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(54) Title: OLIGONUCLEOTIDES FOR INHIBITING AND FOR IDENTIFYING HUMAN ARGONAUTE PROTEINS

(54) Bezeichnung : OLIGONUKLEOTIDE ZUR HEMMUNG UND ZUM NACHWEIS VON HUMANEN ARGONAUTE-
PROTEINEN

(57) Abstract: The invention relates to oligonucleotides that can specifically hybridise with mRNAs that code for argonaute pro-
teins. Said oligonucleotides can inhibit the expression of argonaute proteins and can identify argonaute mRNA. The invention also
relates to pharmaceutical compositions that contain these oligonucleotides, to methods for the specific inhibition of the expression
of argonaute proteins and for the identification of argonaute mRNA, and to the use of said oligonucleotides for inhibiting the ex-
pression of argonaute proteins in a cell.

(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betriftt Oligonukleotide, die spezifisch an Argonaute-Proteine kodierende
mRNAs hybridisieren kénnen. Mit Hilfe dieser Oligonukleotide kann die Expression von Argonaute-Proteinen gehemmt und Ar-
gonaute-mRNA nachgewiesen werden. Die vorliegende Erfindung betrifft weiter diese Oligonukleotide enthaltende pharmazeuti-
sche Zusammensetzungen, Verfahren zur spezifischen Hemmung der Expression von Argonaute-Proteinen und zum Nachweis
von Argonaute-mRNA, sowie die Verwendung dieser Oligonukleotide zur Hemmung der Expression von Argonaute-Proteinen in
einer Zelle.
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OLIGONUKLEOTIDE ZUR HEMMUNG UND ZUM NACHWEIS VON HUMANEN
ARGONAUTE-PROTEINEN

Beschreibung

Die vorliegende Erfindung betrifft Oligonukleotide, die spezifisch an Argonaute-
Proteine kodierende mRNAs hybridisieren kénnen. Mit Hilfe dieser Oligonukleotide
kann die Expression von Argonaute-Proteinen gehemmt und Argonaute-mRNA
nachgewiesen werden. Die vorliegende Erfindung Dbetrifft weiter diese
Oligonukleotide -enthaltende pharmazeutische Zusammensetzungen, Verfahren zur
spezifischen Hemmung der Expression von Argonaute-Proteinen und zum Nachweis
von Argonaute-mRNA, sowie die Verwendung dieser Oligonukleotide zur Hemmung

der Expression von Argonaute-Proteinen in einer Zelle.

Die Familie der Argonaute (Ago)-Proteine ist eine hoch konservierte Proteinfamilie,
deren Mitglieder Schilisselfunktionen bei der RNA-vermittelten Interferenz (RNAI),
d.h. dem durch kleine, nicht-kodierende RNAs vermittelten Gen-Silencing,
innehaben. Ago-Proteine binden diese kleinen, nicht-kodierenden RNAs Uber ihre
funktionellen Doménen, und kénnen so unter anderem die Proteinsynthese
kontrollieren oder die Stabilitdt von mRNA beeinflussen. Verschiedene Klassen von
Ago-Proteinen lassen sich in allen héheren Eukaryonten finden, wo sie wichtige
Funktionen in so verschiedenen Prozessen wie der Embryonalentwicklung, der
Stammzellerneuerung oder der Zelldifferenzierung haben. Obwohl verschiedene
Aspekte ihrer Biologie bereits erforscht wurden, sind viele Ago-Proteine noch immer
nur sehr unzureichend charakterisiert.

Angesichts ihrer vielfaltigen Funktionen werden Ago-Proteine auch mit
verschiedenen Krankheiten in Verbindung gebracht. So konnte gezeigt werden, daf3
bestimmte Ago-Proteine mit FMRp interagieren, dem Gen, das bei dem vererbten
Fragiles-X-Syndrom betroffen ist. AuBerdem wurden einige Ago-Proteine mit der

Regulation von Onkogenen und mit bestimmten Formen von Krebs assoziiert.
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Humanes Ago-1 ist ein Protein von 97,1 kDa. Es reguliert small interfering RNA
(siRNA)-vermitteltes Silencing der Transkription durch Assoziation mit RNA
Polymerase Il (RNPII) und Induktion der Methylierung von Histonen, und es findet
sich gehauft in zytoplasmatischen Prozessierungskérperchen, den sogenannten P-
Korperchen. Obwohl die Kristallstruktur der siRNA-bindenden Doméne von Ago-1,
der sogenanhten PAZ-Doméne, mit einem daran gebundenen doppelstrangigen
siRNA-ahnlichen 9-mer bestimmt werden konnte, ist Uber die biologische Funktion

von intaktem Ago-1 sehr wenig bekannt.

Humanes Ago-2 ist ein Protein von 97,25 kDa. Es ist eine Kernkomponente des
RISC (RNA-induced silencing complex), in dem es Funktionen hat, die mit der
Hemmung und dem Abbau von mRNA in Zusammenhang stehen. Bindung von
microRNA (miRNA) oder small interfering RNA (siRNA) an mRNA innerhalb des
RISC flihrt entweder zu Hemmung der Translation oder Zerstérung der mRNA. Ago-
2 ist bei den Saugetieren das einzige Ago-Protein, das eine mRNA spaltende
Aktivitat aufweist. Des Weiteren konnte gezeigt werden, daB Ago-2 ein zentraler
Regulator der miRNA Homeostase ist, und regulatorische Funktionen bei der
Frahentwicklung und der Himatopoiese innehat. Dennoch ist Gber viele Aspekte der
biologischen Funktion von Ago-2 noch wenig bekannt.

Humanes Ago-3 liegt in zwei Splicing-Varianten vor, der Isoform a und der Isoform b.
Die Ago-3b kodierende mRNA und das entsprechende Protein sind klrzer als bei
der Isoform-a (Tabelle 1), wobei die verbleibende Sequenz bei beiden Varianten
identisch ist. Uber die biologische Funktion dieser Ago-3 Varianten ist sehr wenig
bekannt.

Tabelle 1: mRNA Lange und Molekulargewicht von Ago-3a und Ago-3b

mRNA Lidnge (b) | MW Protein (kDa)
Ago-3a 3578 97.4
Ago-3b 3320 71,2

Uber humanes Ago-4 und seine biologischen Funktionen ist noch sehr wenig
bekannt. |
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Der vorliegenden Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, neue und effektive
Systeme flr die Untersuchung von Argonaute-Proteinen und deren biologischen
Funktionen, sowie fir die Pravention und Behandlung von Stbérungen oder

Krankheiten, die mit Argonaute-Proteinen in Zusammenhang stehen, bereitzustellen.

Diese Aufgabe wird durch die in den Anspriichen gekennzeichneten
Ausfihrungsformen der vorliegenden Erfindung gelést. Insbesondere werden
erfindungsgeman anti-sense Oligonukleotide (asONs) fur die spezifische Hemmung
der Expression von Argonaute-Proteinen bereitgestellt, die nicht auf RNA-vermittelter
Interferenz (RNAI) basieren, sondern einen RNAse H-abhangigen Weg benutzen.
Diese asONs zeichnen sich durch besonders effektives Assoziationsverhalten an
Argonaute-mRNA aus.

Dementsprechend betrifft ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung ein
Oligonukleotid, umfassend eine oder mehrere der Sequenzen, ausgewaéhlt aus der
Gruppe, bestehend aus SEQ ID NO: 1 (6-TATTCCTGCCCCCGTAGAG-3"), SEQ ID
NO: 2 (6"-GTTTTGTGTTGCTTTCACTCTCAG-3"), SEQ ID NO: 3 (5"-GTGTTTTGT
GTTGCTTTCACTCTC-3"), SEQ ID NO: 4 (5-GTTTTGTGTTGCTTTCACTCTC-3"),
SEQ ID NO: 14 (5’-GATCTTAGGGATGTCCACCTC—B’), SEQ ID NO: 15 (5"-CACCT
CGTAGTGGTACACGT-3"), SEQ ID NO: 16 (6-GCTTGGGCTGCTCATCTATG-3"),
SEQ ID NO: 18 (5"-AGAAAAATGAACGCCCCACA-3"), SEQ ID NO: 19 (5°-CTTCTG
GAGCGGAGAAAAAT-3"), SEQ ID NO: 20 (5-CTAGTGGCAGGTAGGTGTGT-3),
SEQ ID NO: 21 (6-GTGCAGGTATAGAAACAGAT-3"), SEQ ID NO: 22 (5-CAGACT
TCTAGTGGCAGG TA-3"), SEQ ID NO: 23 (5"-CCCTGCCACAATATTACAGACTT-
37, SEQ ID NO: 24 (5-GTTGCCCTGCCACAATATTA-3"), SEQ ID NO: 30 (5"-CAG
GCAAAGATTGGAAAGGG-3"), SEQ ID NO: 31 (5-CAAGTTTTGCATTTATCTTC-
37, SEQ ID NO: 32 (5-TGCAAGTAGTCGTGTGAGTT-3"), SEQ ID NO: 33 (5"-AATT
TGTACTGCAAGTAGTC-37), SEQ ID NO: 34 (5-GTTTATGAGATTTGGACCGT-3"),
SEQ ID NO: 35 (5-GAGAAGGCTAGTTTATGAGA-3") und biologisch aktiven
Derivaten davon. Der Begriff ,biologisch aktive Derivate” bezeichnet insbesondere

