gut von einer bis zu allen nicht-ionischen In-
ternukleosid-Verbindungen enthalten. Alternativ kon-
nen nicht-ionische Regionen von einer bis zu allen
2'-O-substituierte Ribonukleotide besitzen. Vielmehr
kénnen die erfindungsgemaflen Oligonukleotide
2'-O-substituierte oder nicht-ionische Regionen in
dem Kernbereich des Oligonukleotids enthalten, flan-
kiert durch Phosphorothioat-enthaltende DNA-Regio-
nen oder umgekehrt und kénnen weiterhin Kombina-
tionen von einem oder mehreren 2'-O-substituierten
Ribonukleotid-Regionen und einer oder mehreren
nicht-ionischen Regionen enthalten, von denen eine
oder beide durch Phosphorothioat-Regionen flankiert
werden (vgl. Nucleosides & Nucleotides 14:
1031-1035 (1995) fiir relevante Synthesetechniken).
[0030] In einem zweiten Aspekt stellt die Erfindung
eine Verwendung eines modifizierten CpG-enthalten-
den Phosphorothiaot-Oligonukleotids zur Verfiigung,
das komplementar zu einem Teil einer genomischen
Region oder zu einem Gen, flur das Inhibierung der
Expression gewunscht wird oder zu einer RNA, die
von einem solchen Gen transkribiert wurde, ist, zur
Herstellung einer pharmazeutischen Zusammenset-
zung zur Modulation der Genexpression mit reduzier-
ten Nebenwirkungen, wobei dieses Oligonukleotid
komplementar zu einem Gen ist, das exprimiert wird,
und wobei die reduzierten Nebenwirkungen reduzier-
te Splenomegalie und Blutplatichen-Depletion ein-
schliel®en, im Verhaltnis zu einem ansonsten identi-
schen unmodifizierten CpG-enthaltenden Phospho-
rothioat-Oligonukleotid, und wobei alle CpG-Dinukle-
oside, die in dem Oligonukleotid vorkommen, modifi-
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ziert sind. In der Verwendung gemaf diesem erfin-
dungsgemalien Aspekt wird eine Zusammensetzung
gemal dem ersten Aspekt der Erfindung an einen
Sauger verabreicht, wobei das Oligonukleotid kom-
plementar zu einem Gen ist, das in dem Sauger ex-
primiert wird. Vorzugsweise kann diese Verabrei-
chung parenteral, oral, intranasal oder intrarektal
sein. Vorzugsweise wird eine Gesamtdosis der Oligo-
nukleotide in einem Bereich von etwa 0,1 mg Oligo-
nukleotid pro kg Kérpergewicht pro Tag bis etwa 200
mg Oligonukleotid pro kg Kérpergewicht pro Tag lie-
gen. In einer bevorzugten Ausfiihrungsform ist die bi-
ologische Wirkung der Splenomegalie und Blutplatt-
chen-Depletion reduziert, nachdem die Zusammen-
setzung verabreicht wurde, verglichen mit der glei-
chen Wirkung, die erhalten wird, nach Verabreichung
einer ansonsten identischen Zusammensetzung, die
die gleiche Menge eines ansonsten identischen Oli-
gonukleotids enthalt, mit der Ausnahme, dass dieses
Oligonukleotid ein unmodifiziertes CpG-Dinukleosid
anstelle des modifizierten CpG-Dinukleosids enthalt.
Diese bevorzugte biologische Wirkung kann verfolgt
werden durch Messen der Blutplattchenspiegel vor
und nach Oligonukleotid-Verabreichung. Vorzugs-
weise werden weniger als etwa 20%, mehr bevorzugt
weniger als etwa 10% der Blutplattchen depletiert.
Die biologische Wirkung kann auch durch Messung
des Serumalanin-Aminotransferase- (ALT) und Seru-
maspartat-Aminotransferase- (AST) Spiegels nach
Oligonukleotid-Verabreichung verfolgt werden. Vor-
zugsweise werden Serum-ALT- und AST-Spiegel we-
niger als 2,5-fach, mehr bevorzugt weniger als
2,0-fach steigen.

