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(57) Abstract: The invention relates to using at least one type of firs phosphorothioate-modified nucleic acid in order to improve
the cellular absorption of at leas one type of second nucleic acid. A pharmaceutical preparation for improving the cellular absorption
of at least one type of the first nucleic acid comprising at least one type of the second phosphorothioate-modified nucleic acid is also
disclosed. Said invention also relates to a method for improving the cellular absorption of the first cell nucleic acid in a cell culture
by incubating the cells with the first nucleic acid and at least one type of the second phosphorothioate-modified nucleic acid.
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(57) Zusammenfassung: Die Erfindung besteht in der Verwendung von wenigstens einer ersten, Phosphorothioatmodifizierten
Nukleinsédure zur Verbesserung der zelluldren Aufnahme wenigstens einer zweiten Nukleinsdure. Sie betrifft weiterhin eine pharma-
zeutische Zubereitung zur Verbesserung der zelluldren Aufnahme wenigstens einer ersten Nukleinsiure, bestehend aus wenigstens
einer zweiten Phosphorothioat-modifzierten Nukleinsdure. SchlieBlich betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Verbesserung der
zelluldren Aufnahme einer ersten Nukleinsdure von Zellen in Zellkultur, durch Inkubieren der Zellen mit der ersten Nukleinsdure
und wenigstens einer zweiten Phosphorothioat-modifizierten Nukleinsdure.
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Zelluldre Einschleusung von Nukleinsdurewirkstoffen

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Verbesserung der zelluldren Aufnahme von
Nukleinsduren in Zellen. AuBerdem betrifft die Erfindung eine pharmazeutische Zubereitung
zur Verbesserung der zelluliren Aufnahme von Nukleinsduren, insbesondere

Nukleinsdurewirkstoffen mit erhdhter Wirkung.

Die Biotechnologie ermdglicht mit ihren molekularbiologischen Methoden die direkte
Einflussnahme auf molekulare Mechanismen sehr unterschiedlicher Organismen. Dabei
stehen Steuerungs- und Optimierungsprozesse zelluldrer Leistung, z.B. bei Mikroorganismen
und Pflanzen, die gezielte Steuerung phénotypischer Auspréigungen, die Unterdriickung
pathogener Genexpression wie auch die therapeutische Anwendung in der Human- und
Veterindrmedizin im Vordergrund. Neben dem Einfiigen zusitzlicher genetischer Information
in das Genom eines Organismus (Gentherapie) wird insbesondere in der Humanmedizin die
Entwicklung von therapeutischen Oligonukleotiden vorangetrieben. Insbesondere dann, wenn
Krankheitsbilder mit fehlgesteuerter, weit erhohter Genexpression oder viraler Genexpression
korreliert ist, kénnen oligomere Nukleinsdure-Wirkstoffe erfolgreich als Therapeutikum
angewandt werden. Die aussichtsreichsten Klassen oligomerer Nukleinséure-Wirkstoffe
schlieBen Antisense-Oligonukleotide, doppelstrangige RNA (siRNA) und Ribozyme ein aber
auch andere Klassen sind potenzielle Wirkstoffe, wie zum Beispiel Aptamere, Spiegelmere,
immunstimulatorische ~ Oligonukleotide =~ und  decoys. Die  Verwendung von
Oligonukleotidwirkstoffen besitzt gegeniiber der Gentherapie den Vorteil, dass lediglich in
die Genexpression, nicht aber in das Genom selbst, eingegriffen wird bzw. ,klassische drug
targets durch den Wirkstoff erkannt, gebunden und inhibiert werden. Die ethischen
Bedenken und zulassungsrechtlichen Anforderungen an Oligonukleotidwirkstoffe sind

dadurch gegeniiber dem Verfahren der Gentherapie wesentlich geringer.

In der klinischen Forschung werden gegenwirtig verschiedene Ansétze zur Entwicklung von
Oligonukleotidwirkstoffen verfolgt. Die am intensivsten untersuchten Wirkstoffe sind
Antisense-Oligonukleotide, immunstimmulatorische CpG-Oligonukleotiden und siRNA.
Antisense-Oligonukleotide sind einzelstringige, kurzkettige Nukleinsduremolekiile, die
aufgrund ihrer spezifischen Sequenz iiber komplementire Basenpaarung an die RNA ihres

Targets binden und so die Expression des entsprechend kodierten Zielproteins hemmen. Die
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immunstimmulatorische Wirkung von CpG- Oligonukleotiden hingegen beruht auf der
Erkennung nicht-methylierter Cytidin-Guanosin-Dinukleotide, die charakteristisch fiir
mikrobielle DNA sind. Kurzkettige Doppelstrang-RNA-Molekiile, die die Translation einer
Ziel-mRNA posttranskriptionell und sequenzspezifisch hemmen, werden siRNA (small
interfering RNA) und der Vorgang RNA-Interferenz (RNAi) genannt. Vergleichende
Wirksamkeitsstudien zwischen siRNA und Antisense-Oligonukleotiden zeigen hdufig einen

Vorteil fiir siRNA.

