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Zzellbindends Mukleinsduremolekiile {(Aptamere

Die vorliegende Brfindung betrifft Hukleinsduremolekille, die
gelaktiv an Endothelzellen hinden oder disse markieren, Verfah-
ren zum MNachweisen eilner Tumorsrkrankung, die in den Verfahren
verwandeten Mukleinsiuremolekiile, sowia die Verwendung der Nuo-

kleinsiuremolekiile.

Solche Verfahren, sowie die darin verwendeten Nukleinszduremole-
kiile, die auch als Aptemeres bszelchnst werden, sind bekannt. In
osborne et al., “Aptamers as therapeutic and diagnestic rea-
gents: problems and prospects", Curr. Opin. Chem. Biol, 1997,

1: 5-8, befindet sich ein entsprechender Uberblick.
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Aptemere sind hochaffine REA- und DWA-Oligo- b2w. Polynuklecti-
de, die aufgrund ihrer spezifischen rdumlichen Struktur eine
hohe Affinitdt zu einem Zielmolekitl besitzen. Um solche Aptame-
re zu finden, wird hidufig ein kombinatorischer Ansatz genunktzt,
bei dem nach dem Zufallsprinzip eine grofe BZanl ven 0ligo-
nuklectiden unterschiedlichster Seguenz und Sekundarstroktur
enzymatisch erzeugt wird, avus denen Oligonuklectide mit hoher
Affinitdt zu einem Zielmolekill herausgesucht und angereichert
werden. Diese Technik wird auch SELEX ("systematic evolution of

ligands by exponential enrichment”) genannt.

Bei FKennitpnis der Primdrsiruktur eines solchen Oligo-/Poly-
nukleotids (Aptamers), kann dieses auch synthetisiert werden,

z.8. durch Verwendung eines DNA-/RNA-Synthesizers.

Zielstrukturen fﬁr Aptamere kdnnen Rezeptoren und andere Pro-
teine, Lipid- oder HKohlenhydratstruktursn sein. Es warden auch
schon hochaffine Aptamere gegen kleine Molekiille wie gegen Theo~
phylin, siehe Jenison et al., “High-resolution molecular dis-
crimination by RNWA", Science 1994; 263 {5152): 1425-9, gegen
ATP won Tang et al. "Rational design of allosteric ribozymes®,
Chem. Biol. 1997; 4 ({8): 453-%, und gegen Arginin gefunden,
siehe Geiger et al., "RWA aptamers that bind L-arginine with
sub~micromolar dissociation ceonstants and high enancio-selec-
tivity" Wucl. Acids Res. 1906; 24 (6&): 1029-36. Ebenzo konnten
proteinbindende Aptamers, die in ihrer mnatlirlichen Umgebung
normalarweise keine Mukleinsduren binden, gefunden werden. Mor-
ris et al., “High affipity ligands from in wvitro selection:
compler targets"; Proc. MNatl. Acad. Sci. USA 1998; 95: 2302~
2807, gelangen die Entwicklung von Aptameren, die gegen 2ell-

mambranen gerichtet sind.
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Machteilig bei dem derzeitigen Stand der Technik ist, daR durch
die Autoren der zitierten Publikationen keine vellstdndigen Se-
quenzen der Nukleinsiduremolekille bereitgestellt werden, die an
komplexes biclogischas Material binden oder dieses markieren.
Morris et al., die sich mit der Markierung von héhermolekularen
Strukturen beschéftigen, geben lediglich Seguenzmotive an. Nu-
kieinsgduremolekiile, die =solche Segquenzmotive enthalten, bhinden
gemzl dieser Verdffentlichung an kinstlich erzeugte Vesikel aus

Erythrozytenzellmembransen {Erythrozyten-Ghosts).

Vor diesem Hintergrund ist es Aufgabe der vorliegenden Erfin-
dung, ein weiteres Wukleinsduremolekill der eingangs genannten
Art bereitzustellen, insbesondere ein solches, das in der Lage
ist, selektiv ap Endothelzellen zu binden cder diese zu markie-

rern.

Erfindungsgemill wird diese Rufgabe dadurch geldst, daB ein ¥u-
kleinsduremolekiil zumindest eine der Nukleatidseguenzen SE{ ID
Nr. 1 his SEQ ID Nr. 21 aus dem beiliegenden Seguenzprotokoll
epthdlt.

Die dexr Exfindung gugrunde liegende Aufgabe wird dadurch voll-
kommen gelést. Die Erfinder haben nédmlich erkanat, dal Nuklein-
sduremolekiile, die zumindest eine der vorstehenden Nukleotid-
seguenzen enthalten, gatives hlologisches Material, nicht le-
diglich dureh technische Methoden erzeugte Teile aines solchen,
und speziell Endothelzellen erkennen und binden. Nukleinsidure-
molekiiie, die esine der aunfgefuhrten Seguenzaen enthalten, zeich-
nen sich nach Erkenntnis der Erfinder durch hohe Spezifitit fiir

das verwendete biologischa Material aus.

JP 2004-503214 A 2004.2.5
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Bevorzugt ist es jedech, wenn das Nukleinsduremolekiil ein #u-
kleinsduremolekil mit einer der Wukleotidsequenzen SEQ ID Hr. 1

bis SEQ TD Wr. 21 aus dem beiliegenden Sequenzprotokoll ist.

Aus den Daten der Erfinder hat sich ergeben, dal bel Verwendung
eines Hukleinsduremalekiila mit einer der beanspruchten Hukleo-
tidseguenzen in dem eingangs erwdhnten Verfahren die zugrunde
liegende Bufgabe der Erfindung vollsténdig gelbst wird. Uber-
raschenderweise sind die durch die Nukleotidsequenzen vorge-
gebenen Sekundirstrukturen der MNukleinsiuremolekiile ausrei-
chend, um eine hochspezifische Bindung an das biologische Hate-

rial zu vermitteln.

Weiter ist es beveorzugk, wenn in dem Nukleinsduremolekiil in
dessen nichi-funktionellen Abschnitten zumindest ein Nukleotid

arsetzt ist oder fehlt.

pie Erfinder haben ndmlich erkannt, dai fiir eine selektive Bin-
dung an €ine biologische Struktur bestimmte funktionelle Berei-
che innerhalb einer Saquenz des spezifischen Nukleinsduremole—
kiils verantwortlich sind, Diese Bereiche lisgen bei den zu Se-
kundirstrukturen gefalteten Secquenzen in den sogenannten
“hatrpin loops" oder "bulgs". Bei Ubereinstimmung der Basen-—
sequenzen innerhalb disser funktionellen Bereiche kénnen zwel
Nukleinsduremolekiile bzw. Aptamere, die sich in ihrer Sequenz
in nicht funktionellen Abschpitten voneinander unterscheiden,
an die gleiche Struktur binden., Solche Unterscheidungen umfas-
sen sowohl Nukleotidsustausche als auch Deletionen einzelner
ader mehrerer Nukleotide, sowie Strangverkilrzungen oder termi-

nale Veridnderungen.
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Gegenstand der wvorliegenden Erfindung ist auch ein Verfahren,
in cdem selektiv Endethelzellen gebunden oder markiert werden,
worin hierfir ein Wukleinsiuramolekiil verwendet wird, das eine
der Nukleotidsequenzen SEQ ID Nr. 1 bkis SEQ ID Nr. 21 enthilt,
wobeil auch hier hinsichtlich dieser Seguenzen Seguenzvariatio—
nen unfafit sind, bei denzn in den nicht-funktionsllen Bbschnit-
ten der HWuekleinsfuremclekiile zumindest ein Rukleotid ersetzt

ist oder fehlt.

Die Sequenzen SEQ ID Nr. 1 bis SEQ ID Nr. 21 binden spezifisch
an Endeothelzellen. Diese, die luminale Seite von Blutgefifien
auskleidenden Zellen spielen unter anderem sine wichtige Rolle
in der vaskulogenese, Angiogenese und der Transcytose von Stof-
fen iber Blut-Gewebebarrieren, In diesem Zusammanhang ist das
Verfahren besonders zum Studium der Differenzierung von En-
dothelzallen sowie zum Merkleren von tumorversorgenden Blut-
gefdfien oder entziindlichen endathelzellspezifischen Lisicnen

geeignet.

Bevorzugh ist es auch, wenn das Nukleinsduremelekitl an ein The-

rapeutikum gekoppelt ist.

Die beanspruchten Hukleinsiuremclekiile haben das Fotential, als
zielgerichteter Carrier flir den Transpoxt wvon Therapeutika an
ihren %isloxt zu Efungieren. Durch selch einen zielgerichteten
Einsatz von Therspetttika erhoffen sich die Erfinder vor allem
rine Reduzierung der Doslerung bzw. eine drastische Verringe-
rung unerwinschter Nebenwirkumgen, da durch solch ein “Drug-
Targeting" die ungewolltsz Wechselwirkung mit nichi-pathogenen

Strukturen weltgehend vermieden wird.

JP 2004-503214 A 2004.2.5
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Als Zielstrukturen Xemmen besonders fumordse Gewebe in Be-
tracht. Durch neuere Studien aus der Krebsforschung hat sich
némlich ergeben, dal die Unterbrechung der Blutversorqung eines
Tumors ein vielversprechander Ansatz fir eine Therapie dar-
stellt (fbersichtsartikel in Cheresh, D. A., "Death to a bhlood
vaggel, death to a tumor™, NMat. Med. 15838, 4 (4):395-6; Molema
at al., "Rocking the foundations of sclid tumeor growth by at-
tacking the tumor's blood supply", Immuncl. Today 1998, 1%
(9):3%2-4). Ruch ein sclches Verfahren 1ld8t sich mit den neuen

Mukleinsinresequenzen vorteilhaft realisieren.

Wiahrend der Studien, die zu der vorliegenden Erfindung fihrten,
haben die Brfinder herausgefunden, dgf mittels ednes Nuklein-
siuremolekiils, das die Nukleotidsequenz SEQ ID Nr. ¢ aus dem
beiliegenden Segnenzprotokoll enthdlt, selektiv tumcrspezifi-
sche Strukturen erkannt werden. Dadurch wird mittels dieses Nu-
kleinsiuremolekiils eine heochspezifische Diskriminierung entar-
teten Tumorgewebes von gesundem Gewehe maglich. Die Erfinder
stellen somit ein Werkzeug bereit, durch dessen Verwendung eine
zuverlissige Basis fHr aine entsprechende zielgerichtete Thera-

ple geschaffen wir.

In diesem EGusammenbang ist Gegenstand der vorliegenden Erfin-
dung such dig Verwendunyg eines solchen Nukleinsduremolekiils,
das die Nukleotidseguenz SEQ ID Nr. 9 aus dem beiliegenden Se-
quenzprotokoll enthilt oder daraus besteht, zum Nachweis einer
Tumcrerkrankung, sowie ein entsprechendes verfahrern zum Nach-

weisen einer Tumorerkrankung, mit deuw Schrittens

a) Bereitstellen von binlogischem Material,

JP 2004-503214 A 2004.2.5
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b Nachweis eines Tumormarksis, wobel der Nachweis mit einem
Mukleinsivremolsekitl erfolgt, das die Nuklsotidsequenz SEQ
ID Nr. 9 aus dem beiliegenden BSequenzprotokoll enthdlt

ader darauns besteht.