Oligonukleotide, welche die gleiche Funktion wie das erfindungsgeméBe
Oligonukleotid aufweisen, also spezifisch an Argonaute-mRNA binden kdnnen, und
mehr als 80%, bevorzugt mehr als 90%, besonders bevorzugt mehr als 95%
Sequenzidentitat zu dem erfindungsgeméfen Oligonukleotid zeigen.
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In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgeméaBen Oligonukleotids ist
das Argonaute-Protein Argonaute-2 (Ago-2) und das erfindungsgemafe
Oligonukleotid umfaBt eine oder mehrere der Sequenzen, ausgewahit aus der
Gruppe bestehend aus SEQ ID NOs: 1, 2, 3, 4 und biologisch aktiven Derivaten

davon.

In einer . weiteren bevorzugten Ausflhrungsform des erfindungsgeméBen
Oligonukleotids ist das Argonaute-Protein Argonaute-1 (Ago-1) und das
erfindungsgemaBe Oligonukleotid umfaBt eine oder mehrere der Sequenzen,
ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus SEQ ID NOs: 14, 15, 16 und biologisch
aktiven Derivaten davon.

In einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform des erfindungsgemafien
Oligonukleotids ist das Argonaute-Protein Argonaute-3 (Ago-3) und das
erfindungsgemaBe Oligonukleotid- umfaf3t eine oder mehrere der Sequenzen,
ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus SEQ ID NOs: 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24
und biologisch aktiven Derivaten davon. In einer besonders bevorzugten
Ausfuhrungsform umfaBt das erfindungsgeméaBe Oligonukleotid eine oder mehrere
der Sequenzen, ausgewdahlt aus SEQ ID NOs: 20, 21, 22, 23, 24 und biologisch
aktiven Derivate davon. In einer bevorzugten Ausfihrungsform liegt Ago-3 als
Isoform Ago-3a vor. In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform liegt Ago-3 als
Isoform Ago-3b vor. Liegt Ago-3 als Ago-3b vor, so umfait das erfindungsgeméafe
Oligonukleotid bevorzugt eine oder mehrere der Sequenzen, ausgewéhlt aus SEQ ID
NOs: 20, 21, 22, 23, 24 und biologisch aktiven Derivaten davon.

In einer weiteren bevorzugten Ausflhrungsform des erfindungsgeméien
Oligonukleotids ist das Argonaute-Protein Argonaute-4 (Ago-4) und das
erfindungsgemaBe Oligonukleotid umfaBt eine oder mehrere der Sequenzen,
ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus SEQ ID NOs: 30, 31, 32, 33, 34, 35 und
biologisch aktiven Derivaten davon.

Der Begriff ,,Oligonukleotid” bezeichnet ein natives, halbsynthetisches, synthetisches
oder modifiziertes, einzel- oder doppelstrangiges Nukleinsduremolekll aus
Desoxyribonukleotiden  und/oder  Ribonukleotiden  und/oder  modifizierten
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Nukleotiden. Geeignete modifizierte Nukleotide umfassen Nukleotide mit
modifizierten Basen, Zuckern und/oder Phosphatgruppen. Beispiele flur modifizierte
Nukleotide sind sogenannte LNAs (locked nucleic acids), bei denen das C2- und C4-
Atom der Ribose (iber eine Sauerstoff-Methylen-Bricke verbunden ist, sowie
Morpholino-Derivate von Nukleotiden, Nukleotid-Phosphorothioate, oder 2’-fluoro-
und 2'-alkyl-modifizierte Nukleotide. Weiter kénnen die erfindungsgeméafien
Oligonukleotide beispielsweise als sogenannte ,Gapmere® vorliegen, also als
Oligonukleotide, bei denen beispielsweise ein zentraler Abschnitt aus
Desoxyribonukleotiden gebildet ist, der von Abschnitten aus 2’-O-methyl-
modifizierten Ribonukleotiden flankiert ist.

Die Lédnge des erfindungsgemaBen Oligonukieotids unterliegt keinen besonderen
Beschréankungen, wobei die Mindestlange durch die Lange der Sequenzen SEQ ID
NOs: 1 bis 4, 14 bis 16, 18 bis 24 und 30 bis 35 vorgegeben ist. In einer bevorzugten
Ausfuhrungsform umfaBt das erfindungsgeméBe Oligonukleotid 28 oder weniger,
bevorzugt 23 oder weniger, besonders bevorzugt 18 oder weniger Nukleotide. In
einer besonders bevorzugten Ausflhrungsform besteht das erfindungsgemaBe
Oligonukleotid aus einer der Sequenzen SEQ ID NOs: 1 bis 4, 14 bis 16, 18 bis 24
und 30 bis 35. Verfahren zur Herstellung und/oder Isolierung von Oligonukieotiden
sind dem Fachmann aus dem Stand der Technik bekannt und umfassen
beispielsweise chemisch-synthetische oder enzymatische Verfahren, sowie die
intrazelluldre Expression und nachfolgende Aufreinigung der Oligonukleotide.

Das erfindungsgemaBe Oligonukleotid hat in einer bevorzugten Ausfihrungsform die
Fahigkeit, spezifisch an Ago-1-, Ago-2-, Ago-3- und/oder Ago-4-mRNA zu binden
bzw. zu hybridisieren. Die Hybridisierung wird bevorzugt bei Bedingungen, die den
physiologischen Bedingungen im Zytosol ‘oder Zellkern einer Zelle entsprechen,
durchgefihrt. In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform wird die Hybridisierung
bei Bedingungen, die fur die in vitro Hybridisierung férderlich sind, durchgefihrt. In
einer besonders bevorzugten Ausfihrungsform erfolgt die Hybridisierung unter
stringenten Bedingungen. Die genannten Bedingungen sind dem Fachmann aus
dem Stand der Technik bekannt.



10

15

20

25

30

WO 2010/142371 PCT/EP2010/003067
6

Das erfindungsgemaBe Oligonukieotid kann Nukleotiddeletionen, -insertionen
und/oder -substitutionen enthalten, solange die Fahigkeit, spezifisch an Ago-1-, Ago-
2-, Ago-3- und/oder Ago-4-mRNA zu binden, im Wesentlichen erhalten bleibt. In
einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform umfaBt das erfindungsgeméBe
Oligonukleotid mindestens eine modifizierte Nukleosidverkniupfung. In einer
besonders bevorzugten Ausfihrungsform sind alle Nukleosidverknipfungen
modifiziert. Eine besonders bevorzugte modifizierte Nukleosidverknipfung ist die
Phosphorothioat-Verknipfung. '

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung betrifft ein erfindungsgeméBes
Oligonukleotid zur spezifischen Hemmung der Ago-1-, Ago-2-, Ago-3- und/oder Ago-
4- Expression in einer Zelle. Der Begriff ,Hemmung der Argonaute-Expression®
bezeichnet eine Reduzierung der Expression von Argonaute-mRNA auf héchstens
50%, bevorzugt hdchstens 35%, mehr bevorzugt hdchstens 20% der normalen

Expression von Argonaute-mRNA in einer Zelle. -

In einer bevorzugten Ausfihrungsform wird die Hemmung der Ago-2, Ago-1, Ago-3
und/oder Ago-4 ExpreSsion bereits vier Stunden nach Transfektion einer Zelle mit
dem entsprechenden erfindungsgemaBen Oligonukleotid erreicht. In einer weiteren
bevorzugten Ausfihrungsform dauert die Hemmung der Ago-2, Ago-1, Ago-3
und/oder Ago-4 Expression bis zu 120 Stunden, mehr bevorzugt bis zu 72 Stunden
und besonders bevorzugt bis zu 48 Stunden nach Transfektion einer Zelle mit dem
entsprechenden erfindungsgeméaBen Oligonukleotids an. In einer weiteren
bevorzugten Ausflhrungsform wird die Hemmung der Ago-2, Ago-1, Ago-3 und/oder
Ago-4 Expression in einer Zelle in vitro durchgefihrt. Die Zelle, in der die Expression
von Ago-2, Ago-1, Ago-3 und/oder Ago-4 gehemmt wird, ist bevorzugt eine humane
Zelle.

" Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung betrifft ein erfindungsgeméBtes

Oligonukleotid zur Herstellung einer diagnostischen oder pharmazeutischen
Zusammensetzung. Die erfindungsgemaf3e pharmazeutische Zusammensetzung
wird in einer bevorzugten Ausfihrungsform zur spezifischen Hemmung der Ago-2,
Ago-1, Ago-3 und/oder Ago-4 Expression in einer Zelle verwendet. In einer weiteren

bevorzugten Ausfihrungsform wird die erfindungsgemaBe diagnostische oder
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pharmazeutische Zusammensetzung fir die Prévention oder Behandlung einer
Storung oder Krankheit, die mit Ago-2, Ago-1, Ago-3 und/oder Ago-4 in
Zusammenhang steht, in einem Individuum verwendet. Ein weiterer Gegenstand der
voriiegenden Erfindung betrifft die Verwendung des erfindungsgeméafBen
Oligonukleotids oder des erfindungsgeméfBen Vektors zur Hemmung der Expression
von Ago-2, Ago-1, Ago-3 und/oder Ago-4 in einer Zelle. Dabei wird in einer
bevorzugten Ausfihrungsform die Expression von Ago-2, Ago-1, Ago-3 und/oder

Ago-4 in einer Zelle in vitro gehemmt.

Die Stérung oder Krankheit, die mit Ago-2 in Zusammenhang steht, ist in einer
bevorzugten Ausfihrungsform eine Stérung oder Krankheit der Angiogenese, der
Hamatopoese, der Embryogenese oder der microRNA-Biogenese, Chorea
Huntington oder die Entstehung von Tumoren, insbesondere Tumoren der
weiblichen Brust.

Die Stérung oder Krankheit, die mit Ago-1 in Zusammenhang steht, ist in einer
bevorzugten Ausfihrungsform eine Stérung oder Krankheit der Angiogenese, der
Hamatopoese, der Embryogenese oder der microRNA-Biogenese, Chorea
Huntington oder die Entstehung von Tumoren.

Die Stérung oder Krankheit, die mit Ago-3 in Zusammenhang steht, ist in einer
bevorzugten Ausflhrungsform eine Stérung oder Krankheit der Angiogenese, der
Hamatopoese, der Embryogenese oder der microRNA-Biogenese, Chorea

Huntington oder die Entstehung von Tumoren.

Die Stérung oder Krankheit, die mit Ago-4 in Zusammenhang steht, ist in einer
bevorzugten Ausflhrungsform eine Stérung oder Krankheit der Angiogenese, der
Hamatopoese, der Embryogenese oder der microRNA-Biogenese, Chorea

Huntington oder die Entstehung von Tumoren.

Das Individuum, das eine mit Ago-2, Ago-1, Ago-3 und/oder Ago-4 in
Zusammenhang stehende Stérung oder Krankheit aufweist, kann jedes Wirbeltier
sein und ist in einer bevorzugten Ausfihrungsform ein Sauger, besonders bevorzugt
ein Mensch.
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Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung betrifft ein Nukleinsaure-
Konstrukt, umfassend mindestens ein erfindungsgeméfBes Oligonukleotid und
mindestens eine detektierbare Markierung, sowie dessen Verwendung zum
Nachweis von Ago-2, Ago-1, Ago-3 und/oder Ago-4 mRNA. In einer bevorzugten
Ausfiihrungsform wird die Ago-2, Ago-1, Ago-3 und/oder Ago-4 mRNA in einer Zelle
nachgewiesen. In einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform wird die Ago-2, Ago-

1, Ago-3 und/oder Ago-4 mRNA in einer Zelle in vitro nachgewiesen.

Der Begriff ,detektierbare Markierung beinhaltet geeignete, direkt oder indirekt
nachweisbare Atome oder Molekile, die in das erfindungsgeméaBe Oligonukleotid
eingebaut und/oder daran gebunden sind. Geeignete Markierungen sind
beispielsweise solche, die Fluoreszenzfarbstoffe und/oder beispielsweise Biotin
und/oder Digoxigenin und/oder radioaktive Isotope umfassen. In einer bevorzugten

Ausfihrungsform ist die detektierbare Markierung ein Fluoreszenzfarbstoff.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung betrifft einen Vektor,
umfassend mindestens ein erfindungsgemafes Oligonukleotid und/oder mindestens
eine zum erfindungsgeméaBen Oligonukleotid komplementéare Nukieinsduresequenz,
insbesondere DNA-Sequenz. Der erfindungsgemafe Vektor unterliegt keiner
besonderen Einschrankung, wobei geeignete Vektoren im Stand der Technik
bekannt sind. Der Vektor ist vorzugsweise zur Expression in einer eukaryontischen
oder prokaryontischen Zelle beféhigt. Dazu enthélt der Vektor beispielsweise einen
Promotor und gegebenenfalls geeignete regulatorische Elemente, wie Enhancer und
Terminationssequenzen. Der Vektor kann auch zur stabilen Integration des
erfindungsgeméaBen Oligonukleotids in das genetische Material einer Zelle

verwendet werden.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung betrifft eine Wirtszelle, welche
mindestens ein erfindungsgeméaBes Oligonukleotid oder mindestens einen
erfindungsgeméBen Vektor enthdlt. Geeignete Wirtszellen sind beispielsweise

Séaugerzellen, insbesondere menschliche Zellen.

Des Weiteren wird erfindungsgemaR eine pharmazeutische Zusammensetzung,

umfassend mindestens ein erfindungsgemaBes Oligonukleotid oder mindestens
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einen erfindungsgemaBen Vektor, bereitgestellt. Gegebenenfalls umfaBt die
erfindungsgemaBe pharmazeutische Zusammensetzung weiter einen oder mehrere
pharmazeutisch  vertragliche(n) Hilfsstoff(e) und/oder ein = oder mehrere
pharmazeutisch vertragliche(s) Verdiinnungsmittel und/oder einen oder mehrere
pharmazeutisch vertragliche(n) Trager. Die erfindungsgeméBe pharmazeutische
Zusammensetzung wird vorzugsweise zur praventiven oder therapeutischen
Behandlung einer Stérung oder Krankheit, die mit Ago-2, Ago-1, Ago-3 und/oder
Ago-4 in Zusammenhang steht, verwendet. Besonders bevorZugte Einsatzgebiete
sind die Behandlung von Stérungen oder Krankheiten der Angiogenese, der
Hamatopoese, der Embryogenese oder der microRNA-Biogenese, von Chorea
Huntington oder von Tumoren, insbesondere Tumoren der weiblichen Brust.
Dementsprechend betrifft ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung eine
pharmazeutische Zusammensetzung, umfassend mindestens ein
erfindungsgeméafBes Oligonukleotid oder mindestens einen erfindungsgeméaBen
Vektor, gegebenenfalls in Verbindung mit einem oder mehreren pharmazeutisch
vertraglichen Hilfsstoff(en) und/oder Verdinnungsmittel(n) und/oder Tréger(n) zur
Verwendung in der praventiven oder therapeutischen Behandlung einer Stérung
oder Krankheit, die mit Ago-2, Ago-1, Ago-3 und/oder Ago-4 in Zusammenhang
steht, in einem Individuum. Die erfindungsgemdBe pharmazeutische
Zusammensetzung kann jegliche im vorliegenden Fachgebiet als geeignet
betrachtete galenische Formen annehmen. Vorzugsweise ist sie fest, flissig oder
aerosolartig. Verabreichungsformen der erfindungsgeméBen pharmazeutischen
Zusammensetzung unterliegen keinerlei bestimmten Beschrankungen. Geeignete
Verabreichungsformen sind im Stand der Technik bekannt und umfassen
beispielsweise orale, intravendse, subkutane, intraperitoneale, intramuskuléare oder
intratumorale  Verabreichungsformen. Ebenso wird erfindungsgeméafB eine
diagnostische Zusammensetzung, umfassend mindestens ein erfindungsgemanes
Oligonukleotid oder mindestens ein erfindungsgeméBes Nukleinsdure-Konstrukt,
bereitgestellit.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung betrifft ein Verfahren zur
spezifischen Hemmung der Expression von Ago-2, Ago-1, Ago-3 und/oder Ago-4 in
einer Zelle, umfassend das Einbringen mindestens eines erfindungsgemaéBen
Oligonukleotids oder mindestens eines erfindungsgeméaBen Vektors in die Zelle und
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gegebenenfalls das Bereitstellen von geeigneten Hybridisierungsbedingungen, so
daR die Expression von Ago-2, Ago-1, Ago-3 und/oder Ago-4 gehemmt wird. In einer
bevorzugten Ausfihrungsform wird das erfindungsgeméBe Verfahren zur
spezifischen Hemmung der Expression von Ago-2, Ago-1, Ago-3 und/oder Ago-4 in
einer Zelle in vivo, d.h. innerhalb des tierischen oder menschlichen Koérpers
durchgefiihrt. In einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform wird das genannte
Verfahren in vitro, d.h. auBerhalb des tierischen oder menschlichen Korpers
durchgefihrt. Verfahren zum Einbringen einer Nukleinsdure in eine Zelle sind im
vorliegenden Fachgebiet wohlbekannt, und umfassen beispielsweise die
Transfektion durch Elektroporation oder mit einem Transfektionsmittel wie z.B.
Lipofectamin 2000. Die Hemmung der Ago-2, Ago-1, Ago-3 und/oder Ago-4
Expression in der Zelle hat vorzugsweise zur Folge, daf3 die RNA-vermittelte
Interferenz (RNAi).der Zelle moduliert wird. In einer bevorzugten Ausfiihrungsform ist
die Zelle, deren Ago-2, Ago-1, Ago-3 und/oder Ago-4 Expression gehemmt werden
soll, eine humane Zelle. |