Eines der weitgehend ungelosten, technischen Erfordernisse fiir die biologische Anwendung
sowie die therapeutische Applikation von Nukleinsiurewirkstoffen ist die zelluldre
Einschleusung. Es ist beispielsweise bekannt, dass Antisense-Oligonukleotide von Ziel-Zellen
nur in geringem MaBe oder nicht messbar spontan aufgenommen werden. Die Aufnahme
kann teilweise dadurch verbessert werden, dass bestimmte Triigerstoffe, oft peptidische,
lipidische oder kationische organische Substanzen, verwendet werden, die die zelluldre
Aufnahme der Antisense-Oligonukleotide erhthen und damit auch die Wirkung der
applizierten Antisense-Oligonukleotide verbessern. In S#ugetieren und beim Menschen
erweisen sich solche Trigerstoffe oft als toxisch und daher nicht anwendbar. Daher besteht
insbesondere fiir die klinische Anwendung von oligomeren Nukleinsdurewirkstoffen der
Bedarf an geeigneten Verfahren fiir deren Einschleusung in Ziel-Zellen und Ziel-Gewebe.
Diese Betrachtung gilt ebenso fiir andere Anwendungsfelder wie zum Beispiel der

Tiermedizin.

Aufgabe dieser Erfindung ist es, ein Verfahren zur zelluliren Aufnahme von Nukleinséuren,
insbesondere von Oligonukleotidwirkstoffen und in dieser Gruppe insbesondere fiir
Doppelstrang-RNA, zu schaffen. Eine weitere Aufgabe ist es, einen Stoff bereitzustellen, der
die- zellulire Aufnahme von Nukleinsiuren, insbesondere Oligonukleotidwirkstoffen, zum
Beispiel in der Form von Antisense-Oligonukleotiden, immunstimmulatorischen CpG-
Oligonukleotiden oder siRNA, erhdht. SchlieBlich ist es Aufgabe der Erfindung, die Wirkung
einer Nukleinsdure, insbesondere eines Oligonukleotidwirkstoffs, zum Beispiel in der Form
von Antisense-Oligonukleotiden, immunstimmulatorischen CpG-Oligonukleotiden oder

siRNA, enthaltenden pharmazeutischen Zubereitung zu verbessern.
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Die Aufgabe wird dadurch geldst, dass wenigstens eine erste, Phosphorothioat-modifizierte
Nukleinsdure zur Verbesserung der zelluliren Aufnahme wenigstens einer zweiten
Nukleinsiure verwendet wird. Die Aufgabe wird auch geldst durch eine pharmazeutische
Zubereitung zur Verbesserung der zelluldren Aufnahme einer Nukleinsiure, bestehend aus
wenigstens einer Phosphorothioat-modifizierten Nukleinsdure. SchlieBlich wird die Aufgabe
gelost durch ein Verfahren zur Verbesserung der zelluldren Aufnahme einer ersten
Nukleinsiure von Zellen in Zellkultur durch Inkubieren der Zellen mit der ersten

Nukleinsiure und wenigstens einer zweiten Phosphorothioat-modifizierten Nukleinsiure.

Es wurde gefunden, dass Phosphorothioat-modifizierte Nukleinsduren die zelluldre Aufnahme
anderer Nukleinsduren, insbesondere doppelsiringige RNA (siRNA), verbessern. Die
Phosphorothioat-modifizierte Nukleinsiuren  bzw.  Oligonukleotide  (Transporter-
Oligonukleotide: T-ON) agieren somit als Transporter-Nukleinsduren, die insbesondere zur
Verbesserung der zelluldren Aufnahme von Nukleinsdurewirkstoffen oder zur Gentherapie
verwendet werden konnen. Die Nukleinsdure selbst kann ein endogen exprimiertes,
halbsysnthetisches, synthetisches oder chemisch modifiziertes Nukleinsguremolekiil sein, das
vorzugsweise Ribonukleotide und/oder Desoxyribonukleotide enthélt. Der Begriff »zelluldre
Aufnahme® schlieBt in diesem Zusammenhang die einzelnen Schritte Transmembran-
Transport, subzellulére Lokalisation und intrazelluldre Mobilitit ein. Dabei ist es im Rahmen
der Erfindung geniigend, dass nur einige Phosphate (wenigstens drei) der zur Verbesserung
der zellulsiren Aufnahme anderer Nukleinsiuren verwendeten Phosphorothioat-modifizierten
Nukleinsduren Phosphorothioat-modifiziert sind. Bevorzugt ist jedoch das gesamte
Nukleinsaureriickgrat der Phosphorothioat-modifizierten Nukleinsduren Phosphorothioat-

modifiziert.