Weitergehende Etudien der Erfinder habken ergeben, daB durch das
Hukleinsidnremolekiil mit der MNukleotidsequenz SEQ ID Mr. 9 aus
dem beiliegenden Sequenzprotokoll die DBiskriminierung won
Tumorgewabe gegeniiber gesundem Gewebe ilber das Homolog zu dem
Maus-/Rinder-Protein 'pigpen' erfolgt. RBei diesem Protein han-
delt e= sich um ein bisher relativ unbekanntes endotheliales
Protein mit einem Molekulargewicht wven &7 kDa. Auch dessen As-
gozlation mit Tumorgewebe war bis dato unbekannt. S50 wurde die-
ses Protein bisher als ein kohlenhydratbindendes Protein mit
RHA-Bindungs- und Transaktivisrungsdamdnen beschrieben, das
mdglicherweise mit der Kernmembran assoziiert ist; siehe z.B.
Alliegrao et al., "Frotein Heterogeneity in the Coiled Body Com-

partment”, Experimental Cell Research 23%, 60-£d4 {1998}.

Vor diesem Hintergrund ist Gegenstand der vorliegenden Erfin-
dung sowohl die Verwendung eines Wukleinsduremolekiils, des die
Hukleotidsequenz SEQ ID Nr. 9 aus dem beiliegenden Seguenzpro-
tokoll enthdlt, zum Hachweisen einer Tumererkrankung, wobel der
Nachweis Uber das messchliche Homolog zu dem Mauns-/Rinder-
Frotein 'pigpen' erfolgt, als auch allgemein ein Verfahren zum
Nachweisen einer Tumorerkrankung, wobei der Nachwele iitber das
menschliche Homolog zuw dem Maus-/Rinder-Protein ‘'pigpen' er-

folgt.

Deg weiteren besteht eine Anwendung der beanspruchten Nuklein-

siuremolekiile in dem Transport von Therapeutika an entziindliche
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endotheliale Lisionen. Mogliche Therapeutika sind deshalb z.B.

antiangiogenetische oder antiinflamatorische Substanzen.

Durch Verlingerung der beanspruchten spezifischen Nukleinsidure-
molekiile mit funktionstragenden DNA~Segmenten kénnen lokal
wirksame Immuntherapautika hergestellt werden. Hier ist beson-
ders an die Verwendung sogenannter CpG-0Oligos gedacht, die

profunde immunstimulierende Aktivit#t haben.

Die Erfinder der vorliegenden Anmeldung haben erstmals erkannt,
daB die beapspruchten Wukleinsiuremclekiile zur Therapie der er-

wihnten Erankheitabilder verwendet werden kinnen.

Besonders bevorzugt ist es auch, wenn das Nukleinsduremolekiil

an ein Diagnostikum gekoppelt ist.

Sclch medifizierte Nukleinsiduremolekille bzw. Aptamere haben ge-
genilber den in der Diagneostik und auch in dem cben erwdhnten
"Drug-Targeting" #blicherwelse verwendeten monoklonalen Anti-
kérpern eine -Vislzahl wen Vorteilan. Aufgrund der saquenz-
hedingten Ausbildung wvon Sekundé&rstrukturen ist das Repertoire
an potentiell bindenden Liganden wesentlich grifer als das ver-
flighare Immunrepertoire zur Herstellung von moncklonalen Anti-

kérpern.

Des weiteren sind Aptamere wesentlich schneller und kosten-
gilnstiger zuginglich. Innerhalb von drei bis vier wWochen lassen
sich Millionen potentieller Liganden untersuchen. Im Gegensatz
hierzu muf dis Herstellung von antikérperproduzierenden Hybri-

domzellen itber Impfungen von Versuchstieren verlaufen. Diese
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Impfungen dauern mehrere Wochen., Zusdtzlich sind Monate erfor-

derlich, um einige hundert Hydridomzellinien zu untersuchen.

Da im Organismus keipe extrazelluléren Oligo-/Polynukleochide
bekannt sind, die aufgrund ihrer Struktur Funkticnen ausiben,
haben solche Nukleinsduremclskiile bzw. Aptamere aulerdem das
Potential "ungewShnliche" Epitcpe zu erkennen, die sich der Er-
kennuny durch Antikérper und somit dem “iiblichnen” Immunsystem

entziehen.

Ein besonderer Vorteil der beanspruchten KNuklsipséuremolekiile
besteht darin, daf diese die Bindungsspezifitdt und Affinitét
von guten moncklonalen Antikdrpern erreichen. GSie sind somit
besonders geaignet, in einem Diagnoseverfahren oder einem Ver-
fahren zum "Drug-Targeting” eingesetzt zu werden. Hinsichtlich
eines Diasgnoseverfahrens wird wvor allem an ein Verfahren ge-
dacht, bei dem das Diagnostikum auflerhalb des menschlichen Ré&o-

pors verwendet wird.

Im Rahmen eines diagnostischen Verfabrens eignen sich als Diag-
postikum besonders fluoresziersnde Verbindungsn, z.B. Fluor—
escinisothiocyanat (FITC), Biotin, Digoxigenin und deren BAb-
kémmlinge, enzymatische Marker, Infrarct-Marker und Chelathbild-
ner. Deshalb ist besonder= ein Verfahren bevorzugt, bei dem das
an das Nukleinsiuremolekiil gekoppelte Diagnostikum aus dex

Gruppe ausgewshlt ist, die die vorstehenden Substanzen enthalt.

Bestandteil <er Erfindung ist des welteren die Verwendung der
vorstehenden HNukleinsduremclakiile fiir histoleglsche Unter-

suchungen von Gewebeschnitten.
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Die Erfinder haben erkannt, dal der direkte Finsatz der hean-
spruchten Nukleinsduremelekile als histeolegisches Agens méglich
ist, was eine in situ-Lokalisation der bhiologischen Zielstruk~
tur inperhalb des Gewebes scrlaubt. Der besondere Vorteil seolch
einer Verwendung llegt in der eingangs erwdhnten Spezifitit der
beanspruchten Hukleinsduremclekiile fir komplexes biologisches
Material, vorzugsweise Endothelzellen. Dies exmdglicht eine ge-
zielte Anfirbung dieser Strukturen ohne stoérends Hinbergrund-

signale oder unspezifische Kreuzreaktionen.

Besonders bevorzugt ist die Verwendung der vorstebhenden Hu-
kleipsdursmolekiile in einem der beschriebenen verfahren, wenn
die Nukleinsduremolekiiles selektiv an natives komplexes bialogi-

sches Haterial binden.

Die Erfinder stellen erstmals Nukleins#uremolekiile bereit, die
an komplexe native blolegische Strukturen bhzw. Endothelzellen
binden. Die wvon Morris et al. bhereitgestellten Seguenzmotive,
die Bestandteile der dort verwendeten Nukleinszuremolekiile baw.
Aptamere sind, binden hingegen an kiinstlich erzesughte vesikel
aus Erythrozytenzellmembranen. Die Integritdt derart erzeugter
Membranen entspricht nicht zwangsldufig der von physiolagischen
Erythrozytenzellmembranen. Ungeeignet ist hier aoch die wahl
von Eryihrozytenbestandteilen als Modell fir eine komplexe bio-
logische Struktur. Frythrozvten zeichnen sich durch einen hohen
Differenzierungsgrad aua. Sie unterscheiden sich in einer viel-
zzhl wvon Eigenschaften von anderan typischen Zellepn eines Qrga-
nismoue: keine Protainsynthess, keine Einbindung in ein %ell-
verband, hohe Spezialisierung hinsichtlich Sawsrstefftranspoxt

ato.
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Die Erfinder haben zur Selektion ihrer spazifischen Muklein-
sduremolekiile als biclogisches Material native Zellen einer En-
dothelzellinie verwendet. Dies hat den Vorteil, daB diase Nu-
Xleinsduremalekiile auch in vive zuverliéssig singesetzt werden

kinnen.

Die Erfinder haben zur Anreicherung funktioneller Nuklelns&ure-

molekiile ein Verfahren verwendet, mit den Schritten:

2} Inkubation einer Bibliothek von unterschiedlichen Wuklein-

sduremolekiilen mit einer Zielstruktur;

b SeleXtion und Anreicheruny der funktionellen NukleinsZure-
molekile;
=3 Isclierung der selektierten Hukleins#uremclekiile, wobei

zur XKontroclle der Anreicherung eine Fluoreszenzmarkierung

der selektierten Nukleinsiuremclekiile vaerwendet wird.

pie Erfinder haben némlich erkannt, daB zum Auffinden von spa-~
zifischen Hukleinsduremclekiilen bezw. Aptamsren die Anreicherung
der selektierten HNukleinsduremolekille nicht wie iiblich durch
Radicaktivmarkierung erfolgen mup, sondern daB hier eine Fluo-
reszenzmarkierung in Kombination mit gezigneten Detektjons-
verfahren verwendet werden kann. Es war nicht zu erwarten, dafB
durch solch eine Flucreszanzmarkierung, die vorzugsweise am 5'-
oder 3'-Ende der Sequenz erfolgt, die spezifischen Bindeeigen-—
schaften der funktionellen Wukleinsiuremoleklile erhalten blei-
pan kbnnen. 1o den bis dato durchgefiihrten bekannten Verfahren
wurde die Anreicherung funktioneller Nukleinsiuremolekfile in

den Pools der Fartschreitenden Selekticnsrunden ausschlieBlich
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durch Szintillaticnsmessung der wiahrend der Anr=aicherung einge-

bauten radicaktiven dNTPs kontrolliert.

pie mit radiocakziven Arkeiten verbundenen Koensagquenzen sind
allgemein hekannt: Einrichtung eines speziellen Isotopenlabors,
problematische Abfallentscrgung, strenge vorschriften zur Lie-
ferung und Tagerung des radieaktiven Materiels, gesundheitliche
Riziken, hohe Kosten, etc. Diese Probleme lassen sich durch den
Einsatz alternativer Detekticnstechniken, wie der Fluoreszenz-

markisarung, umgehen.

Das neue Anreicherungsverfahren hat sich sehr Skonomisch erwie-
sen. Es erlaubt nicht nur die gleichzeitige Selektion gegen
maltiple Targets, die in ihre natlirliche Umgebung aus ganzen
Endothelzellen eingebettet sind, durch repetitive Zyklem wvon
FACS-Messungen. Vielmehr ist auch eime in situ-Evaluierung von
individuelien, spezifisch bindenden aAptameren mit Fluoreszenz-

markierung durch FACS méglich.

Es versteht sich, daB die vorstehend genannten und die nach-
stehend noch zu erliuternden Merkmale nicbt nur in der jeweils
angegebenen Kombination, sondern augh in andersn Fombinationen
oder in Alleinstellung verwendbar sind, chne den Rahmen der

verliegenden Exfindung zu verlassen.

Die Erfindung wird nachstehend anhand von Beispislen erldutert,

aus denen sich weiters Merkmale und Vorteile argeben.