[0031] In einem dritten Aspekt stellt die Erfindung
die Verwendung eines modifizierten CpG-enthalten-
den Phosphorothioat-Oligonukleotids zur Verfugung,
das komplementar zu einem Teil einer genomischen
Region oder zu einem Gen, fur das die Inhibierung
der Expression gewinscht wird, oder zu einer RNA,
die von einem solchen Gen transkribiert wurde, ist,
zur Herstellung einer pharmazeutischen Zusammen-
setzung zur therapeutischen Behandlung einer
Krankheit, die durch abnormale Genexpression ver-
ursacht wird, mit reduzierten Nebenwirkungen, wobei
das Oligonukleotid komplementar zu einem Gen ist,
das abnormal exprimiert wird und diese abnormale
Expression verursacht die Krankheit und wobei die
reduzierten Nebenwirkungen reduzierte Splenome-
galie und Blutplattchen-Depletion einschlieen, im
Vergleich zu einem ansonsten identischen unmodifi-
zierten CpG-enthaltenden Phosphorothioat-Oligonu-
kleotid, und wobei alle CpG-Dinukleoside, die in dem
Oligonukleotid vorkommen, modifiziert sind. In der
Verwendung wird eine Zusammensetzung gemafn
dem ersten Aspekt der Erfindung an ein Individuum,
das die Krankheit hat, verabreicht, wobei das Oligo-
nukleotid komplementar zu einem Gen ist, das abnor-
mal exprimiert wird, wobei diese abnormale Expres-
sion die Krankheit verursacht. Somit ist dies ein be-
vorzugtes Beispiel fir eine Verwendung zur Modula-

tion der Genexpression in einem Sauger, wie vorste-
hend fur den zweiten Aspekt der Erfindung diskutiert.
In diesem Zusammenhang bedeutet abnormale Ge-
nexpression die Expression eines Gens, das fur die
Vermehrung eines Virus oder eines prokaryotischen
oder eukaryotischen Pathogens bendtigt wird in ei-
nem Wirtsorganismus oder unangebrachte Expressi-
on eines zellularen Gens des Wirts. Unangebrachte
zellulare Genexpression des Wirts schlie3t die Ex-
pression eines mutierten Allels eines zellularen Gens
ein oder Unterexpression oder Uberexpression eines
normalen Allels eines zelluldren Gens, so dass die
Krankheit aus dieser unangebrachten zellularen Ge-
nexpression des Wirts resultiert. Vorzugsweise sollte
diese Verabreichung parenteral, oral, sublingual,
transdermal, topisch, intranasal oder intrarektal erfol-
gen. Die Verabreichung der therapeutischen Zusam-
mensetzung kann durchgefiihrt werden unter Ver-
wendung bekannter Verfahren zur Dosierung und flr
Zeitraume, die wirksam sind, die Symptome zu redu-
zieren oder die Krankheitsmerkmale zu ersetzen.
Wenn systemisch verabreicht wird, wird die thera-
peutische Zusammensetzung vorzugsweise mit einer
ausreichenden Dosis verabreicht, um einen Blutspie-
gel des Oligonukleotids von etwa 0,01 Mikromolar bis
etwa 10 Mikromolar zu erreichen. Fir lokale Verab-
reichung kénnen viel geringere Konzentrationen als
diese wirksam sein und viel héhere Konzentrationen
koénnen toleriert werden. Vorzugsweise wird eine Ge-
samtdosis des Oligonukleotids von etwa 0,1 mg Oli-
gonukleotid pro Patient pro Tag bis zu etwa 200 mg
Oligonukleotid pro kg Kérpergewicht pro Tag reichen.
Es kann erwiinscht sein, simultan oder nacheinander
eine therapeutisch wirksame Menge einer oder meh-
rerer der therapeutischen Zusammensetzungen der
Erfindung als einen Einzelbehandlungsabschnitt an
ein Individuum zu verabreichen. In einer bevorzugten
Ausfuhrungsform sind die biologischen Wirkungen
der Splenomegalie und Blutplattchen-Depletion nach
Verabreichung der entsprechenden Zusammenset-
zung reduziert, im Vergleich zu den gleichen Wirkun-
gen, die erhalten werden, wenn eine ansonsten iden-
tische Zusammensetzung, die die gleiche Menge ei-
nes ansonsten identischen Oligonukleotids enthalt,
mit der Ausnahme, dass dieses Oligonukleotid ein
unmodifiziertes CpG-Dinukleosid anstelle des modifi-
zierten CpG-Dinukleosids enthalt, verabreicht wird.
Diese biologische Wirkung kann durch Messen des
Blutspiegels der Blutplattchen vor und nach Oligonu-
kleotid-Verabreichung verfolgt werden. Vorzugswei-
se werden weniger als etwa 20% der Blutplattchen
depletiert sein, starker bevorzugt weniger als etwa
10%. Die bevorzugte biologische Wirkung kann auch
durch Messen der Serumalanin-Aminotransferase-
(ALT) und Serumaspartat-Aminotransferase- (AST)
Spiegel nach Oligonukleotid-Verabreichung verfolgt
werden. Vorzugsweise werden Serum-ALT- und
AST-Spiegel um weniger als das 2,5-fache, mehr be-
vorzugt um weniger als das 2,0-fache steigen.