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung betrifft ein Verfahren zum
Nachweis von Ago-2, Ago-1, Ago-3 und/oder Ago-4 mRNA, umfassend das
Inkontaktbringen des erfindungsgeméafBen Konstrukts mit einer Ago-2, Ago-1, Ago-3
und/oder  Ago-4 mRNA und das Bereitstellen von geeigneten
Hybridisierungsbedingungen. Dieses Verfahren wird in einer bevorzugten

Ausfuhrungsform in vitro durchgefahrt.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung betrifft ein Verfahren zum
Nachweis von Ago-2, Ago-1, Ago-3 und/oder Ago-4 mRNA in einer Zelle, umfassend
das Einbringen des erfindungsgeméBen Nukleinsdure-Konstrukts in eine Zelle, das
Bereitstellen von geeigneten Hybridisierungsbedingungen und das Nachweisen der
detektierbaren Markierung. Verfahren zum Nachweis der jeweiligen Markierung sind
im vorliegenden Fachgebiet wohlbekannt. In einer bevorzugten Ausfihrungsform ist
die Zelle, in der Ago-2, Ago-1, Ago-3 und/oder Ago-4 mRNA nachgewiesen werden
soll, eine humane Zelle. Dieses Verfahren wird in einer bevorzugten

Ausfuhrungsform in vitro durchgefuhrt.
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Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung Dbetrifft  einen
Biochip/Microarray, umfassend ein oder mehrere immobilisierte(s)
erfindungsgeméaBe(s) Oligonukleotid(e) und/oder ein oder mehrere immobilisierte(s)
erfindungsgeméaBe(s) ~ Nukleinsaure-Konstrukt(e). Der erfindungsgemafe
Biochip/Microarray kann zum Nachweis von Ago-2, Ago-1, Ago-3 und/oder Ago-4
mRNA verwendet werden. Die vorliegende Erfindung umfaf3t die Verwendung des
erfindungsgeméaBen Biochips/Microarrays zum Nachweis von Ago-2, Ago-1, Ago-3
und/oder Ago-4 mRNA. ' | '

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung betrifft die Verwendung des
erfindungsgemaBen Oligonukleotids oder des erfindungsgeméBen Nukleinsaure-
Konstrukts fir die Diagnose einer Stérung oder Krankheit, die mit Ago-2, Ago-1,
Ago-3 und/oder Ago-4 in Zusammenhang steht. Ein weiterer Gegenstand der
vorliegenden Erfindung betrifft die Verwendung des erfindungsgemaBen
Oligonukleotids oder des erfindungsgemaBen Vektors zur Behandlung einer Stérung
oder Krankheit, die mit Ago-2, Ago-1, Ago-3 und/oder Ago-4 in Zusammenhang
steht.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung betrifft ein Verfahren zur
Behandlung einer Stérung oder Krankheit, die mit Ago-2, Ago-1, Ago-3 und/oder
Ago-4 in Zusammenhang steht, in einem Individuum, umfassend das Verabreichen
mindestens eines erfindungsgemaBen Oligonukleotids und/oder mindestens eines
erfindungsgemaBen Vektors oder der erfindungsgemaBen pharmazeutischen

Zusammensetzung an das Individuum.

Die Stérung oder Krankheit, die mit Ago-2 in Zusammenhang steht, ist in einer

‘bevorzugten AusfUhrungsform eine Stérung oder Krankheit der Angiogenese, der

Hamatopoese, der Embryogenese oder der microRNA-Biogenese, Chorea
Huntington oder die Entstehung von Tumoren, insbesondere Tumoren der
weiblichen Brust.

Die Stérung oder Krankheit, die mit Ago-1 in Zusammenhang steht, ist in einer
bevorzugten Ausfihrungsform eine Stérung oder Krankheit der Angiogenese, der

Hamatopoese, der Embryogenese oder der microRNA-Biogenese, Chorea



10

15

20

25

30

WO 2010/142371 PCT/EP2010/003067
12

Huntington oder die Entstehung von Tumoren.

Die Stérung oder Krankheit, die mit Ago-3 in Zusammenhang steht, ist in einer
bevorzugten Ausfihrungsform eine Stérung oder Krankheit der Angiogenese, der
Hamatopoese, der Embryogenese oder der microRNA-Biogenese, Chorea

Huntington oder die Entstehung von Tumoren.

Die Storung oder Krankheit, die mit Ago-4 in Zusammenhang steht, ist in einer
bevorzugten Ausfihrungsform eine Stérung oder Krankheit der Angiogenese, der
Hamatopoese, der Embryogenese oder der microRNA-Biogenese, Chorea

Huntington oder die Entstehung von Tumoren.

Das Individuum, das eine mit Ago-2, Ago-1, Ago-3 und/oder Ago-4 in
Zusammenhang stehende Stérung oder Krankheit aufweist, ist in einer bevorzugten

Ausfiihrungsform ein Mensch.
Die Figuren zeigen:

Fig. 1: Schematische Darstelilung der Ago-2 mRNA mit den Bindungsstellen fir
SEQ ID NOs: 1 bis 13.

Fig. 2: Hemmung der Expression von humaner Ago-2 mRNA in ECV304 Zellen
durch gegen Ago-2 mRBNA gerichtete asONs. Die Expression von Ago-2
mRNA wurde gegen das Kontroll-Oligonukieotid asON scr (auch bezeichnet
als T1-inv; SEQ ID NO: 36, 5-TACCGCTCTTTTGACTTTTA-3') (schwarzer
Balken), das auf 100% gesetzt wurde, normalisiert. Als Positivkontrolle
(weiBer Balken) kam das asON ISIS136764 (SEQ ID NO: 37, 5'-
CTGCTGGAATGTTTCCACTT-3") zum Einsatz.

Fig. 3: Spezifitait der Ago-2-spezifischen asONs gegenlber anderen humanen
Argonaute-Proteinen (Agos). Die Expression der Ago mRNAs wurde gegen
das Kontroll-Oligonukleotid asON scr, das auf 100% gesetzt wurde,
normalisiert.
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Fig. 4:

13

Zeitkinetik der Hemmung der Expression von Ago-2 mRNA durch die asONs
1295/19 (SEQ ID NO: 1) und 3024/24 (SEQ ID NO: 3). Die Expression von
Ago-2 mRNA wurde gegen das Kontroll-Oligonukleotid asON scr, das auf

100% gesetzt wurde, normalisiert.

Schematische Darstellung der Ago-1 mRNA mit den Bindungsstellen fur
SEQ ID NOs: 14 bis 16.

Hemmung der Expression von humaner Ago-1 mRNA in ECV304 Zellen
durch gegen Ago-1 mRNA gerichtete asONs. Die Expression von Ago-1
mRNA wurde gegen das Kontroll-Oligonukleotid T1-inv, das auf 100%
gesetzt wurde, normalisiert.

Dosis-Wirkungs-Kurve flir gegen Ago-1 mRNA gerichtete asONs. Die |Cso-
Werte der asONs durch Transfektion von ECV304 Zellen mit aufsteigenden
asON-Konzentrationen bestimmt. Die Daten der anschlieBenden
quantitativen PCR wurden mit der Software GraFit 5 ausgewertet. Die
Expression von Ago-1 mRNA wurde gegen das Kontroll-Oligonukieotid
T1-inv, das auf 100% gesetzt wurde, normalisiert.

Spezifitdt der Ago-1-spezifischen asONs gegenuber anderen humanen
Argonaute-Proteinen (Agos). Die Expressibn der Ago mRNAs wurde gegen
das Kontroll-Oligonukleotid T1-inv, das auf 100% gesetzt wurde,
normalisiert.