Die beigefilgten Abbildungen disnen der Beschreibung der Erfin-

dung. Es zeigen:
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Fig. 1 eine sgchematische Darstellung der Sekundd8rstruktur
eines spezifischen Mukleins&uremolekills bzw. Apta-—

Mmers,

Fig. 2+3 die Charakteriszierung der beanspruchten Neokleinsdu-

remolekille mittels DurchfluBcytometrie,

Fig. & die Anreicherung der spezifischen Mukleinsdvremole~
kiile bzw. Aptamere in den Fools der fortschreicenden

Selekticnsgversuchen,

Fig. 3 die Anférbung won Ratten-Glicblastom-Cryostat-
Geweheschnitten mit dem Kekleins@uremolekill mit der

Hukleotidsequenz SEQ ID WNr. 3, und

Fig. 6 Coomassie~Blau gefirbtes Polyacrylamidgel zur Analy-
se des dorch das NokleinsduremoleXkiil mit der Nukleo-

tidsequenz SEQ ID Nr. § erkannten Targets-
Beispiel 1: Endothelzellen ale biologische Zielstruktur

als Zielstruktur fir die Selektion der spezifischen Aptamere
wird die 2Zellinie ¥PEN-1 {CRL-2222, Amerigan Type Culture Col-
lection, Manassas, USA}, eine endotheliale Prostatazellinie der
Ratte, verwendet. Die %ellen werden durch Abschaben der subkou-
fluenten FEndothelzellschicht geerntet. Die Konzentration der
Zellen wird durch Z#hlen der Anzahl intakter Zellen nach Anfdr-

bung mit Trypanbleu in einer Weubauer-fdhlkammer geschatzt.
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Beispiel Z: Start-(ssONA-)Bibliothek und Primer

Die synthetische Start-Bibliothek (MWG Biotech &G, Ebersberg,
Deutschland), asus der die spezifischen Nukleins8uremolekiile
bzw. ARptamere selekbtioniert werden, besteht aus ndherungsweise
96émer Folynukleotiden, wobei um die 60 zufallssequenzierte Ba-
sen (60N} won Jeweils 18 NWukleotiden definierter Sequenz, deo
Primerhybridisierungsstellen, flankiert werden (5'-ATA CCA GCOT
TAT TCA ATT-]6(0N-AGA TAG TARR GTG CAR TCT-3'). Zar Amplifizie—
rung spezifischer Nukleinsduremolekiile mittels der unten aufge-
filhrten PCR werden FITC-markierte und Biotin-markierte, HFLC-
gereinigte Primer {5'-FITC-18C-ATA CCA GCT TAT TCA ATT-3' und
5{.pRE-AGA TTG CAC TTA CTA TCT-3') verwendet, wobei I18C fir ei-
nen 18-Carbonethylenglycol-Spacer, "FITC" und "B" fir ein FITC-
Molekiil bzw. Bilotin-Molekill steht}, die mittels Festphasen-
Synthese synthetisiext werden (Operon Technolegies, Inc., Ala-

menda USRA}Y.

Beispiel 3: Gewinnung von endothelzellsgpezifischen Wuklein-

. siuremclekiilen bzw. Aptameren

Zur Gewinpung der spezifischen Nukleinsfuremolekiile ist eine

Selektion iiber mehrere Runden notwendig.

Die folgenden Schritte werden unter lichtgeschitzten Bedingun-

gan durchgaefiihrt.
Ersta Runde

ca. 1,7 pmol der DNA aus der Startbibliothek aus Belispiel 2
{1 x 10" Sequenzen) werden in Selektionspuffer (50 mM Tris-HCT

JP 2004-503214 A 2004.2.5



L T e T e T e T e T e T e T e T T e T e T s O s O s O e TR s T e O e, T s T e, O e, T e, O e T e TR e O e, IO e T e T s R |

(40)

WO 01/79538 PUTYEPOIN4340

{pH 7.4), 5 mM KC1, 100 mM KaCl, 1 mM MgCl,, 0.1 % NaN,) geldst
(1 ml in der ersten Runde, 200 pl in den folgenden Runden). Dle
DNAE wird denaturiert (20°C, 10 min) und bel 0°C fir 10 win re-
naturiert. Um eine unspezifische Anlagerung der Polynuklectide
an Zelloberflichen und Reaktionsgefifwinde zu verringern, wird
jeweils ein S-molarer Uberschul an tRNA (Gibco, Karlsruhe,
Dewtschland) und Ripnderserumalbumin (BSA) =zugegeben. Die DNA-
Lisung wird mit 3 =x 107 NS-Mikrogliazellen fir 30 min bei
37°C / &5 4 €0, priinkubiert, um DVA-Molekiile mit hoher Affini-

tdt zu irrelevanten Oberflichenproteinen zu entfernen.

Die Mikregiiazellen werden abzentrifugiert und der {berstand
wird mit 10° YPEW-Endothelzellen beil 237°C/5 % CO, inkubiert.
Wach dreimaligem Waschen durch Zentrifugation mit jeweils 1 ml
Selektionspuffer (plus 0,2 % BSR), werden die endathelzellge-
bundenen Nukleinsduremolekiila als Template benutzt, um Aptamare
mittels PCR zu amplifizieren (Tag-Polymerase und dNTPs stammen

von Promega, Maannheim, Deutschland).

Die PCR erfolgt unter Bedingungen nach Crameri und Stemmer,
"10(20)-fold aptamer library amplificetion without gel purifi-
cation”, Nucl. Acide Res. 1993; 21(18): 4410. Ale Frimar werden
die oben beschriebenen FITC- und Biotin-markierten Primer ver-—

wendet: .
Gewirnung FITC-markierter Elnzelstrdnge

Zur Eluoreszenzeyboemetrischen Analyse wird FITC-markierte sslNA
wiz folgt dargestellt: FITC-konjugierts ssDNA wird vom biotiny-
lierten Strang durch Isolierung der PCR-dsDNA-Produkte mit der

entsprechenden Menge an magnetischen Streptavidinbeads
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{Dynabeads 4-280 Streptevidin; Dynal Hamburg, Deutschland} in
einem Magnetatidnder, gefolgt von alkalischer Denaturierunyg ge-
mahi den Anweisungen des Herstellers, gereinigt und in esinem
Endvolumen won 200 pl Selektionspuffer aufgencmmen. Die vorlie—
genden ssDNA-LSsung diept als Pool fir die jeweils folgende Se-

Lektionsrunde.
Fweite und dritte Selektionsrynde

Der neune FITC-ssDNA~Pool wird erneut gegen Mikroglia in Poly-
styren-Reaktionsgafifien prdinkebiert. Die Selektion erfolgt
(ebenfalls in Polystyren-ReakticnsgefaBea) gegen 1,5 x 108
Fndothelzellen. Wach 30 min Tnkubation bei 37°C werden die Zel-
len durch dreimaliges Waschen mit 1 ml Selekticnspuffer plus
0,2 % BSA von weniger spezifisch bindender DHA sowie von Se-
quenzen, deren 5'-Modifikation zu Bindungsverlust fiihrt, be-
freit. Die Fluoreszenz der Endothel-Nukleinsduremolekiil-
Komplexe wird am Durchflufzytometer (FACS) gemessen. Die Ampli-

fizierung der saDNA arfolgt wie in der vorangegangenen Runde.
Vierte bis achte Selektionsrunde

Nach erneuter Prédinkebation gegen Mikroglia (wie bereits be-

achrieben) erfolgt die Selaktion gegen 1 x 10° Endothelzellen.

Das Auszscheiden von Separaticnsmatrix-kindenden Seguenzen wind
durch Austausch des Polystyren-Reaktionegefdfles gegen ein Poly-~
prapylen~-Reaktionsgefal gewdhrleistet. Der 30-miniitigen Inkuba-
tion mit dem Waschen der Bellen (wie in den vorangehendsn Run-
den) folgt wisderum die Bectimmung der FPlucrseszenzintensitit am

DurchfluBzytometer (Zdhlen ven 5.008 Zellen pro Selektionsrun—
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de). Esllgebundene Nukleinsduremolekiile werden, wie bereits ha-

schrieben, BCR-amplifiziert.
cewinnung sinzelnear Klone aus dem Pool der Runde 8

Die spezifischen Nukleinsduremclekille ave der siebten Selekti-
onsrunde (Runde 8. Pool) werden mit unmodifizierten Primern
BCR-amplifiziert und in E. coli kloniert (TA-Cloning; Invitro-
gen Groningen, Niederlande). Die Flasmide der einzelpen Klone
werden durch alkalische Lyse isoliert und das Insaert [PCR-
Produkt) wie in den Selektionsrunden mit den wodifizierten Pri-
mern PCR-amplifiziert. Die Einzelstranggewinnung erfolgt wie

bereits beschrieben.

Mit Hilfe diesey FITC-Aptamer-Lsungen srfolgt die Charakteri-
sierung der Bindungsspezifitdt individueller Sequenzen mittels

DurchfluBzytometrie (FACS) und histolegischen Bindestudien.
FACS-Magsung

Sowchl die spezifische Bindung der Aptamere in den fortschrei-
tenden Selektionsrunden als auwch die spezifische Bindung dex
einzelnen Klone werden am FACS (Fluorescence-fctivated Cell

Sorting) gemessen.

%Zellen (als signalgebende Ereignisse) emittieren proportional
zu der Intensitdt ihrer Fluoreszenzmerkierung elektromagneti-
sche Strashlung. Diesa Strahlung wird detektiert und guantifi-
ziert, Sie erlaubt somit RickschluB auf die Menge an zellgebun-—
denen, fluoresgenzmarkierten Liganden. In einem Histogramm wird

die Fluoreszenzintensitit gegen die BAnzahl der signalgebenden
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Ereignisse avfgetragen. Eine starke Ablenkung in Richtung zu-
nehmender Fluoreszenz ist somit ein Mafi fir eina hohe Affinitidt
der spezifischen Wukleinsiurewmolekile bzw. Aptamere zu dem ver-
wendeten biclogischen Targetmaterial bzw. zu den hier verwende-

ten Endethelzellen.

({a) FaCS-hAnalyse von FITC-gekoppelien Aptameren in den fort-

schreitenden Selektionsrunden

vas spezifische Binden von FITC-gekoppeltem Aptamer wird
in der zweiten und in den folgenden Selektionsrunden ge-
messen. Mach der Inkubation der Nukleains#uremolekiile bzw.
Aptamere mit den Endothelzellen (wie oben beschrieben)
werden die Endothelzellen zweimal mit Selektionspuffer
(plus 0,2 % BSh) gewaschen und die Zellfluoreszenz am FACS

gemessan.

{h) FACS-Analyse der spezifischen Bindung der einzelnen FITC-

gekoppelten Klone

Dazu werden 5 % 10° YPEN-Endothelzellen mit Selektionspuf-
fer {(plus 1 pg/pl £RNA; 20 min; 0°C) priinkubiert und mit
der ohen beschriebepen FITC-ssDNA-Lsung inkubiert (pluos
1 pgful tEWA; 37°C / 5 % CO, / 30 min). Die Zellen werden
zwelmal mit Selektionspuffer {(plus 0,2 % BSA) gewaschen

und die gell-Flucreszenz am FAQS gemessen.
Ristologische Bindestudien an Gewebsschnitten

ie Binduny der gewconnenen individuellen FiTC-modifizierten Nu-
kleinsduremolekiile bhzw. Aptamere wird durch histologische

Bindestudien an Ratten-Glioblastom-Crycstat-Gewebzschnitten ge-
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testet. Die Gewebeschnitte werden mit I pg/pl tRNA in Selekti-
cnspeffer priinkubiert {20 min, 4°C). Die préinkubierten Gewe-
beschnitte werden mit der oben bheschrisbenen FITC-Aptamer-
Losung {plus 1 gg/ul ERNA) bedeckt und hel Raumtemperatur
40 min inkubiert. Die Gewebeschnitte werden zweimal mit Selek-
tipnspuffer gewaschen und die Immunfluoreszenz mittels Fluores-

zenzmikraskopie bestimmt.

Cie gefundenen hochepezifischen Wukleinsduremolekiile bzw. Apta-
mere zeichnen sich dadurch aus, daB diese selektiv die neu for-
mierten Mikrogefaie des Glioblastomgewebes snférben und minima-
le Xreuzreaktion mit anderen nicht-endothelialen Strukturen
zeigen. Die Pukleinsiuremolekiile sind somit besondars geeignet,
als histologische Sonden zur Anfdrbung von Endothelzellen ein-

gesetzt zu werden.