[0032] Die nachstehenden Beispiele sollen die be-
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vorzugten Ausfuhrungsformen der Erfindung weiter
darstellen und sind nicht dazu gedacht, den Rahmen
der Erfindung eizuschranken.

Beispiel 1

Synthese, Deprotektion und Reinigung von Oligonu-
kleotiden

[0033] Oligonukleotid-Phosphorothioate werden un-
ter Verwendung eines automatisierten DNA-Synthe-
sizers (Modell 8700, Biosearch, Bedford, MA) unter
Verwendung eines Beta-Cyanoethyl-Phosphorami-
dit-Ansatzes in einem 10-Mikromol-Mafstab synthe-
tisiert. Um die Phosphorothioat-Verbindungen herzu-
stellen, wurden die intermediare Phosphit-Verbin-
dung, die nach jeder Kopplung erhalten wurde, unter
Verwendung von 3H,1,2-Benzodithiol-3H-on-1,1-dio-
xid oxidiert (vgl. Beaucage, in: Protocols for Oligonu-
cleotides and Analogs: Synthesis and Properties,
Agrawal (Hrsg.), Humana Press, Totowa, NJ, Seiten
33-62 (1993)). Ahnliche Synthesen wurden durchge-
fuhrt, um Phosphodiester-Verbindungen herzustel-
len, mit der Ausnahme, dass eine Standard-Oxidati-
on durchgefihrt wurde unter Verwendung von Stan-
dard-lod-Reagenz. Die Synthese von Methylphos-
phonat-CpG-enthaltendem Oligonukleotid wurde auf
die gleiche Weise durchgefihrt, mit der Ausnahme,
dass Methylphosphonat-Verbindungen unter Ver-
wendung von Nukleosid-Methylphosphonamidit her-
gestellt wurden (Glen Research, Sterling, VA), gefolgt
von Oxidation mit 0,1 M lod in Tetrahydrofu-
ran/2,6-Lutidin/Wasser (75 : 25 : 0,25) (vgl. Agrawal
& Goodchild, Tet. Lett. 28: 3539-3542 (1987). Depro-
tektion und Reinigung von Oligonukleotiden wurde
gemal Standardverfahren durchgefiihrt (vgl. Padma-
priya et al.,, Antisense Res. & Dev. 4: 185-199
(1994)), mit Ausnahme von Oligonukleotiden, die
Methylphosphonat-enthaltende Regionen enthielten.
Fir diese Oligonukleotide wurde das CpG-gebunde-
ne Oligonukleotid mit konzentriertem Ammoniumhyd-
roxid 1 Stunde bei Raumtemperatur behandelt und
der Uberstand wurde entfernt und abgedampft, um
einen blassgelben Rest zu erhalten, der dann mit ei-
nem Gemisch von Ethylendiamin/Ethanol (1: 1 v/v) 6
Stunden bei Raumtemperatur behandelt wurde und
dann wieder unter reduziertem Druck getrocknet wur-
de.