Zeitkinetik der Hemmung der Expression von Ago-1 mRNA durch das asON
as343/21 (SEQ ID NO: 14). Die Expression von Ago-1 mRNA wurde gegen
das Kontroll-Oligonukleotid T1-inv, das auf 100% gesetzt wurde,
normalisiert.

Fig. 10: Schematische Darstellung der Ago-3a mRNA und der Ago-3b mRNA mit den

Bindungsstellen fir SEQ ID NOs: 18 bis 24. Die asONs asAgo3-1 und
asAgo3-2 binden nur an Ago-3a mRNA, und die asONs asAgo3-6 und
asAgo3-7 nur an Ago-3b mRNA. Alle anderen asONs binden an beide
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Isoformen.

Fig. 11: Hemmung der Expression von humaner Ago-3a mRNA (A) und Ago-3b
mRNA (B) in ECV304 Zellen durch gegen Ago-3a mRNA und/oder Ago-3b
mRNA gerichtete asONs. Die Expression von Ago-3a mRNA und Ago-3b
mRNA wurde gegen das Kontroll-Oligonukleotid T1-inv, das auf 100%

gesetzt wurde, normalisiert.

Fig. 12: Spezifitit der asONs asAgo3-1 und asAgo3-10 gegenuber anderen
humanen Argonaute-Proteinen (Agos). Die Expression der Ago mRNAs
wurde gegen das Kontroll-Oligonukleotid T1-inv, das auf 100% gesetzt
wurde, normalisiert.

Fig. 13: Zeitkinetik der Hemmung der Expression von Ago-8a mRNA und Ago-3b
mRNA durch die asONs asAgo3-1 (SEQ ID NO: 18) und asAgo3-10 (SEQ ID
NO: 24). Die Expression von Ago-3 mRNA wurde gegen das Kontroll-
Oligonukleotid T1-inv, das auf 100% gesetzt wurde, normalisiert.

Fig. 14: Schematische Darstellung der Ago-4 mRNA mit den Bindungsstellen far
SEQ ID NOs: 30 bis 35.

Fig. 15: Hemmung der Expression von humaner Ago-4 mRNA in ECV304 Zellen
durch gegen Ago-4 mRNA gerichtete asONs. Die Expression von Ago-4
mRNA wurde gegen das Kontroll-Oligonukieotid T1-inv, das auf 100%
gesetzt wurde, normalisiert.

Fig. 16: Spezifitdt der Ago-4-spezifischen asONs gegenlber anderen humanen
Argonaute-Proteinen (Agos). Die Expression der Ago mRNAs wurde gegen
das Kontroll-Oligonukleotid T1-inv, das auf 100% gesetzt wurde,
normalisiert.

Fig. 17: Zeitkinetik der Hemmung der Expression von Ago-4 mRNA durch die asONs
as1842/20 (SEQ ID NO: 30) und as4510/20 (SEQ ID NO: 34). Die
Expression von Ago-4 mRNA wurde gegen das Kontroll-Oligonukleotid T1-
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inv, das auf 100% gesetzt wurde, normalisiert.

Die vorliegende Erfindung wird anhand der foigenden, nicht-einschrankenden

Beispiele naher erlautert.

Beispiel 1: Ago-2-spezifische anti-sense Oligonukleotide

Es wurden 13 volistandig Phosphorothioat-modifizierte asONs getestet (Tabelle 2).
Die Lage der Bindungsstellen der asONs an Ago-2 mRNA ist in Fig. 1 dargeétellt.
Die asONs sind gegen Bereiche des offenen Leserasters (open reading frame, ORF)
der Ago-2 mRNA, und gegen Bereiche der 3" untranslatierten Region (3-UTR)
gerichtet.

Tabelle 2: Getestete Ago-2-spezifische asONs.

Name Sequenz (5'nach 3°) SEQID NO
asON 140/20 AATTTGATTGTTCTCCCGGA 5
asON 1295/19 TATTCCTGCCCCCGTAGAG 1
asON 2269/20 GGTAGAAGTCGAACTCGGTG 6
asON 2953/20 TTAAAAACAAGTAAATTGAA 7
asON 2966/20 GAGAATCATGTATTAAAAAC 8
asON 2978/20 ATCAATTTCATAGAGAATCA 9

asON 1815136764 CTGCTGGAATGTTTCCACTT 10
asON 3022/24 GTTTTGTGTTGCTTTCACTCTCAG
asON 3024/24 GTGTTTTGTGTTGCTTITCACTCTC
asON 3024/22 GTTTTGTGTTGCTTTCACTCTC
asON 3025/21 GTTTTGTGTTGCTTTCACTCT 11
asON 3340/20 GATGATTAGACTGTCAGTAT 12
asON 3327/25 GACTGTCAGTATATTGTCTTTTTTC 13

Beispiel 2: Hemmung humaner Ago-2 mBNA

Die Fahigkeit der in Tabelle 1 gezeigten asONs, humane Ago-2 mRNA zu hemmen,
wurde in vitro in der humanen Harnblasenkarzinomzelllinie ECV304 als
Modellsystem getestet. ECV304 Zellen wurden mit 100 nM der spezifischen asONs
durch Verwendung von Lipofectamin 2000 als Transfektionsmittel transfiziert. Nach
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24 h in Kultur wurden die Zellen gesammelt, ihre RNA extrahiert, in cDNA
umgeschrieben, und diese mittels quantitativer PCR amplifiziert. Die Wirkung der
asONs auf die Ago-2 mRNA-Level ist in Fig. 2 gezeigt.

ICso-Werte, d.h. die jeweilige asON-Konzentration, die bendtigt wird, um 50% der
Ago-2 mRNA Expression zu hemmen, wurden durch Transfektion von ECV304
Zellen mit aufsteigenden asON-Konzentrationen und nachfolgender quantitativer
PCR bestimmt (Tabelle 3). '

Tabelle 3: ICso-Werte

Name ICs0 (NM)
asON 1295/19 =70
asON [S1S136764 =90
asON 3024/24 =15

Beispiel 3: Spezifitidt Ago-2-spezifischer asONs

Die asONs 1295/19 und 3024/24 wurden auf ihre Spezifitat fir Ago-2 mRNA

. gegenilber anderen Ago mRNAs getestet. Die vier humanen Ago-Proteine weisen

hoch homologe Sequenzen auf Nukleotid- und Peptidebene, mit bis zu 85%
Aminosaureidentitdt, auf. 100 nM der asONs wurden in ECV304 Zellen mit Hilfe von
Lipofectamin 2000 als Transfektionsmittel transfiziert. Nach 24 h in Kultur wurden die
Zellen gesammelt, ihre RNA extrahiert, und in cDNA umgeschrieben. Die darauf
folgende quantitative PCR wurde mit Primern fur jedes Mitglied der humanen Ago-
Familie durchgefiihrt. Die jeweiligen mRNA Expressionslevel fir jedes Ago-Protein
sind in Fig. 3 dargestellt.

Beispiel 4: Kinetik der Ago-2 mRNA Hemmung

Die asONs 1295/19 und 3024/24 hemmen die Expression von Ago-2 mRNA bereits
4 h nach Transfektion. Dieser Effekt dauert bis zu 48 h nach Transfektion an (Fig. 4).
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Beispiel 5: Ago-1-spezifische anti-sense Oligonukleotide

Es wurden vier vollsténdig Phosphorothioat-modifizierte asONs getestet (Tabelle 4).
Die Lage der Bindungsstellen der asONs an Ago-1 mRNA ist in Fig. 5 dargestelit.
Alle asONs sind gegen Bereiche des offenen Leserasters (open reading frame,
ORF) der Ago-1 mRNA gerichtet.

Tabelle 4: Getestete Ago-1-spezifische ésONs.

Name Sequenz (5'nach 3) SEQID NO
as343/21 GATCTTAGGGATGTCCACCTC 14
as365/20 CACCTCGTAGTGGTACACGT 15
as933/20 GCTTGGGCTGCTCATCTATG 16

as2339/22 | TAGCTCATAGTGGAGTATCTGG 17

Beispiel 6: Hemmung humaner Ago-1 mRBNA

Die Fahigkeit der in Tabelle 3 gezeigten asONs, humane Ago-1 mRNA zu hemmen,
wurde in vitro in ECV304 Zellen als Modellsystem getestet. ECV304 Zellen wurden
mit 100 nM der spezifischen asONs durch Verwendung von Lipofectamin 2000 als
Transfektionsmittel transfiziert. Nach 24 h in Kultur wurden die Zellen gesammelt,
ihre RNA extrahiert, in cDNA umgeschrieben, und diese mittels quantitativer PCR
amplifiziert. Die Wirkung der asONs auf die Ago-1 mRNA-Level ist in Fig. 6 gezeigt.