Baispiel 4: Spezifische WukleinsZuremolekiile bzw. Aptamere
gegan (endothelzaell-}sperifisches Antigen

Die folgenden HNuklectidseguenzen wurden mit Hilfe des vor-
stehenden Verfahrens gewonnen und sind Bestandteill der vorlie-
genden Erfindung. Die FPrimerhybridisierungsstellen lisgen 5°'=

und 3'-wirts der eigentlichen Aptamerseguenzen (fett gedruckt).
Nukleinsiuremolekiil 1 (Primdrstruktur)
5'-ATA CCA GCT TAT TCA ATT GGA CCC ARG GTA TIT CCT CGC GIT CGT

AAT CAG TGG GAG TGG TGT TTG TET TCC GGT GTG AGA TAG TRA GTS CAA
TCT-3°
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Hukleinsguremolekiil 2 (Primdrstruktur}
5'-ATA CCA GUT TAT TCA ATT €TA CCA GAC TGT CTIT TCA COC TGC GCC

GTT GTG GTC TGT TCG TTE TTC TAG TTE TTT TG AGA TAG TAA GTG CAA

TCT-3°

Mukleinsduremolekiil 3 (Primirstruktur)

5'-ATA CCA GCT TAT TCA ATT GTC AGC TTT TTA 6T¢ BIT TTG GGT TTT
178 GrE TAC GTC CCT GTA AART HAG TTT CAG TCG AGA TAG TAA GTG CAA
TCT-3"

Nukleinsduremoleakiil 4 (Brimdrstruktur)

§'-aTh CCA GCT TAT TCA ATT GAG TGC TGA TIC CCG TTT CTC PCT GGT
ATC GAA TTG AGG TCG TTT GIG TGT GAG TTG GCT AGA TAG TAA GTG CAA
ToT-3 "

Nukleinsduremalekitl 5 (Primdrstruktur}

§'=ATA CCA GCT TAT TCA ATT CCA ACA CCA TAA CCT TTC TIT GAC CT&
BCT TTA GCC BTA ATG TAT TRG GGC CAT CCC CTT AGA TAG TAA GTG CRA

TCT-3!

Nnklieinsduremolekiil § (Primdrstruktor)

JP 2004-503214 A 2004.2.5
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5'——ATA CCA GCT TAT TCA ATT GGG TGG AGA TAG TAG GIG CAAR TCT ATA
CCA GCT TAT TCA ATT GCO CCG AT TGG ATG TAA TTA TTG CGC GTG TAT
TTT TGA TTG TAT ARA GTG TTG CTA CA AGA TAG TAA GTG CAA TCT-3!

NMukleinsduremolekiil 7 (Primdrstruktur)

§'--ATA CCA GC? TAT TCA ATT AGG CAG ATG AGA AGQT TAA GGLC GGT GCT
ATRAR GAT GGA CCA TTT AGG ATT TTA TGG TTG GGC GT AGA TAaG TAR GTG
CRA TOT-1!

yukleinsHuremolekiill & (Primarstruvkitnr)

5§'—-ATA CCA GCT TAT TCA ATT CCC GCC TTT ACT TGE GAG ATT ATC ACC
GCG GTA TAT AARA TAC WGT TCG GAG TIC TST GT AGA TAG TAA GTG CAA
TCT-3"

Nukleinsiuremoleklil § (Primdrstruktur)

5'--ATA CCA GCT TAT TCRE ATT AGG CCO TOC ATT QTG GTT GGT AGT ATR
CAT GAG GTT TGE TTH# AGA CTR @TC GCA AGA TAT AGH TAG TAA GTSG CAR
TCT=-3"

Nukleinsiuremolekidl 10 (Primdrstruktur)

5'——ATE CCA GOT TAT TCA ATT CTG TTG GAC ATT CAR RAG ACT AGT ICA
CGT CCG TTG CCC ATT CTT CCC TTT GTT GAC TGC T AGA TAG TAR GIG

CAR TCT-3°

Nnkleinsduremolekiil 11 {Primdrstruktur)
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5'=~ATA CCA GCT TAT TCA ATT CGG CTA GGC TCC ATT ARAG GGT
TGE GCC AAA GTC CCG TGC TT8 TTC &TG TGG §TG AGA TAG ThA
TCT-3¢

Nukleinzduremolekiil 12 {Primdrstrulktur)

§'--ATA CCA GCT TAT TCA ATT CCA ARAG GTA AAC CGC ATA ATR
TGT ATT ARA TTG TGT GGT GAT GARC TGA TGC CAT A AGR TAG
CRR TCT-3°

Huklelnsduremolekiil 13 {Primdrstruktur)

-5'—ATA CCA GCT TAT TCA ATT GAG GAT CAC CTG CRC TGC CAC
TAR C€GT GGG QTT ACA TTT GCT GAR GGG CIT G AGR TAG TAA
TCT-3"

¥ukleinsduremolekiil 14 (Primdrstruktur)

5'=-ATAR CCA GCT TAT TCA ATT GTA CCA GCC GAG ATC TTT TTT
ATG TGT TTT TTT TGA GGT GTIT GAG TTT AGT GG AGA TAG TAA
TCT-3"

Nukleinsauremolekiil 15 (Primdrstyuktur:}

5'~ATA CCA GCT TAT TCR ATT GCG ATA AAT TTT GCT RAG TGC
GAC TGT GTT CGT GT AGA TAG TAR GTG CAA TCT-3'

Hukleinsduremolekiil 186 {Primarstruktur)

GAC
GTG

AGG

GAC

GGT

TTA
CAR

GTR
GTG

ToT
Can

GAT
CRA

CAR
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5'-ATA CCA GCT TAT TCA ATT GCT ATA CCG TAG TTA GCA
TT AGA TAG TAA GTG CAA TCT-3°'

Nukleinsduremolekiil 17 (Primdrstruktur)

5'-ATA CCB GCT TAT TCR ATT GCG CCT TTA ARAT ATA ACC
TGT TS AMC TGE TGT TCC GGA TGG CCT GIG TTG AGA TAG
TCT-1"

Nukleinssduremclekiil I8 (Primdrstruktuor)

5'-ATA CCA GCT TAT TCA ATT GCT TGC ATC GTC ATT ATG
CRA CTG TTT TTG ACT TTT TGC CCC TGG ACS CITG AGA TAG
TCT-3"

Wukleinsduremalekiil 19 {Primdrstroktur)

5'-ATA CCR GCY TAT TCA ATT GQGT TAC CRT TCT GGT GGG
GCC TGG ATG TGT TTT AGT TTE TTT GGT GIT TT AGR TAG
Tor-3 )

Nukleinsduremolekiil 20 (Primdrstruktur)

5'ATh CCA GCT TAT TCA ATT GGT TGG AGR CCT TAT TGG
GGG oCC TCA GCT GTG CABA CCC CGG TTT CCG BT AGA TAG

TCT-3

Wukleins@uremolekiil 21 (Primdrstruktur)

TAT GTA GTG

CGA GTG
TEE GTG

AGG TaG
T2&A GIG

ACC CGT
TAA GTG

€AG CAT
TAA GTG

3

ALY
Cra

GTT
CRA

GCA
CRR
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5'-ATA CCA GCT TAT TCA ATT CAC ACA TGC GCC TTA GIT AGC CCT GGT
TGT TG AGA TAG TARA GTG CAA TCT-3'

Beispiel 5 Modell der Struktur eines spezifischen Nuklein-

sduremclekills bhzw. Aptamers

Fig., 1l stellt die Sekundirstruktur einex hypothetischen spezi-
fiachen Mukleotidsequenz bzw. Aptamersequenz dar. Die aktiven
Bindestellen, die seich innerhalk verschiedener sogenannter
"hairpin loops* bzw. "bulgs” befinden, sind hervorgehoben. Das
dargestellte Nokleinsdursmolekiil ist am 5'-Ende dber einen hin-
ker-Abschnitt (n) hbiotin-markisrt (BBE}. Ausgefilllte HKrelse
symbolisieren Basenpaarungen. Posgitionsangaben keunzeichnen die

Lage der Nukleotide im Molekiil.

Beispiel 6: Higtogramme der beanspruchten Hukleinsiure-

molekiile

In Fig. 2 und 2 sind dis PACS-Histegramme der gefundenen Nu-
kleinsduremolekille dargestellt. Anf der horizentalsn Achss ist
die Flucreszenzintensitdt (F) in willkirlichen logorithmischen
Einheiten aufgetragen, die vertikale Achse zeigt die Anzahl der
signalgebenden Ereignisse (E), aufgetragen in willkiirlichen 1i-
nearen Einheiten. Dis Histogramme demonstrieren die Spazifitdt
der Bindung der Nukleinsdnremelekitle SEQ ID Nr., 1 bis Z1 an die
Zielstruktur. DRie Verschiebung der Histogramm-Kurve der Nu-
kleinsduremolekille (SEQ ID Nr. 1 big 21, fett gedruckt} in
Richtung zunehmender stirkerer Fluoreszenz zeigt die hohe Affi-
nitdt dieser Molekiile zur %ielstruktur im Vergleich zur Refe-
renz. Als Referenz ist jeweils das Fluoreszenzsignal bel Ver-

wendung von unspezlfischer gleichartiq FITC-gekoppelter Einzel-
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strang~DWA (unspez. ssDHA, gran gedruckt) dargestellt. Alle 21
Nukleinsduremolekiile sind sSomit durch eine hohe Affinitit zu

den verwendeten Endothelzellen charakterisiert.

Beispiel 73 Histogremme dar Wuokleinsduremolekiile in  den

komplexen Pools der Selektionsrunden

In Fig. 4 sind die FACS-Histogramme der Aptamer~Pools aus der
wwelten (----}, wvierten (....,) und siebten {(-+-------) Selek-
tiongrunde idberlagert dargestellt. Die Verschiebung der Histo-
gramm-Kurve der dargestellten Selektionsrunden in Richtung zu-
nehmender stirkerer Flucreszenz verbildlicht dis Zunabme spezi-
fisch bipdender HNukleinsBuremolekille (Aptamere) in den Pocls
der voranschreitenden Selekticnsrunden. Als Referenz ist das
Fluoreszenzsignal bei Verwendung von unspezifischer gleichartig
FITC~gekoppalter Einzelstrang-DNA {(unspez. ssDNA, gran ge-
druckt) dargestellt.