Beispiel 2

Reduzierte in vivo-Salenomegalie unter Verwendung
modifizierter CpG-enthaltender Oligonukleotide

[0034] CD-1-Mausen und Fischer-Ratten (Charles
River Laboratories, Raleigh, NC) wurde tagliche fir 7
Tage intravends eine Dosis von 3-30 mg/kg Korper-
gewicht eines CpG-enthaltenden Phosphorothio-
at-Oligonukleotids, Methylphosphonat-CpG-enthal-
tenden Phosphorothioat-Oligonukleotids, invertierten

CpG-enthaltenden Phosphorothioat-Oligonukleo-
tids, 5-MethylC-CpG-enthaltenden Phosphorothio-
at-Oligonuklegtids, 2'-O-substituierten CpG oder Sa-
line als Kontrolle injiziert. An Tag 8 wurden die Tiere
eingeschlafert und die Milz wurde entfernt und gewo-
gen. Tiere, die mit Methylphosphonat-CpG-enthal-
tendem Phosphorothioat-Oligonukleotid, invertiertem
CpG-enthaltendem Phosphorothioat-Oligonakleotid,
5-MethylC- CpG-enthaltendem Phosphorothioat-Oli-
gonukleotid oder 2'-O-substituiertem CpG behandelt
wurden, zeigten eine signifikant geringere Steigerung
des Milzgewichts als die, die mit CpG-enthaltenden
Oligonukleotid-Phosphorothioaten behandelt wur-
den. Ahnliche Ergebnisse werden fiir Phosphotries-
ter-CpG-enthaltende Phosphorothioat-Oligonukleoti-
de, Phosphoramidat-CpG-enthaltende Phospho-
rothioat-Oligonukleotide und 2'-5'-CpG-enthaltende
Phosphorothioat-Oligonukleotide erwartet.

Beispiel 3

Reduzierte in vivo-Blutalattchen-Depeltion unter Ver-
wendung modifizierter CpG-enthaltender Oligonukle-
otide

[0035] CD-1-Mausen und Fischer-Ratten wurde
taglich fur 7 Tage eine Dosis von 3-30 mg/kg Korper-
gewicht eines CpG-enthaltenden Phosphorothio-
at-Oligonukleotids, Methylphosphonat-CpG-enthal-
tenden Phosphorothioat-Oligonukleotids, invertierten
CpG-enthaltenden Phosphorothioat-Oligonukleo-
tids, 5-MethylC-CpG-enthaltenden Phosphorothio-
at-Oligonukleotids, 2'-Osubstituierten CpG oder Sali-
ne als Kontrolle injiziert. An Tag 8 wurde den Tieren
Blut entnommen und Biutplattchenwerte wurden ge-
messen. Tiere, die mit Methylphosphonat-CpG-ent-
haltendem Phosphorothioat-Oligonukleotid, invertier-
tem CpG-enthaltendem Phosphorothioat-Oligonukle-
otid oder mit 5-MethylC-CpG-enthaltendem Phos-
phorothioat-Oligonukleotid behandelt wurden, zeig-
ten signifikant weniger Depletion der Blutplattchen
als diejenigen, die mit CpG-enthaltenden Oligonukle-
otid-Phosphorothioaten behandelt wurden. Ahnliche
Ergebnisse werden flir Phosphotriester-CpG-enthal-
tende Phosphorothioat-Oligonukleotide, Phosphora-
midat-CpG-enthaltende Phosphorothioat-Oligonuk-
leotide und 2'-5'-CpG-enthaltende Phosphorothio-
at-Oligonukleotide erwartet.

Beispiel 4

Reduzierter in vivo-Anstieg in Serum-ALT- und
AST-Spiegeln unter Verwendung von modifizierten
CpG-enthaltenden Oligonukleotiden

[0036] CD-1-Mausen und Fischer-Ratten wurde
taglich fiir 7 Tage eine Dosis von 3-30 mg/kg Koérper-
gewicht eines CpG-enthaltenden Phosphorothio-
at-Oligonukleotids, Methylphosphonat-CpG-enthal-
tenden Phosphorothioat-Oligonukleotids, invertierten
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CpG-enthaltenden Phosphorothioat-Oligonukleo-
tids, 5-MethylC-CpG-enthaltenden Phosphorothio-
at-Oligonukleotids, 2'-Osubstituierten CpG oder Sali-
ne als Kontrolle intravends verabreicht. An Tag 8 wur-
de den Tieren Blut entnommen und Serum-ALT und
AST-Spiegel wurden unter Verwendung eines Roche
Cobas Fara-Chemie-Analysegerats (Roche Diag-
nostics Systems, Branchburg, NJ) gemessen. Tiere,
die mit Methylphosphonat-CpG-enthaltendem Phos-
phorothioat-Oligonukleotid, invertiertem CpG-enthal-
tendem  Phosphorothioat-Oligonukleotid,  5-Me-
thylC-CpG-enthaltendem Phosphorothioat-Oligonuk-
leotid oder mit 2'-O-substituiertem CpG-enthalten-
dem Phosphorothioat-Oligonukleotid behandelt wur-
den, zeigten eine signifikante Reduktion in dem An-
stieg von Serum-ALT und AST-Spiegeln verglichen
mit denjenigen, die mit CpG-enthaltenden Oligonuk-
leotid-Phosphorothioaten behandelt wurden. Ahnli-
che Ergebnisse werden fir Phosphotries-
ter-CpG-enthaltende Phosphorothioat-Oligonukleoti-
de, Phosphoramidat-CpG-enthaltende Phospho-
rothioat-Oligonukleotide und 2'-5'-CpG-enthaltende
Phosphorothioat-Oligonukleotide erwartet.