ICso-Werte, d.h. die jeweilige asON-Konzentration, die benétigt wird, um 50% der
Ago-1 mRNA Expression zu hemmen, wurden durch Transfektion von ECV304
Zellen mit aufsteigenden asON-Konzentrationen bestimmt. Nach quantitativer PCR
wurden die Daten mit Hilfe der Software GraFit 5 ausgewertet (Fig. 7).

Beispiel 7: Spezifitdt Ago-1-spezifischer asONs

Alle asONs wurden auf ihre Spezifitat fir Ago-1 mRNA gegenuber anderen Ago
mRNAs getestet. Die vier humanen Ago-Proteine weisen hoch homologe Sequenzen
auf Nukleotid- und Peptidebene auf. 100 nM der asONs wurden in ECV304 Zellen
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mit Hilfe von Lipofectamin 2000 als Transfektionsmitte! transfiziert. Nach der
Transfektion wurde RNA extrahiert und in cDNA umgeschrieben. Die darauf folgende
quantitative PCR wurde mit Primern fir jedes Mitglied der humanen Ago-Familie
durchgeftihrt. Die jeweiligen mRNA Expressionslevel fir jedes Ago-Protein sind in
Fig. 8 dargestellt.

Beispiel 8: Kinetik der Ago-1 mRNA Hemmung

Das asON as343/21 hemmt die Expression von Ago-1 mRNA bereits 4 h nach
Transfektion. Dieser Effekt dauert bis zu 72 h nach Transfektion an (Fig. 9).

Beispiel 9: Ago-3-spezifische anti-sense Oligonuklieotide

Es wurden zwolf vollstdndig Phosphorothioat-modifizierte asONs getestet (Tabelle
5). Die Lage der Bindungsstellen der asONs an Ago-3a mRNA bzw. Ago-3b mRNA
ist in Fig. 10 dargestellt. Die asONs asAgo3-6 und asAgo3-7 sind gegen Bereiche
der 5° untranslatierten Region (5-UTR) der Ago-3b mRNA gerichtet. Die Ubrigen
asONs sind gegen Bereiche des offenen Leserasters (open reading frame, ORF) der
Ago-3a mRNA bzw. Ago-3b mRNA gerichtet.

Tabelle 5: Getestete asONSs.

Ziel-mRNA Name Sequenz (5'nach 3°) SEQID NO

asAgo3-1 AGAAAAATGAACGCCCCACA 18

Ago-3a asAgo3-2 CTTCTGGAGCGGAGAAAAAT 19
asAgo3-6 CGTCTAAATCTACCTGTTCACTCTC 25

Ago-3b asAgo3-7 AAGTAACGTCTAAATCTACCTGTTC 26
asAgo3-3 CTAGTGGCAGGTAGGTGTGT 20

asAgo3-4 GCAGGTATAGAAACAGATCG 27

asAgo3-5 GTGCAGGTATAGAAACAGAT 21

Ago-3a & asAgo3-8 CAGACTTCTAGTGGCAGGTA 22
Ago-3b asAgo3-9 CCCTGCCACAATATTACAGACTT 23
asAgo3-10 GTTGCCCTGCCACAATATTA 24

asAgo3-11 GTGCAGGTATAGAAACAGAT 28

asAgo3-12 CGCTGGTGCAGGTATAGAAA 29
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Beispiel 10: Hemmung humaner Ago-3a mRNA bzw. Ago-3b mRNA

Die Fahigkeit der in Tabelle 5 gezeigten asONs, humane Ago-3a mRNA bzw. Ago-3b
mRNA zu hemmen, wurde in vitro in ECV304 Zellen als Modellsystem getestet.
ECV304 Zellen wurden mit 100 nM der spezifischen asONs durch Verwendung von
Lipofectamin 2000 als Transfektionsmittel transfiziert. Nach 24 h in Kultur wurden die
Zellen gesammelt, ihre RNA extrahiert, in cDNA umgeschrieben, und diese mittels
quantitativer PCR amplifiziert. Die Wirkung der asONs auf die Ago-3a mRNA-Level
bzw. Ago-3b mRNA-Level ist in Fig. 11 gezeigt.

ICso-Werte, d.h. die jeweilige asON-Konzentration, die bendtigt wird, um 50% der
Ago-3a mRNA bzw. Ago-3b mRNA Expression zu hemmen, wurden durch
Transfektion von ECV304 Zellen mit aufsteigenden asON-Konzentrationen bestimmt.
Nach quantitativer PCR wurden die Daten mit Hilfe der Software GraFit 5
ausgewertet (Tabelle 6).

Tabelle 6: ICs-Werte

Ziel mRNA asON ICso Ago-3a (nM) | ICs, Ago-3b (nM)
Ago-3a asAgo3-1 =10 nd
Ago-3a & asAgo3-3 > 30 =10
Ago-3b | asAgo3-10 ~10 =5

Beispiel 11: Spezifitat Ago-3-spezifischer asONs

Die asONs asAgo3-1 und asAgo3-10 wurden auf ihre Spezifitdt fir Ago-3a mRNA
bzw. Ago-3b mRNA gegeniiber anderen Ago mRNAs getestet. 100 nM der asONs
wurden in ECV304 Zellen mit Hilfe von Lipofectamin 2000 als Transfektionsmittel
transfiziet. Nach der Transfektion wurde RNA extrahiert und in cDNA
umgeschrieben. Die darauf folgende quantitative PCR wurde mit Primern fur jedes
Mitglied der humanen Ago-Familie durchgefiihrt. Die jeweiligen mRNA

Expressionslevel fir jedes Ago-Protein sind in Fig. 12 dargestelit.
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Beispiel 12: Kinetik der Ago-3a mRNA und Ago-3b mRNA Hemmung

Das asON asAgo3-1 hemmt die Expression von Ago-3a mRNA bereits 4 h nach
Transfektion. Dieser Effekt dauert bis zu 72 h nach Transfektion an. Das asON
asAgo3-10 zeigt eine dhnliche Kinetik und wirkt auf beide Ago-3 mRNA Isoformen
(Fig. 13).

Beispiel 13: Ago-4-spezifische anti-sense Oligonukleotide

Es wurden sechs vollstandig Phosphorothioat-modifizierte asONs getestet (Tabelle
7). Die Lage der Bindungsstellen der asONs an Ago-4 mRNA ist in Fig. 14
dargestellt. Die asONs as1842/20 und as1861/20 sind gegen Bereiche des offenen
Leserasters (open reading frame, ORF) der Ago-4 mRNA gerichtet. Die Ubrigen
asONs sind gegen Bereiche der 3° untranslatierten Region (3°-UTR) gerichtet.

Tabelle 7: Getestete Ago-4-spezifische asONs.

Name Sequenz (5'nach 3°) SEQID NO
as1842/20 CAGGCAAAGATTGGAAAGGG 30
as1861/20 CAAGTTTTGCATTTATCTIC 31
as3996/20 TGCAAGTAGTCGTGTGAGTT 32
as4005/20 AATTTGTACTGCAAGTAGTC 33
as4510/20 GTTTATGAGATTTGGACCGT 34
as4520/20 GAGAAGGCTAGTTTATGAGA 35

Beispiel 14: Hemmung humaner Ago-4 mRNA

Die Fahigkeit der in Tabelle 7 gezeigten asONs, humane Ago-4 mRNA zu hemmen,
wurde in vitro in ECV304 Zellen als Modellsystem getestet. ECV304 Zellen wurden
mit 100 nM der spezifischen asONs durch Verwendung von Lipofectamin 2000 als
Transfektionsmittel transfiziert. Nach 24 h in Kultur wurden die Zellen gesammelt,
ihre RNA extrahiert, in cDNA umgeschrieben, und diese mittels quantitativer PCR
amplifiziert. Die Wirkung der asONs auf die Ago-4 mRNA-Level ist in Fig. 15 gezeigt.
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ICso-Werte, d.h. die jeweilige asON-Konzentration, die benétigt wird, um 50% der
Ago-4 mRNA Expression zu hemmen, wurden durch Transfektion von ECV304
Zellen mit aufsteigenden asON-Konzentrationen bestimmt. Nach quantitativer PCR

wurden die Daten mit Hilfe der Software GraFit 5 ausgewertet (Tabelle 8).