Beizpiel 8: Charakterisierung des HWukleinsduremolekiils mit
- der Nukleotidsegquenz SEQ ID Nr. 9 als tumar-

und "pigpen’-spezifisches Aptamer

In won den Erfindern durchgefilhrten histologischen Bindestudi-
en, die am Ende des Ausflihrungsbeispiels 2 besehrieben sind,
hat sich herausgestellt, dal das WNukleins#uremolekiil mit der
Nukleotidsequenz SEQ ID Hr. 8 auf Gewebaschnitten wvon Ratten-
Glioblastomen von sHmtlichen neuen Wukleinsiuremclskiilen das
stdrkste Fluoreszenzsignal, und zwar spezifisch 1o Bereichen
starken Tumorwachstums, zeigt. Dies ist in der Fig. 5 darge-
stellt. Hier ist in der Teilabbildung A& die selektive AnfArbung

von Mikrogefafien dargestellt, die in das komplexa Gawabe des

JP 2004-503214 A 2004.2.5
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Glioblastoms eingebettet sind. Teilabbildung 8 zeigt die Gegen-
fdrbung der Zellkerne mit DAPI, wodurch das selektive Markieren
der MikrogefdBe mit dem genannten Aptamer in der zellreichen
Tumorregion {die fddigen hellen Strukturen auf der rechien Sei-
te der Aufnahme stellen die angefdrbten Mikrogefidfie dar), nicht
aber von den Geféfen in den peritumoralen Bereichen (linke Sei-
te der Aufnahme’ ersichtlich wird. Teilabbildung ¢ zeigt eine
Doppelfirbong mit dem k#uflichen endothelialen moncklonalen An-
tikdrper CD-21 (Dako, Hamburg, Dewtschland], was zu einer Uber-
lagerung beidex Fluoreszenzsignale fithrt, wodurch die durch das
in Rede stehende Aptamer markierten Zellen als Endothelzellen
bastimmt werden. Teilabbildung D zeigt eine Anfirbung mit dem
monoklonalen Antikérper CD-31 und einem unspezifischen seguenz-
randemisierten Aptamer, wobei keinerlei Doppelfidrbung von En-
dothelzellen oder gefidBassoziierten Strukturen bzw. keine 5i-
gqnaliiberlagerang 2u erkennen ist. Teilabkildung E zeigt eine
Anfirbung einer Endothelzellkulitur nach dem Verwanden einer
konfluenten Zellschicht wit einer Pipettenspitse. Hier zeigt
daas in Rede stehende Aptamer eine signifikant exhdhte Bindung
an die Endothelzellen in des subkenfluenten verwundeten krels-

formigen Bereich. Der Skalenstrich enkspricht 50 pm,

Dieses Experiment zeigt, da das Aptamer mit der Hukleotidse-
quenz SEQ ID Wr. 9 gpezifisch dis komplexe Archlitektur der pa-
thologischen Mikrogefdfe anfarbi. Die Gegenfirbung der Zellker-
ne mit DAPI unterstreicht, daB selektiv nur MikrogefiBe inner-
halb der zellreichen Tumorregion, nicht aber Gefdfe in peritu-
moralem Gewebe erkannt werden. Die EBrfinder konnten in weite-
ren, hier nicht gezeigten Expsrimenten, bei denen normales Rat-
tengehicn mit dem Aptamer angefirbt wurde, in flucreszenzmikro-

skopischen Aufnahmen keineriei Anfidrbung wveon Endethelzellen
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ader gefifiassaziierten Strukturen feststellen. Die Anfirbung
von Tumorgewsbeschnitten mit HMauws-IgG, die gegen Endothelzellen
gerichtet sind, d.-h. bspw. mit dem obengenanaten CD-31-
AntikSrper und der anschliefenden Markierung mit dem in Rede
stehenden Aptamer hestitigt das Aptamertarget als Endothelzell-
struktur. Die Anférbung von verletztem Endcthelzellgewebe zeight
eine dewtliche Hochregulierung des molekularsn Targets des
Aptamers im Bereich der Ldsion, d.h. in einer Region, die durch
verstiarkte Proliferation - im Vergleich zu den EBereichen des

konfluenten Monolayers - gekennzeichnet ist.

Um das Target identifiziaren zu kénnen, das von dem Aptamer mit
der Nuklectidsequenz SECQ ID Hr. % erkannt wird, wird wie folgt
vorgegangen: 1 mg (100 ul) von. magnetischen Streptavidin-Beats
werden mit 200 pmol dreifach biotinyliertem (trB) Aptamer durch
Inkubation in 1 ml Selektionspuffer (3¢ Minuten, Raumtempera-
tur) gakoppelt (MWG-Bictech BAG, Ebersbarg, Deutschland). BAls
¥ontrolle werden 100 ul magnetischa Beats mit 200 pmol unspezi-
tischer FITC-sSsSDNR gekoppelt (trB-9%6-nt}. In Gegenwart von Pro-
teasainhibitoren werden 1,5 x 10° YPEM-1 FEndothelzellen ly-
giert, wie beschrieben in Klocker et al., Journal of Neuro-
science 19, 8517-8527 (1999). Naoh der Pentrifugation wird das
Froteinpellet in 400 pl Selektionspuffer resuspendiert, ul-
trasonifiziert (0°C, 20 Sekunden) und in Selektionspuffer
{Gesamtvolumen 1,5 ml, 0°C, 15 Minuten) mit den aptamerbedeck-
ten magnetischen Beats unter Hinzufigung des hundertfachen
Uberschusses van tRNA {20 nmel) als einem unspezifischen Kompe-
titor inkubiert. Der Komplex aus Protein und den gekoppelten
Aptameren wird in einem Magnetstinder rausgeisst und fiinf Mal
gewaschen (1. Waschvorgang: 1 ml Selektionspuffer mit 150 myM
Nacl; 2, bis 5. Waschvargang: 200 pl Selektlonspuffer mit
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100 md NaCl mit 2 nmol tRWA). Das Protein wird von den aptamer-
beschichteten Beats durch Inkubation in 30 pl 1 M NaCl entfernt
te°C, 30 Minoten) und durch PAGE und anschliefendem Anfirben

mit Comassie-Blau analysiert.

Ein solchas Experiment ist in der Fig. 6 dargestellt. In Spur A
ist der molekulare Marker aufgetragen, in Spur B das Target,
das mit dem Aptamer mit der Nukleotidsedquen:z SEQ ID Wr. § iso-
liert wurde, in der Spur C als Xontolle das Isolat, das mit un-
spezifischer ssDNA (96-nt) gewonnen wurde und in Spur D sipnd
unbehandalte Fndothelzellen aufgetragen. Die Targetbands, die
mittels des in Rede stehenden Aptamers isaliert wurde, ist
durch einen Stern gekennzeichnet und weist ain Molekulargewicht

von etwa 67 kDa auf.
Dieses Targetprotein wird wiz folgt identifiziert:

Das entsprachende Gelstiick wird ausgeschnitten und ein trypti-
scher Verdauw wird durchgefihrt, wie dies z.B. beschrieben ist
in Shevchenke et al., Anal. Chem. 68, 850-858 (1996}, Dabel
werden, im Anachlufl kurz beschriebane, Modifizierungen vorge-
nommen. Die ausgeschnoittene Protelnbande wird vollstdndig ent-
farbt und fitr drei Stunden mit Schweinetrypsin (sequencing gra-
de, wodifiziert, Promega, Mannheim, Deutschland) hei einer Kon-
zentration von 67 ng pro pl ia 25 mM Ammoniumbicarbonat (pR &,1
bei 37°C) verdaut. Vor dem Peptidrapping und der Sequenzierung
der tryptischen Fragmente durch Tendemmassenspektrometrie wird
das Peptidgemisech aus dem Gel durch Behandlung mit einer Lésung
aus 50 % Trifluoreszaigaiure/50 % Wasser, gefolgt von einer Be-
handlupg mit 50 % Triflucressigefures/50 % Acetonitril, extra-

hiert. Die Extrakte werden vakuumgetrocknet. Die getrockneten
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Peptide werden in 0,1 % Triflucressigsiure reauspendiert und
unter Verwendung elner Ready-to-go-Pipettenspitze mit 18-
spherical-silica-reverse-Phase-Material {2ipTip.,,TM, Millipore)
gereinigh. Die Peptide werden mit 10 pl 50 % Methanol/l % Amel-
sensiure eluiert und die Seguensierung wird mittels Nano-
Elektrospray—Tandem—Massenspektrometrie {Q-Tof, Micromass, Man-

chester, England) durchgefiihrt.

Uis Erfinder haben das von dem Aptamer mit der Nuklectidseguenz
SEQ ID Wr. 9 erkannte Target einer solchen Analyse vnterzogen.
Dabei wurden drei tryptische Peptidiragmente des Proteinsg durch
Massenspektrometrie bzw. Tandem-Massenspektrometrie untersucht
bzw. sequenziert. Dabel stellte sich heraus, daf das von dem in
Rede stenenden Aptamer erkannis Target ein Homeloy des 'pig-

pen'-Protelins der Maus ist.
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Patentanspriiche

Rukleinsduremolekiil, das =zumindest eine der Nukleotid-
sequenzen 3EQ ID Nr. 1 bis SEQ ID Mr. 21 aus dem beilie-

genden Sequenzprotokoll enthdlt.

Mukleinsduremolekill mit einer der Ruklectidsegquenzen SEQ
ID ¥r. 1 bis SEQ ID Nr. 21 aus dem beiliegenden Sequens-—
protokoll.

Nukleinsduremelekiil nach Anspruch 1 oder 2, dadurch ge-
kennzeichpet, deli in dessen nicht-funkticnellen Abschnit-

ten zumindest ein Mukleotid ersetzt ist oder fehlt.

FukleinsEuvremolekiil nach einem der Anspriicha 1 big 3, da-
durch gekennzeichnet, daB es ap ein Therapeutikum und/oder

Diagnostikum gekoppelt ist.

Verwendung eines Nukleins&uremolekiils nach einem der An-
spriiche 1 bis 3 fiir histeologische Untersuchungen von Gewe-

beschnitten.

Verwendung elnes Nukleinsiuremolekiils, das die Nukileso-
tidsequenz SEQ ID Wr. 2 aus dem beiliegenden Seguenzproto-

koll enthdlt, zum Nachwelsen einer Tunorerkrankung,

Verwendung nach BAnspruch 6, d4dadurch gekennzeichnet, del
der Nachweis uber das menscaliche Homolog zu dem Maus-—

/Rinder-Protein 'plgpen’ erfolgt.
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11.

1z.

31

Verfahren, bei dem £in Nukleinsduremolekiil selektiv en En-
dothelzellen bindet oder diese markiert, dadurch gekenn-
zeichnet, dafl das Hukleinsiuremolakiil zumindest eine der
Nukleotidsgequenzen SEQ ID Nr. 1 bis SEQ ID Nr. 21 aus dem

beiliegendan Seguenzprotokoll enthilt.

Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dal das
Nukleinsduremelekiil ein Nukleinssuremcolekiil mit einer der
Nukleotidsequenzen SEQ ID Nr. 1 bis SEQ ID Nr. 21 aus dem

heiliegenden Ssquenaproteokell ist.

Yerfahren zum Wachweisen einer Tumorerkrankung mit den

Schritten:

a) Bereitstellen von biologlschem Material,

b) Rachwels eines Tumermarkers,

dadurch gekennzeichnet, daB

der N¥achweis mit einem HNukleinsfuremolekiil erfolgt, das
die Wukleotidseguenz SEQ TD Nr. 9 aus dem beilisgendsen Se-

guenzprotokell enthdlt.

Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daB
der Wachwels iber das menschliche Homolog zu dem HMaus-

/Rinder-Protein 'pigpen' erfolgt.

Verfahren nach einem der Ansgpriiche B bia 11, dadurch ge-
kannzeichret, daB zumindest ein Hukleotid in den nicht-
funktionellen Abschnitten des Nuklelnsduremelekiils ersetzt
ist oder fehli.
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14.

15.

15.

17.

32

Yerfazhren nach einem der Ansprichs 3 bis 12, dadurch ge-
kennzeichnet, dafl das Nukleinsdvnremolekill ap ein Therapsu-

Likum gekoppelt ist.

verfahren nach einem der Anspriiche 3 bis 12, dadwrch ge-
kenpzeichnet, dafl das Nukleinsduremolekiil an a@in Diagno~

atikum gekoppelt ist.

Varfahren nach Anspruch I4, dadurch gekennzeichnet, daB
das UDiagnostikum aus der Gruppe ausgewihlt ist, die ent-
halt: FITC, Biotin, Digoxigenin und deren BAbkémmlinge, so-
wie weltere fluoreszierende Suhstsanzen, enzymatische

Marker; Infrarot-Marker vund Chelatbildner.