Patentanspriiche

1. Eine Zusammensetzung zur Hemmung spezi-
fischer Genexpression mit verminderten Nebenwir-
kungen, wobei die Zusammensetzung ein modifizier-
tes CpG-enthaltendes Phosphorothioat-Oligonukleo-
tid umfasst, das komplementar zu einem Teil einer
genomischen Region oder Gen ist, wofir Hemmung
der Expression gewinscht wird, oder zu einer RNA,
die von einem solchen Gen transkribiert wird, wobei
die verminderten Nebenwirkungen verminderte(n)
Splenomegalie und Abbau der Blutplattchen vergli-
chen mit einem sonst identischen, nicht modifizierten
CpG-enthaltenden Phosphorothioat-Oligonukleotid
einschliessen, und wobei alle CpG-Dinukleoside, die
im Oligonukleotid vorhanden sind, modifiziert sind.

2. Die Zusammensetzung gemass Anspruch 1,
wobei das modifizierte CpG ausgewahlt ist aus Alkyl-
phosphonat-CpG, invertiertes CpG, 2'-O-substituier-
tes CpG, 5-Methylcytosin-CpG, stereospezifisches
Phosphorothioat-CpG, Phosphotriester-CpG, Phos-
phoramidat-CpG und 2'-5'-CpG.

3. Die Verwendung eines modifizierten CpG-ent-
haltenden Phosphorothioat-Oligonukleotids, das
komplementéar zu einem Teil einer genomischen Re-
gion oder Gen ist, wofir Hemmung der Expression
gewinscht wird, oder zu einer RNA, die von einem
solchen Gen transkribiert wird, zur Herstellung einer
pharmazeutischen Zusammensetzung zur Verande-
rung der Genexpression mit verminderten Nebenwir-
kungen, wobei das Oligonukleotid komplementar ist
zu einem Gen, das exprimiert wird, und wobei die
verminderten Nebenwirkungen verminderte(n) Sple-

nomegalie und Abbau der Blutplattchen verglichen
mit einem sonst identischen, nicht modifizierten
CpG-enthaltenden Phosphorothioat-Oligonukleotid
einschliessen, und wobei alle CpG-Dinukleoside, die
im Oligonukleotid vorhanden sind, modifiziert sind.

4. Die Verwendung eines modifizierten CpG-ent-
haltenden Phosphorothioat-Oligonukleotids, das
komplementar zu einem Teil einer genomischen Re-
gion oder Gen ist, wofir Hemmung der Expression
gewinscht wird, oder zu einer RNA, die von einem
solchen Gen transkribiert wird, zur Herstellung einer
pharmazeutischen Zusammensetzung zur therapeu-
tischen Behandlung mit verminderten Nebenwirkun-
gen einer Krankheit, die durch fehlerhafte Genex-
pression verursacht wird, wobei das Oligonukleotid
komplementar ist zu einem Gen, das fehlerhaft expri-
miert wird und diese fehlerhafte Expression die
Krankheit verursacht, und wobei die verminderten
Nebenwirkungen verminderte(n) Splenomegalie und
Abbau der Blutplattchen verglichen mit einem sonst
identischen, nicht modifizierten CpG-enthaltenden
Phosphorothioat-Oligonukleotid einschliessen, und
wobei alle CpG-Dinukleoside, die im Oligonukleotid
vorhanden sind, modifiziert sind.

Es folgen 3 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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