Tabelle 8: ICso-Werte
asON ICsp (NM)

as1842/20 =15

as4510/20 =10

Beispiel 15: Spezifitéf Aqgo-4-spezifischer asONs

Die asONs as1842/20 und as4510/20 wurden auf ihre Spezifitdt fir Ago-4 mRNA
gegenuber anderen Ago mRNAs getestet. Die vier humanen Ago-Proteine weisen
hoch homologe Sequenzen auf Nukleotid- und Peptidebene auf. 100 nM der asONs
wurden in ECV304 Zellen mit. Hilfe von Lipofectamin 2000 als Transfektionsmittel
transfiziert. Nach der Transfektion wurde RNA extrahiert und in cDNA
umgeschrieben. Die darauf folgende quantitative PCR wurde mit Primern fir jedes
Mitglied der humanen Ago-Familie durchgefihrt. Die jeweiligen mRNA
Expressionslevel flr jedes Ago-Protein sind in Fig. 16 dargestellt.

Beispiel 16: Kinetik der Ago-4 mRNA Hemmung

Die asONs as1842/20 und as4510/20 hemmen die Expression von Ago-4 mRNA
bereits 4 h nach Transfektion. Dieser Effekt dauert bis zu 48 h nach Transfektion an
(Fig. 17).
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Anspriiche

Oligonukleotid, umfassend eine oder mehrere der Sequenzen, ausgewéhlt aus
SEQ ID NOs: 1 bis 4, 14 bis 16, 18 bis 24 und 30 bis 35, flr die spezifische

Hemmung der Expression eines Argonaute-Proteins in einer Zelle.

Oligonukleotid nach Anspfuch 1, bestehend aus einer der Sequenzen,
ausgewahit aus SEQ ID NOs: 1 bis 4, 14 bis 16, 18 bis 24 und 30 bis 35.

Oligonukleotid nach Anspruch 1, umfassend eine oder mehrere der
Sequenzen, ausgewahlt aus SEQ ID NOs: 1, 2, 3 und 4, wobei das Argonaute-
Protein Argonaute-2 (Ago-2) ist.

Oligonukieotid nach Anspruch 3, bestehend aus einer der Sequenzen,
ausgewahlt aus SEQ ID NOs: 1, 2, 3 und 4.

Oligonukleotid nach Anspruch 1, umfassend eine oder mehrere der
Sequenzen, ausgewdhlt aus SEQ ID NOs: 14, 15 und 16, wobei das
Argonaute-Protein Argonaute-1 (Ago-1) ist.

Oligonukleotid nach Anspruch 5, bestehend aus einer der Sequenzen,
ausgewahlt aus SEQ ID NOs: 14, 15 und 16.

Oligonukleotid nach Anspruch 1, umfassend eine oder mehrere der
Sequenzen, ausgewdhlt aus SEQ ID NOs: 18, 19, 20, 21, 22, 23 und 24, wobei
das Argonaute-Protein Argonaute-3 (Ago-3) ist.

Oligonukleotid nach Anspruch 7, bestehend aus einer der Sequehzen,
ausgewahlt aus SEQ ID NOs: 18, 19, 20, 21, 22, 23 und 24.

Oligonukleotid nach Anspruch 7 oder Anspruch 8, wobei Ago-3 in der Isoform
Ago-3a vorliegt.
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

23

Oligonukieotid nach Anspruch 7, wobei Ago-3 in der Isoform Ago-3b vorliegt,
und wobei das Oligonukleotid eine oder mehrere der Sequenzen, ausgewahlt
aus SEQ ID NOs: 20, 21, 22, 23 und 24, umfalt.

Oligonukleotid nach Anspruch 8, wobei Ago-3 in der Isoform Ago-3b vorliegt,
und wobei das Oligonukleotid aus einer der Sequenzen, ausgewéhit aus SEQ
ID NOs: 20, 21, 22, 23 und 24, besteht.

Oligonukleotid nach Anspruch 1, umfassend eine oder mehrere der
Sequenzen, ausgewahlt aus SEQ ID NOs: 30, 31, 32, 33, 34 und 35, wobei das
Argonaute-Protein Argonaute-4 (Ago-4) ist. '

Oligonukleotid nach Anspruch 12, bestehend aus einer der Sequenzen,
ausgewahlt aus SEQ ID NOs: 30, 31, 32, 33, 34 und 35.

Oligonukleotid nach einem der Anspriche 1 bis 13, wobei die spezifische
Hemmung der Expression eines Argonaute-Proteins in einer Zelle in vitro

durchgefuhrt wird.

Oligonukleotid nach einem der Anspriiche 1 bis 14, wobei das Oligonukleotid
mindestens eine modifizierte Nukleosidverknipfung aufweist.

Oligonukleotid nach Anspruch 15, wobei die modifizierte Nukleosidverknipfung
eine Phosphorothioat-Verknipfung ist.

Vektor, umfassend ein Oligonukleotid nach einem der Anspriche 1 bis 16.

Nukleinsaure-Konstrukt, umfassend ein Oligonukleotid nach einem der

Anspriche 1 bis 16 und eine detektierbare Markierung.

Pharmazeutische Zusammensetzung, umfassend ein Oligonukleotid nach
einem der Anspriiche 1 bis 16, gegebenenfalls in Verbindung mit einem oder
mehreren pharmazeutisch vertraglichen Hilfsstoff(en) und/oder

Verdinnungsmittei(n) und/oder Trager(n).
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20.

21.

22.

23.

24.

25.

24

Diagnostische Zusammensetzung, umfassend ein Oligonukleotid nach einem
der Anspriche 1 bis 16 oder das Nukleinsdure-Konstrukt nach Anspruch 18.

Verfahren zur spezifischen Hemmung der Expression eines Argonaute-Proteins
in einer Zelle in vitro, umfassend das Einbringen eines Oligonukleotids nach
einem der Anspriiche 1 bis 16 oder des Vektors nach Anspruch 17 in die Zelle

und das Bereitstellen von geeigneten Hybridisierungsbedingungen.

Verfahren zum Nachweis von Argonaute-mRNA in einer Zelle in vitro,
umfassend das Einbringen eines Nukleinsdure-Konstrukts nach Anspruch 18 in
eine Zelle, das Bereitstellen von geeigneten Hybridisierungsbedingungen und

das Nachweisen der detektierbaren Markierung.

Verwendung eines Oligonukleotids nach einem der Anspriiche 1 bis 16 zur

Hemmung der Expression eines Argonaute-Proteins in einer Zelle in vitro.

Verwendung eines Oligonukleotids nach einem der Anspriiche 1 bis 16 oder
des Nukleinsédure-Konstrukts nach Anspruch 18 fir die Diagnose einer Stérung

oder Krankheit, die mit einem Argonaute-Protein in Zusammenhang steht.

Verwendung eines Oligonukleotids nach einem der Anspriiche 1 bis 16 far die
Behandiung einer Stérung oder Krankheit, die mit einem Argonaute-Protein in
Zusammenhang steht.
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Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden

"E" alteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem intemationalen Theorie angegeben ist
Anmeidedatum verdifentiicht worden ist *X* Veréffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung
"L" Verdffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er— kann allein aufgrund dieser Veréffentlichung nicht als neu oder auf
scheinen zu lassen, oder durch die das Verdffentlichungsdatum einer erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden
anderen im Recherchenbericht genannten Verdffentiichung belegt werden «y« ygrattentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung
soll ode:r die aus ginem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet
au§gefuh_r1) o . o werden, wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen
Q" Veroffentlichung, die sich auf eine miindliche Offenbarung, ) Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und
eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht diese Verbindung far einen Fachmann naheliegend ist

*P* Verdffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach

dem beanspruchten Prioritatsdatum veréffentlicht worden ist "&" Veroffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist

Datum des Abschiusses der internationalen Recherche Absendedatum des internationalen Recherchenberichts
16. Juli 2010 08/11/2010
Narne und Postanschrift der Intemationalen Recherchenbehdrde Bevollméchtigter Bediensteter

Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL - 2280 HV Rijswijk

Tel. (+31-70) 340-2040, .
Fax: (+31-73) 340-3016 Steffen, Pierre

Formblatt PCT/ASA/210Q (Blatt 2) (April 2005)
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Internationales Aktenzeichen

PCT/EP2010/003067

C. (Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN

Kategorie™

Bezeichnung der Verdffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile Betr. Anspruch Nr.