Verwendung eines MNukleins&uremoiekiils, das eine der Nu-
kleotidsequenzen SEQ ID Wr. L bis SEQ ID Nr. 21 aus dem
beiliegenden Sequenzprotokoll enthdlt, in einem Verfahren
nach einem der Anspriiche & bis 15, dadurch gekennzeichnet,
dafl das Nukleinsauremolekiill selekilv an natives komplexes

biologischee Material bindet.

Verfahren sum Nachweisen einer Tuamorerkrankung mit den

Schritten:

ay Bereitstellen von bisolegischem Material,

by Nachweiz eines Tumormarkers,

dadurzh gekennzeichnet, daf

der WNachweis itber d¢as menschliche Homoleg zu dem Maus-—

/Rinder~Protein ‘pigpen’ erfolgt.
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<110>

“<1lzg>

<130»

< 140>
<141>

<160

=170>

210>

<Z1l>

<212

“213=

<2z20=

223

<300

SEQUENZPRGTOKOLL

Eberhard-Xarls-Univexrsitit Tiibingen UKT

Zallibindende Nukleinsduremolekiile (hAptamexe})

5402P139W0

21

PatentIn Ver. 2.1

DHA
Kinstliche Seduenz

Baschraibung der kiinstlichen Sequena:

Fukleotidsequans

1

(64)

PUTIEPOTN43L0

ataccagott attcaatigg ascccaaggta tttoctogcy ttegtaatca ghgggagbgg 60

tytttgtytt coggtgtgag atagtazgtg caatet

<210=
<211
«212>

<21Z>

220>
223>

2

a5

DHa

Einstliche Sequanz

Besghreibung der kilnstlichen Sequenz:

g€
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WO 01/79538

Nuklsotidseguenz

<400> 2
ataccagett attcmattot acragactgt chticaccet gogeoogttgh gghotgticyg €0
tigtictagt tgutitoaga tagtaaghtgo aarct 585

€210 3
<Zll> 9B
=212> DNA

<217> Kiostliche Seguenz

<220=
<223> Beschreibtng der kinstlichen Sequenz:

Nukleostidseguens

<400> 3
ataccagott attcastigt cagottttta gtgattttgg gtttitiggt gtacgtccct 60
gtaaathagt bttecagtegag atagtaagiy caztot a6

=210> 4
<211> 96
~21Z> DHNA

<213> Finstliche Seguanz

<220%
«123> Beschreibung der kiinstlichen Sequenzi

Wuklactidseguenz

<4430> 4
atacoagott attcaattga gtgotgatte coghtttokct ctggtatega atbgaggtog 60
tttgtgbgty agttggctag atagtaagty caakot ag

210> 5
«211> 84
<2]12> DNA

«213> Kinstliche Sequensz

JP 2004-503214 A 2004.2.5
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<320
<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz:

Wukleectidsequenz

<400> 5
atacvagott atbcastice amcascataz cetttotityg acctgacttt agecgtaatg 40

tatttgggoe atcccctiag ataghaagtg caatct a6

<210> §
211> 137
<Z12> DUA

<213> Kinstliche Seguenz

220>
<223%» Beschreibung der kinstlichen Sequenz:

Hukleotidseguensz

<400> &
ataccageott atteazttgg gtggagatag taggtgoaat chataccago ttattcaatt 50
geccogattt ggatgrastt aktgeogoghig tatibitgat tgtataaagt ghbtgetacaa 120

gatagtaaght graatct 137

€210> 7
<211> 98
<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

220>
223> PBeschreibung der kiinstlichen Seguensz:

Wukleotidsequenz

<&09> 7
ataccagott attcaattag goagatgaga agttaaggog gtgotataga tggaccattt 64
aggattttat ggttgggogt agatagtzag tgoaatct 95

JP 2004-503214 A 2004.2.5
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<210> @
<2ylx 9%
<212* DHA

©213» Xinstliche Seguenz

=220%
<223 Baschrejbung der kilnstlichen Seguenz:

Nuklectidsequenz

400> 8
ataccagcott atteaattoc cgootiiact bgggagoatta teacegegat atataaatac 60
tgticggagt tctgbtghaga tagtaagtgo asbct 85

<210% 9
<21L> 33
<212> DHA

<213> Kinstliche Seguenz

<220>
©223> Besghreibung der kiinstlichen Seguenz:

Huklectidsequenz

<40n0= 2
ataccagett attcaéttaq goggtgeatt gtggttggta gtatacatga ggtttggaga 60
ctaghtrcgocaa gatatagats graaghtgeaa tct Q3

=2id> 10
<21ll= 97
=212> DNA

<213> Kunstliche Seguenz
<2203
<2123> Beschreibung der kinstlichen Sequenz:

Wukleotidsequenz

400> 14

JP 2004-503214 A 2004.2.5
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(68)

WO 0179538

17

atacecagott attcaattct gttggacatt caaaagacta gtiecacgtcc gttgeocatt &0
cthtecoctetg ttgactgcta gatagtaagt dgoaatet 97

<210> 11
<2ll> 86
<212> DHA

=213> Kibnstliche 3equenz

<220>
<223> Beschreibung der kilnstlichen Sequenz:

Nukleotidsequenz

<400> 11
ataccageott attcaattcs getaggotoc attaaggotg asttategge caaagtcccg 80
tgctigbteg tgtdggtgay atagtaagtg caatct 95

<zZlil> 12
<211> 87
«2l2> DNA

«213> Kinstliche Segonenz

<224
<123» Beschreibung der kinstlichan Zegquenz:

Huklestidsequenz

<409> 12
ataccagott attcaattoc aaaggtaaac agoatastaa gggtatgtat taaattgtgt 60
ggtgatgact gatgocataa gataghaagh gozatoh 87

«210> 13
<211> 94
<2lZ> DHA

<213> Kinstliche Sequenz

<320>

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:

JP 2004-503214 A 2004.2.5
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(69)

WO 01/79538 PUTIEPOTN43L0

Hukleotidsequenz

<io> 13
ataccagett attesattga ggatcacebe ctotgocace ctitttaacg tggggttaca 60
tttgetgaad ggettgadat agktaagtgeoa atped 9q

<210> 14
<21i» 98
<212> DNA

<213» Kitnstliche Sequenz

220>
%223>» Beschreibung der kilpstlichen Sequenz:

Mukleotidseguens

<400> 14
ataccagcott sttcastigt sccageccgag atottbtittg acgatatogbg thbttbstga 60
ggtyttgagt ttagtgtgag atastaagty caatet 96

<210> 1%
<211= 77
<212> DHA

<213> Kinstliche Sequenz

<320
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequewz:

lukleotidseguens

<400% 15
etaccagott atteaattge gatamatttt gotaagtgeg gtraagactg tgktcgigta &0
gatagtaagt gecaatst 7

<210 16
211> 85
<zlix DWA

<213> Kiinatliche Seguenz

JP 2004-503214 A 2004.2.5
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(70)

WO 01/79538 PUTIEPOTN43L0

220>
«<223> Beschraibung der kiingtlichen Segquenz:

Hukleotidsequenz

<400> 16
ataccageotrt atteaattgo catacegtag ttageetatg tagtgtiaga tagtasgige 60

aatck B3

<210> 17
<211> 96
<2i2> DNA

=213~ XKiinstliche Seguenz

220>
<223> Beschreiburo der kiinstlichen Secuenz:

Huklectidseguenz

<400 17
ataccagett attcaattge goctttaaat ataacccgay tgotthgttt gaactggtght 60
tocggatgos otatgttgag atagtaztgt caatet 9§

<210r 18
<211% 36
<212> DHA

%2Z13> Kinstliche Sequenz

=220
<223> Baschreibung der kinstlichen Seguenz:

Huklectidsequenz

<400> 18
ataccagott attcaattge tigeategic attatgaggt ggattcaact grttttgact &0
ttttgcococt ggacgotgag atagtaagtg castet 96

<z10> 13

JP 2004-503214 A 2004.2.5
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WO 01/79538 PUTIEPOTN43L0

<21l1>
<ziz>
<213

<220>
<223>

<440

25
DA

Kidnstliche Seqguenz

Beschraibung der kiinstlichen Sequenz:

Huoklsotidsequanz

19

ataccagott attcaattgy ttaccattet gghgggacec gtgtigocty gatghgtitt &0

agttttiity gtgttttaga tagtaagbge aatet g5

<210z
=211
212>
«213>

<120%
YR ry

<400

20
85
OHA

Kiinstlicha Segquenz

Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:

Nuklectidsequenz

20

staccagott attcaattgg ttggagacct tattggoage atgoaggqoo cteoagetgty €0

caacesoggt ttocgttaga tagtaagtge aatct 95

<210
<31l
<2125
<213>

<220>
<223%

400>

21
1]
DNA

Fiinstliche Seguenz

Beschreibung der kimstlichen Sequenz:

Nukleatidsequensz
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WO 01/79538 PUTIEPOTN43L0

ataccagett attcmattca cacatgogec thagttagee ctgobtgtig agatagtaag 60
tgcaatct (33

JP 2004-503214 A 2004.2.5
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NOBILE VALENTINA ET AL: “Inhibition of
human angiogenin hy DNA aptamers: Huclear
colocalizatien of an angfogenin-inhibitor
complex. "

BIOCHEMISTRY,

Bd. 37, Nr. 19, 12, May 1098 (1998-85-12),
Pages 6857-6363, XPOD220241%

155H: G606-2960

the whole document
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example 5,6

Yo 99 27138 A (SCHERING AG ;NEXSTAR
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3. June 1999 [1999-86-03)

example 1-6

ALLIEGRO M C: “A C-terminal
carbohydrate-binding domain in the
endothelial ¢ell regulatory protein,
pigpen: new function for an EWS family
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EXPERIMENTAL CELL RESEARCH. UNITED STATES
15 MAR 2008, .
Bd. 255, Nr. 2,

15. March 2000 {2000-03-15), Seiten
270-277, XPDOZ202420

1SSN: 0014-4827

the whole document

WILLIS M € ET AL: "LIPOSOME-ANCHORED
VASCULAR ENDOTHELIAL GROWTH FACTOR
APTAMERS®

BIQCOMJUGATE CHEMISTRY, AMERICAN CHEMICAL
SOCIETY, WASHINGTOK, US,

Bd. 9, Wr. 5,

1. September 1998 (1998-09-91). Seiten
573-582, APOOD778000

ISSN: 1043-1802

the whole document

PLATE KARL H: ‘“Mechanisms of angiogenesis
in the brain."

JOURNAL OF NEUROPATHOLOGY & EXPERIMEWTAL
NEURCLOGY ,

5d, 58, MNr. 4, April 1999 {1399-84],
Seiten 313-320, XPC02202421

ISSN: QN2Z-3069

the whole documeant

Relovard to claim He
1,2,

4211,
1314
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INTERNATIONAL SEARCII REPORT Ilnternational application No.
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2. x_l ClaimeNes.: 3512
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i extert thrl na meaningfil internatianal search can be cried o, specificaliy:

see supplemental sheet

3. 7] Claimatos.
bhecase tney are dependant slaims and are not drafted ‘0 ascardmmes with the second and third sentances of Kb 6.4(x),

Boz Il Observations where unily of invention is lucking (Continuption of item 2 of tirst sheet)

This Internztionsl Scarching, Avttority fomud nltiple e i this icmatine] spplication, ss fillows;

see supplemental sheet
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of nny acditional fee.

ral search fees
wert paid, |

3. :' As anly sorns of e peqired addis

s Huruely oried Ly e apolicant, Leis indenations] scarch ropou
covers only thost claims for which h im:s Ioos.:

Bcaliy claims o

4 o Tequired additional search fees were imely pzid by the applicant. Consecuemily, this international sezrchreport is
vastrieted ro the nvpotion fisst mentioned in the Slaims; it 75 covared by olnis Wos, !
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Remark on Protest [ The aditional seageis Fees weze accompanied by the applicant's protest

D N peotest accompanied the paymant of additional scarch fees.

o PCT/SA/2 10 (continuation of firsl sheet (1) fauly 1992)
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a7

Tnternaticnal application No

EP01/04340

The International Searching Authority has determined that this international
application contains more than one invention ot group of inventions, namely

1.Claims 1, 2, 4, 5, 8, 9, 13-16 (partially), 6, 7, 10, 11 {compleicly}
Invention No. !

nucleie acid with Seq [d Ne. 9, use of same for histological
cxaminations of tissue sections and for detaction of

neeplastic discase, method in which this nucleic acid selectively
bonds to endothelial cells or marks them, or is used in a methad
that serves to detect neoplastic disease, and finally, use of this
nuelcie acld in & method in which the nucleic acid molccule
selectively bonds (o native complex biological maierial.

2.Claims 1, 2,4, 5,8,9, 13-16 (in parb
[nvention No, 2

nucleic acid with Seq Id Ne. 1, use of same for histological
exanlinmtions of tissue sections, method in which this nucleic
acid selectively bonds to endolhelial cells or marks them, and
use of this nucleic acld in 1 method in which the nucleic acid
maiecnle selectively bonds to native complex biological
material.

3. Claims 1,2, 4,5, 8,9, 13-16 (in parl)
Invention No. 3

nucleic acid with Seq Td No. 2, use of same for histological

examinations of tissue sections, method in which this nucleic
ucid seleclively bonds to endothelial cells or marks them, and
use of this nucleic acid in a method in which the nucleic acid

Toma PCTASA/10

JP 2004-503214 A 2004.2.5



L T e T e T e T e T e T e T e T T e T e T s O s O s O e TR s T e O e, T s T e, O e, T e, O e T e TR e O e, IO e T e T s R |

(78)

Tnternaticnal application No

LP01/04340

6. Claj

molecule selectively bonds to native complex biclogical
material.

4. Claims 1, 2, 4, 5, 8, 9, 13-16 (in part)

Invention No. 4

nucleic acid with Seq Id o, 3, use of same for histological
examinations of tissue secrions, method in which this nucleic
dcid selectively bonds to endothelial cells or marks them, and
use of this nucleic acid in & method in which the nucleic acid
molecule selectively honds to native complex biolegical
material,

5. Claims 1,2, 4, 5, 8,9, 13-16 (in. purl)

Invention No. 5

idem for Invention 5 (Seq [d No. 4) to Invention 21 (Seq Id No.
2.

im 17 (in full)
Tnvention No. 22
Method for detection of a neoplatic disease with the steps:

a.) preparation of biological material
b.) detection of a neoplastic marker

chavacterized in that the detection is carried out by means of the
human homelogue to the murine or hovine protcin “pigpen”.

Toma PCTASA/10
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Tnternaticnal application No

EP01/04340

Continuation of 1.2
Claims; 3 and 12

Claims 3 and 12 relate to a product, i.e. anucleic acid molecule, which is
defined by a desirable particulatity or property, namely the prescnce of
"non-functional sections”. Claims 3 and 12 therefore lack the requisite
clarity (PCT Article &) since they attempt to define the product by the
desired result, This lack of clarity makes it impossible to carry out a
reasonable scurch covering the entire range of protection sought Hence, no
seprch was carried oul for these claims. Morcover, at Icast one nucleotide is
said to be replaced or lacking in these sections 10 be defined. However, the
nucleotides lacking or to be replaced are not defined either, Claims 3 and 12
thercfore relate to an cxtremely large number of possible variants and thus
appear so unclear and so broad that they do nat atlow a reasonable search.

The applicant is advised that claims or parts of ¢laims relating to inventions
in vespeet of which no international search report has been esteblished need
nwt be the subject of an internafional preliminary examination (PCT Rule
06.1{e)). In its capacity as Internativnal Prcliminary Examining Authority
the EPO generally will not carry out & preliminury examination for subjects
that have not heen searched. This also applies to cases where the ¢laims
were amended after receipt of the inlernational search report (PCT Article
19} or where the applicant submits new claims in the course of the procedure
under PCT Chapler 11,

Toma PCTASA/10
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT

(80)

[aternational Appiicaticn No

Inforeaztion an patent famsly menabers EP0L/04340

Patent document Publication Patent familiy Publication

cited in search report date member(s) date
3 A 11-91-z2000  US 5789157 A 04-08-1992
U5 se13 Al 8666998 A 01-93-1999
] 9967724 Al 18-82-199%
Us 6376474 Bl 23-84-2002
Al 732961 B2 03-95-2001
Al 5670786 A 21-11-1996
CA 2219807 Al 07-11-1996
EP 0823914 Al 18-02-1998
°0} 6634875 Al 07-11-1996
us 6232071 B1 15-85-2061
Us 6114120 A 05-05-2006
WO 9534875 A 87-11-1996 US 5789157 A 04-88-1998
Usg 5712375 A 27-01-1998
us E763566 A 9-86-1998
us 5864026 A 26-01-1939
AU 732961 82 03-05-2001
AU 5670796 A 21-11-1986
CA 2219807 AL 07-11-1996
EP 0823914 Al 18-02-1995
WO 9634875 Al 07-11-1996
us 6232071 B1L 15-05-2001
Us 6376474 B1 23-04-2002
is 6613443 A 11-01-2006
us 6114120 A 05-09-2900
iy 11505106 7 18-05-1999
A 93-06-1599  US 6127119 A 03-18-2600
e 9927138 AU 1609499 A 15-06-1959
CA 2311164 Al 03-06-1959
EP 1032768 Al 05-09-2006
JP 2001524320 T 2001

WO 9927138 Al

Form yCEISAZ1D {patent farily annex) (fuly 1992)
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT

Inismatinnatas Autenzaichen

PCT/EP ©1/04340

KLA%EIFIZJERUNfoggNMEL UNES ‘F GENSTANDES

& c1e2g 21/04 Co7H2L1 /08

“ach Uer ‘neematara’er Pate ik rasitsion (1IPK} odar nach dor nationalen Klass'fiatior: und der IFK

B. RECHERCHIERTE GEBIETE

Qncherchieter erlﬁsq-.misckaf ?{ﬁmss heationssysiemn u1d dasekikat pnesymen's )

IPK 7 120

nichf z2um b¥ sawn tdizee umter Az rocherchlonon Gobire fallen

“‘Wahrerd Recherchs
BIOS1S, MEDLINE, EFO-Internal, WPI Data, PAJ, EMBASE

Datentark {Nams der Dalanbank und evl. venvandeta Sushbag i)

£. ALS WESENTLICH ANGESEHEHE UNTERLAGEN

Kategaie® | Bezeichn rg das Verentichung, saweil ararderich unker Angabe der 0 Bolrachl kemmenden Teiko Bailr. Anzpareh Nr.

Y ALLIEGRO MARK C ET AL: "A nuclear proigin 1,2,
regulated during the transition from 4-11,
active to quiescent phenotype in cultured 13-16

endethelial cells.”

DEVELOPMENTAL BIDLOGY,

Bd. 174, Nr. 2, 1996, Seiten 288-297,
XPAp2202418

(1S5M: 0Q12-1696

das panze Dokument

Y US 6 013 443 A [GOLD LARRY ET AL) 1
11. Jaruar 2000 (2080-01-11) !
1

Spalte 1-7; Beispiele 5,6

Watares YorGifantzwingen sind dar “enaetrung van Feld G zu Sieha Arhang Fatentamiie

EBntnatimen

 Pegdnders Katogorion von sxyagebenen Verdlfor tichurgan = T ?ue ' Pﬁ sotioh Mre*!“r’hr;lnv v lianalan Ann
e & ¢ dom Piiomtscanan verdfientizhtwwden Jstund mil cer
Vardltanichurg die den algemelien Bared dor Tuctrik defiaiar, Arumel Jung rehl kolidier), 3ncen Nz Verstads des der
1le1 6 Besorders Ladeulsam arzusehen ist Erindhoryy Ut stwgenden Friiizips odwr dan H 2 grnchiagasde
Aerss Dokurrect, dag gtoch alstamudsr rch dem inteirationaern ‘[ne@ﬁnzngcﬂm i v -anamimendan
Anmldecabaih Yerofar Hioh wordn is x Eniindung
sl eweilaltuit - kaqwdalgl'r:‘au cund CiEseh YEIBHEnlieuRS aiebt <1 e aver aul

:;‘Em' rfmri: :”‘[,ﬁﬂ?ﬂc t \m”w napdanm e | atigkeil bevuliand Lalrachlal wanden
ancaren im Nachescher JerHnnten Vi A1) b \‘wu E
sull utker di: AU Anam anceren Gru lot vl v et D'-‘:::"g har augke- baruhasz beﬂ'auhm Erlind.ng

wencan, weuin die Vardikenlletibrg mi l~ar odsr mebraten andsren
10, ol sich aul ne miind'the Ofenban
Bt aite e aussatiang oder oy Maﬁlémiurltbcn o o tor e achonarn ot g Tbm"' i ung
hind \.'nmﬂrml\kmr e vor den” Internalianaken Anmekdndatinm, aber . . y -

ngmmmnﬂnw ! miialsdau rstienEcht worden o oot i M ot b Pt

[2atm pas ACschiusses dac intcrratiosalen Techeschm mdes

18, Juni 7862 +6 07 Zmﬂ

Mame Lok Pasansch | de: ntereationalzn Alesherchznbeh Srde Emvmindchtigior Hediare lutar

E opdisches Palanldml, PLB. 5818 Pulantuan 2
k

250 i
Do G 103 245 2040, T, 21 651 s,
Faue: {+31-7) 840-7018 Botz, J

Furibiat POT G810 {3k 2 [ 19er}
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT

(82)

Iternatlonales Akienanichen

PCT/EP Ql/0434€

C{Ferlselzung) ALSWESENTLIGH ANGESEHENE UNTERLAGEM

Kaepoda®

Lezecdming der verébentoiumny, sowsil s lich unter Angata der In Betrachl kom-anden Teila Fatr, Anapred fr

¥ . NOBILE VALENTINA ET AL: "Inhibitien of
| human angiogenin by DHA aptamers: Huclear
colacalization of an angiogenin-inhibiter
camplex.”
|  BIOCHEMISTRY,
Bd. 37, hr. 19, 12. Mai 1998 (1998-65-12),
| Seitan 6857-5063, XPEB2262412
[SSN: 0806-2960
das ganze Dokument
¥ ! WD 06 34875 A (MORRIS KEVIN N [HEXSTAR
PHARMACEUTICALS INC [US); CHEN HAHG {US) ;)
7. November 1996 (1996- 11 07)
Beispiele 5.6
Y ©oy0 D9 27138 A (SCHERING A& ;MEXSTAR
PHARMACEUTICALS INC (US)
3, Juni 1999 (1999-06-02
Betspiele 1-6
¥ ALLIEGRO M Cr "A C-terminal
carbohydrate-binding domain in the
endothelial cell regulatory protein,
pigpen: new function for an EWS Tamily
| member.*
" EXPERIMENTAL CELL RESEARCH. UNITED STATES
15 MAR 2080,
‘ Bd. 255, Hr
15, Mérz zuan (2000 -03-15), Seiten
270-277, XPEp22H2420
‘ 1S5H: B014-4887
| das ganze Dokument
¥ WILLIS M C ET AL:  "LIPOSOME-ANCHORED
VASCULAR ENDOTHELTAL GROWTH FACTOR
APTAMERS"
BIOCONJUBATE CHEMISTRY, AMERICAN CHEMICAL
SOCIETY HASHINGTUN Us,
Bd.
1. Septanher 1998 (1998-09-01), Seiten
573-582, XPORO778000
ISSN: 1043—1802
das ganze Dokument
A PLATE KARL H 'Mechan1sms of angicgenesis
in the hra
JOURNAL OF NEURDPATHOLDGY 8 EXPERIMENTAL
NEUROLOGY,
Bd, 58, Nr. 4, April 1999 {1999-04},
Seiten 313-320, XPO02202421
I55N: 0B22-306%
das ganze Dokument