Y

das ganze Dokument

VICKERS T A ET AL: "Reduced levels of
Ago2 expression result in increased siRNA
competition in mammalian cells"

NUCLEIC ACIDS RESEARCH, OXFORD UNIVERSITY
PRESS, SURREY, GB LNKD-
DOI:10.1093/NAR/GKM663,

Bd. 35, Nr. 19,

28. September 2007 (2007-09-28), Seiten
6598-6610, XP002480333

ISSN: 0305-1048 [gefunden am 2007-09-28]

MEISTER G ET AL: "Human Argonaute2
mediates RNA cleavage targeted by miRNAs
and siRNAs"

MOLECULAR CELL, CELL PRESS, CAMBRIDGE, MA,
US LNKD- DOI:10.1016/J.MOLCEL.2004.07.007,
Bd. 15, Nr. 2, 23. Juli 2004 (2004-07-23),
Seiten 185-197, XP003016606

ISSN: 1097-2765

das ganze Dokument

Formblatt PCT/ISA/210 (Forisetzung von Blatt 2) (April 2005)
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Feld Nr. | Nucleotid— und/oder Aminoséauresequenz(en) (Fortsetzung von Punkt 1 b) auf Blatt 1)

1. Hinsichtlich der Nucleotid- und/oder Aminoséuresequenz, die in der internationalen Anmeldung offenbart wurde und fir die
beanspruchte Erfindung erforderlich ist, ist die internationale Recherche auf folgender Grundlage durchgefiihrt worden:

a. (Form)

in Papierform
in elektronischer Form

b.  (Zeitpunkt)
in der eingereichten internationalen Anmeldung
zusammen mit der internationalen Anmeldung in elektronischer Form
D bei dieser Behdrde nachtréaglich fur die Zwecke der Recherche
eingereicht wurde.
2. D Wurden mehr als eine Version oder Kopie eines Sequenzprotokolls und/oder einer dazugehorigen Tabelle eingereicht,
s0 sind zusétzlich die erforderlichen Erklarungen, dass die information in den nachgereichen oder zusatzlichen Kopien

mit der Information in-der Anmeldung in der eingereichten Fassung ibereinstimmt bzw. nicht liber sie hinausgeht,
vorgelegt worden.

3. Zusétzliche Bemerkungen:

Formblatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 1 (1)) (Juli 2009)
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Feld Nr. I Bemerkungen zu den Anspriichen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1)

GemaB Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden Grinden fur bestimmte Anspriiche kein intemationaler Recherchenbericht erstelit:

1. D Anspruche Nr.
weil sie sich auf Gegensténde beziehen, zu deren Recherche diese Behdrde nicht verpflichtet ist, namlich

2. D Anspriche Nr.
weil sie sich auf Teile der internationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entspre—
chen, dass eine sinnvolle internationale Recherche nicht durchgefuhrt werden kann, namlich

3. D Anspriche Nr. :
weil es sich dabei um abhéngige Anspriiche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefasst sind.

Feld Nr. Il Bemerkungen bei mangelnder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1)

Diese Internationale Recherchenbehérde hat festgestelit, dass diese intemationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthéit:

siehe Zusatzblatt

puy

Da der Anmelder alle erforderlichen zusétzlichen Recherchengebihren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser
internationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspriche. i

2. D Da fiir alle recherchierbaren Anspriiche die Recherche chne einen Arbeitsaufwand durchgefiihrt werden konnte, der
zusatzliche Recherchengebiihr gerechtfertigt hitte, hat die Behorde nicht zur Zahlung solcher Gebihren aufgefordert.

3. D Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusatzlichen Recherchengebihren rechizeitig entrichtet hat, erstreckt sich
dieser internationale Recherchenbericht nur auf die Anspriiche, fir die Gebihren entrichtet worden sind, nadmlich auf die
Anspriiche Nr.

4. [-X_-J Der Anmelder hat die erforderlichen zusétzlichen Recherchengebiihren nicht rechtzeitig entrichtet. Dieser intemationale
Recherchenbericht beschrankt sich daher auf die in den Anspriichen zuerst erwdhnte Erfindung; diese ist in folgenden
Ansprichen erfasst:

siehe Beiblatt

Bemerkungen hinsichtlich Der Anmelder hat die zusatzlichen Recherchengebiihren unter Widerspruch entrichtet und die
eines Widerspruchs gegebenenfalls erforderliche Widerspruchsgebiihr gezahit.

D Die zusétzlichen Recherchengebiihren wurden vom Anmeider unter Widerspruch gezahit,
jedoch wurde die entsprechende Widerspruchsgebuthr nicht innerhalb der in der
Aufforderung angegebenen Frist entrichtet.

[:l Die Zahlung der zusétzlichen Recherchengebiihren erfolgte ohne Widerspruch.

Formblatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 1 (2)) (April 2005)
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WEITERE ANGABEN PCTISA/ 210

Die internationale Recherchenbehdrde hat festgestellt, dass diese
internationale Anmeldung mehrere (Gruppen von) Erfindungen enthdlt,
namlich:

1. Anspriiche: 3, 4(vollstandig); 1, 2, 14-25(teilweise)

Oligonukleotid fir die spezifische Hemmung der Expression
eines Argonaute-Proteins, diverse Modifikationen davon,
Vektoren und Nukleinsdurekonstrukte umfassend besagtes
Oligonukleotid, sowie pharmazeutische und diagnostische
Zusammensetzungen und Anwendungen davon, wobei das Argonaute
Protein Argonaute-2 (Ago-2) ist, und das Oligonukleotid die
SEQ ID NO’s: 1-4 umfasst oder daraus besteht.

2. Anspriiche: 5, 6(vollstandig); 1, 2, 14-25(teilweise)

Oligonukleotid fiir die spezifische Hemmung der Expression
eines Argonaute-Proteins, diverse Modifikationen davon,
Vektoren und Nukleinsaurekonstrukte umfassend besagtes
Oligonukleotid, sowie pharmazeutische und diagnostische
Zusammensetzungen und Anwendungen davon, wobei das Argonaute
Protein Argonaute-1 (Ago-1) ist, und das Oligonukleotid die
SEQ ID NO’s: 14-16 umfasst oder daraus besteht.

3. Anspriiche: 7-11(vollstandig); 1, 2, 14-25(teilweise)

O0tigonukleotid fiir die spezifische Hemmung der Expression
eines Argonaute-Proteins, diverse Modifikationen davon,
Vektoren und Nukleinsdurekonstrukte umfassend besagtes
Oligonukleotid, sowie pharmazeutische und diagnostische
Zusammensetzungen und Anwendungen davon, wobei das Argonaute
Protein Argonaute-3 (Ago-3) ist, und das Oligonukleotid die
SEQ ID NO’s: 18-24 umfasst oder daraus besteht.

4. Anspriiche: 12, 13(vollstandig); 1, 2, 14-25(teilweise)

0ligonukleotid fiir die spezifische Hemmung der Expression
eines Argonaute-Proteins, diverse Modifikationen davon,
Vektoren und Nukleinsaurekonstrukte umfassend besagtes
Oligonukleotid, sowie pharmazeutische und diagnostische
Zusammensetzungen und Anwendungen davon, wobei das Argonaute
Protein Argonaute-4 (Ago-4) ist, und das Oligonukleotid die
SEQ ID NO’s: 30-35 umfasst oder daraus besteht.




INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT

Angaben zu Verbffentlichungen, die zur selben Patentfamilie gehéren

Internationales Aktenzeichen

PCT/EP2010/003067
Im Recherchenbericht Datum der Mitglied(er) der Datum der
angefiihrtes Patentdokument Veréffentlichung Patentfamilie Verdffentlichung
W0 2005001031 A2 06-01-2005 EP 1631659 A2 08-03-2006

Formblatt PCT/ISA/210 (Anhang Patentfamilie) (Aprit 2005)




	Page 1 - front-page
	Page 2 - description
	Page 3 - description
	Page 4 - description
	Page 5 - description
	Page 6 - description
	Page 7 - description
	Page 8 - description
	Page 9 - description
	Page 10 - description
	Page 11 - description
	Page 12 - description
	Page 13 - description
	Page 14 - description
	Page 15 - description
	Page 16 - description
	Page 17 - description
	Page 18 - description
	Page 19 - description
	Page 20 - description
	Page 21 - description
	Page 22 - description
	Page 23 - claims
	Page 24 - claims
	Page 25 - claims
	Page 26 - drawings
	Page 27 - drawings
	Page 28 - drawings
	Page 29 - drawings
	Page 30 - drawings
	Page 31 - drawings
	Page 32 - drawings
	Page 33 - drawings
	Page 34 - drawings
	Page 35 - drawings
	Page 36 - drawings
	Page 37 - drawings
	Page 38 - drawings
	Page 39 - drawings
	Page 40 - drawings
	Page 41 - drawings
	Page 42 - drawings
	Page 43 - wo-search-report
	Page 44 - wo-search-report
	Page 45 - wo-search-report
	Page 46 - wo-search-report
	Page 47 - wo-search-report
	Page 48 - wo-search-report
	Page 49 - wo-search-report
	Page 50 - wo-search-report
	Page 51 - wo-search-report
	Page 52 - wo-search-report
	Page 53 - wo-search-report
	Page 54 - wo-search-report