1,2,
§-11,
13-16

e
e
o=
P o
B

e viblel, PETISAZIT [ordeiciy won Mt 2) (ol 1932}
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Intemationglies Adgnraicken

INTERMATIONALER REGHERGHENEERICHT PCT/EP 01/84346

Feldi  3emerkunger zv den Arsprichan, die sich a's nichl recherchiz:oar erviesen haben [Fortsetzung ven Punkt 2 auf Biad 1

3aman Arthel 17{E)a) vhirts dus laigenden GrLnden ar ariche el bericht arstallt

. [ e

che Nr.
wwrs-em tn aul Gagensiarde 2e2iEnCN, 24 Cersn Azcharchs bis Beninde nigh verpllishtet ist, ndnwicl:

N Lo P— 3,12

e | 50 i1 aul Tala der 1 woziehen, d'e don i Arfordenuigun sa warig .
dal} e sinmec i natGonsie Hechmhcmmd regalhr werdn kann, nEmih

siehe Zusatzblatt WEITERC ANGABEN PCT/ISA/210

3. 1 Ansproche .

wed ag &'rh dabai um abihdngige Anspritchs handel, He vichl ertsprenhend Sale 2 ond 3 der Reyel 6.4 a) abgalafit sind

Fald | Bemerkungen bei mangender Finhaltichike t cer Erindung {Fortselzurg von Punist 3 aul Blet 1)

IhAt

D¢ Imemationale Fecherchaubiaieds hat fesigestelt, daB diese 2 nmaldung mahrars

siehe Zusatzbfatt

Dader Anrrider alle e-fords fichen zusazlichen Fecherchengebihren rechizeily enlichiet het, astreckt sich dhaser
internatici-ale Recnerchaner'cht auf alle recherchiedoaren Ansprlche,

™7 D far slke recherdhicrbaren Antpicha cle Rachaccha okre einen Arbeiisau’wand durchgeliihrt wa-den kannie, der clna

S znadizliche Rcehorohenge Ul geraGhtiartin hatte, Jat dis Bebdrde richlzur Zahlung einer so'chen Seblihr avlgeiorder.

a, U der Anreider nur einige der bdfren rechizolti entdchlot hat, crsirecid sio'1alezer
interratorale %ec,w-aenbanchfnursufrwsAnsnn.«m flr de Gablinien ¢n1-ortet worden sind, AGmien auf die
Anspricie NI,

ER Dar Anmelder nat dio fehen zisatdichen React Jnien nisht reclLeilin enirizhiet. Der itiematorale Aecher-
anaubendu eschyankt gich dabsr auf dis in den Ansgrichan z.e-st arwidhnie Erfindung; diese |st i algenden Ansorlchen er-
1, 2, 4, 5, 8, 9, 13-16 {partially), 6, 7. 18, 11 (completely)

Bemerkungen hinsichilich einss Wi | Dier Gehohren wurden vem Anmzlidas urter Widarspnsiz gesanin.

1 Die Zakune: ruedtdi Aeshegigebiben erfogpe olice Wdersoraei.

Formalatt POTISAE10 (Forlzeteung von Blat 1 13iul 1998

JP 2004-503214 A 2004.2.5



L T e T e T e T e T e T e T e T T e T e T s O s O s O e TR s T e O e, T s T e, O e, T e, O e T e TR e O e, IO e T e T s R |

(84)

Int=malionstes Awtenzeichea PCT/EP 811 /04340

WEITERE ANGABEN PCT/ISA 210

Die internationale Recherchenbehdrde hat festgestellt, daB diese
interrationale Armeldung mehrere [Gruppen von} Evfindungen enthdlt,
mdmlich:

1. Anspriiche: 1,2,4,5,8,9,13-16 {(partially), 6.7.19,
11 (completely)

Erfindung Mo. 1:

Hukleinsdure mit der Sequenzidentitdt Nr. 9, Verwendung
derselben fiir histelogische Untersuchungen von Gewebe-
schnitten und zum Nachweisen einer Tumorerkrankung,
Verfahren bei dem diese Nukleinsdure selekiiv an
Endothelzellen bindet oder diese markiert, hzw. in einem
verfahran zum Einsatz konmt welches zum Nachweisen einev
Jumarerkrankung dient und schliesslich Verwendung dieser
Nukleinsdure in einem Verfahren bei dem das
Nukleinsduremolekill selekiiv an natives komplexes
biologi sches Mater7al bindet. .

2. Anspriiche: 1,2,4,5,8,9,13-16 (partially)
Erfindung No. 2:

Nukleinsiure mit der Sequenzidentitat Nr. 1, VYerwendung
derselben Fir histelogische Untersuchungen von Gewebe-
schnitien, Verfahren Dei dem diese Nukleinsdure selektiv an
Endothelzellen bindet oder diese markiert und Verwendung
dieser Nukleinsdure in einem Verfahren hei dem das
Nukleinsduremalekiil selektiv an natives komplexes
biologisches Material bindet,

3. Anspriiche: 1,2,4,5,8,8,13-16 (partially}
Erfindung No. 3:

Nukleinsdure mit der Sequenzidentitdt Nr. 2, Verwendung
derseiben Thr histalogische Untersuchungen won Gewebe=-
schnitten, Verfahren bei dem diese Nukleinsiure selektiv an
Endothelzellen hindet ader diese markiert und Verwendung
dieser Nukleinsiuve in einem Verfahren bei dem das
Nukleinsduremofekl]l selektiv an natives komplexes
binlogisches Material bindet,

4. Anspriiche: 1.2.4.5,8,9,13-16 (partially}
Invention Mo. 4:
Wukleinsdure mit der Sequenzidentitdt Wr. 2, Verwendung

derselhen filr histelogische Untersuchungen von Gewehe-
schnitten, Verfahren bei dem diese Nukleinsdure selektiv an

Seite 1 von 2
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‘niernationales Aktenzaichan PGT/EP @1 /04340

WEITERE ANGABEN PCTVISAI 21D

Endothelzellen bindet oder diese markiert und Verwendung
dieser Nukleinsdure in einem Verfahren bei dem das
Nukleinsduremoiekill selektiv an natives komplexes
hiolagisches Material bindet.

5. Anspriiche: 1,2,4,5,8,9,13-16 {partially)

Idem fur Erfindung 5 {Sequenz-ldentitdt Nummer 4} bis
Erfindung 2L (Sequenz-Identitat Nummer 21}

6. Anspruch : 17 (compietely)
Inventicn No. 22:

verfahren zum Nachweis einer Tumorerkrankung mit den
Schritten:

a.) Bereitstellen von biologischem Material
b.] Nachweis eines Tumormarkers

dadurch gekennzeichnet, dass der Nachweis Uber das
menschliche Homolog zu dem Maus/Rinder-Protein “pigpen”
erfolygt.
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inlermatienales AlvenzeichenPCT/EP 01/04340

WEITERE ANGABEN PCT/ISA/ 210

Fortsetzung von Feld 1.2

Anspriiche Nr.: 3,12

Bie Ansprilche 3 und 12 beziehen sich auf ein Produkt, d.h. ein
Hukleinstiuremaiekiil, welches durch eine erstrebenswerte Eigenheit oder
Eigenschaft, nimlich das Vorhandensein von "nicht-funktionelien
Abschnitten’ definiert wird. Den Patentanspriichen 3 und 12 fehit daher
die in Art. 6 PCT geforderte Klarheit, nachdem in ihnen versucht wird,
das Produkt iber das jeweils erstrebte Ergebnis zu definieren. Dieser
Mangel an Klarheit ist dergestalt, dab er eine sinnvolle Recherche iber
den gesamten erstrebten Schutzbereich unmdglich macht. Daher wurde die
Recherche fir diese Anspriiche nicht durchgefuhrt. Hinzu kommt, dass in
diesen zu definierenden Ahschnitien zumindest ein Nukleotid ersetzt, oder
fehlen so0il. Die zu ersetzenden oder fehlenden Nukjeotide jedoch sind
ebenfalls nicht definiert. Anspruch 3 und 12 beziehen sich daher
zusdtzlich auf eine unverhdltnismdBig groBe Zahl méglicher Yarianten, daB
sie im Sirme won Art. 6 PCT in einem solchen Mafie unklar bzw. zu
weitldufig gefasst erscheinen, als daB sie eine sinnvolle Recherche
ermdglichten.

per Armelder wird darauf hingewiesen, daB Patentanspriiche, oder Teile wvon
Patentanspriichen, auf Erfindungen, fir die kein internationaler
Recherchenbericht erstelli wurde, normalerweise nicht Gegenstand einer
internationalen vorldufigen Pritfung sein kdnnen (Regel 66.1(e) PCT). In
seiner Cigenschaft als mit der internationalen vorlaufigen Priifung
beauftragte Behdrde wird das EPA &1s0 in der Regel keine vorliufige
Priifung Tir Gegenstinde durchfiiren, zu denen keine Recherche vorliegt.
Dies gilt auch fir den Fall, dal die Patentanspriiche nach Erhalt des
internationaien Rechercherberichtes geéindert wurden {Art. 19 PCT), oder
flir den Fall, daf der Armelder im Zuge des Verfahrans gemaR Kapitel II
PCT neue Patentanspriiche voriegt.

JP 2004-503214 A 2004.2.5
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT Inlemaiinnales Akiznzichen

PCT/EP 01704340

Im Recherchenberisht Dawm der Mitgliadier} der Daturn der
ok’ 5 i

angetthries 1 ment Baanfamiia Verbffentichung
US 6013443 A 11-61-2080  US 5789157 A’ 04-B8-1998
AU 2566908 A 01-83-1595
Wo 9907724 Al 13-02-1999
us 6376474 Bl 23-04-2002
A 732961 BZ 83-05-2061
AU 5670796 A 21-11-19%6
CA 2219807 A1 §7-11-1996
EP 0823914 AL 13-02-1998
Wo 9634875 Al 07-11-1956
us 6232071 Bl 15-05-2081
us 8114120 A 05-09-20e8
WO 9634878 A 07-11-19%6 U5 5789157 A 04-08-1958
Us 5712375 A 27-01-1998
us 5763566 A 09-06-1998
us 5864025 A 26-01-1999
AU 732961 B2 03-05-2001
AY 3670796 A 21-11-1996
CA 2219807 Al 07-11-1996
EP 9823914 Al 18-02-1998
HO 9634875 Al 67-11-1996
us 6232071 Bl 15-05-2001
Us 6376474 Bl 23-04-2002
us 6013443 A 11-01-26000
us 6114120 A 95-89-2008
Jp 11595106 T 13-05-1999
W0 9927138 A 03-06-19%9 US 6127119 A 03-10-2000
AU 1600459 A 15-06-1599
€A 2311164 Al 03-86-1999
EP 1032708 Al 06-895-2000
JF 2001524320 T 04-12-2001
WO 9927136 Al 03-B6-199%
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