Weiterhin wurde gefunden, dass diese Transportaktivitit der Phosphorothioat-modifizierten
Nukleinsauren ,in frans® fiir Oligonukleotid-Wirkstoffe unabhingig von der Sequenz der
Phosphorothioat-modifizierten Nukleinsiuren erfolgt.

Entscheidend fiir die Transportaktivitit der Phosphorothioat-modifizierten Nukleinsduren mit
Transportaktivitit in trans ist das Vorhandensein eines Phosphorothioat-modifizierten

Nukleinsaurertickgrates. Die zelluldre Aufnahme der Oligonukleotidwirkstoffe ist von der
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Konzentration und der Linge der Phosphorothioat-modifizierten Nukleinsdure abhingig,

nicht jedoch von deren Sequenz.

Einige bevorzugte, beispielhafte Phosphorothioat-modifizierte Nukleinséuren sind mit ihrer
Sequenz in SEQ ID NO: 1 bis SEQ ID NO: 9 dargestellt. Dabei ist zum Verstindnis der
Erfindung nur die Abfolge der Nukleotide (Sequenz) dargestellt. Wie bereits erldutert ist
erfindungsgemiB bevorzugt das gesamte Nukleinsiure-Riickgrat Phosphorothioat-modifiziert,

wenigstens aber an drei Stellen.

Die zu transportierende Nukleinsdure ist dabei besonders bevorzugt ausgewdhlt aus der
Gruppe von Antisense-Nukleinsduren, Ribozymen, CpG-immunstimmulatorischer DNA,
Aptameren, siRNA/RNAi, DNA und RNA und ist bevorzugt ein Nukleinsdurewirkstoff.

Im Rahmen der Erfindung ist es dabei auch mdglich die Phosphorothioat-modifizierten
Nukleinsduren besonders bevorzugt mit einem anderen biologisch aktiven Molekiil zu

komplexieren oder kovalent zu binden.

Des Weiteren konnen die erfindungsgemifen Phosphorothioat-modifizierten Nukleinséuren

in einem Vektorsystem zur zelluldren Einschleusung von Nukleinsduren verwendet werden.

Zum besseren Verstindnis wird die Erfindung im Folgenden anhand von Beispielen und den

diese begleitenden Zeichnungen niher erléutert. Es zeigen:

Fig. 1 eine  schematische Darstellung des  Versuchsaufbaus  zur

Quantifizierung der zelluldren Aufnahme von siRNA;

Fig. 2 die verbesserte zellulire Aufnahme von siRNA durch Co-Inkubation

mit einer Phosphorothioat-modifizierten Nukleinsiure;

Fig. 3 die Unabhingigkeit der siRNA-Aufnahme von der Sequenz des
verwendeten Phosphorothioat-Oligonukleotids;
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Fig. 4

Fig. 5

Fig. 6

Fig. 7

Fig. 8

Fig. 9

Fig. 10

Fig. 11

PCT/DE2005/001404

die Transportaktivitit der Phosphorothioat-Oligonukleotide in
Abhgngigkeit von der Chemie des Nukleinsdure-Riickgrates der

Phosphorothioat-modifzierten Nukleinsduren;

die Konzentrationsabhiingigkeit der durch Phosphorothioat-modifzierte

Nukleinsiuren vermittelten Aufnahme von siRNA,;

die  Abhingigkeit der durch  Phosphorothioat-modifizierte
Nukleinséuren vermittelten siRNA-Aufnahme von der Linge der

Phosphorothioat-modifzierten Nukleinsdure;

die durch Phosphorothioat-modifzierte Nukleinséuren gesteigerte der

zelluliren Aufnahme von siRNA in priméren humanen Endothelzellen

(HUVEC);

die apparente biologische Wirksamkeit der ICAM-1-gerichteten siRNA
,,$i2B“ in primdren humanen Endothelzellen (HUVEC), die mit der
durch  Phosphorothioat-modifzierte =~ Nukleinsduren  gesteigerten
zelluliren Aufnahme einher geht (siche Fig.7);

die Strukturvorhersage der mit der in SEQ ID NO: 10 abgebildeten
Sequenz einer small hairpin RNA (shRNA), die durch Inkubation mit
den erfindungsgem#Ben Oligonukleotiden von ECV-304-Zellen

verbessert aufgenommen wird (siehe Fig. 10);

die durch Phosphorothioat-modifizierte Nukleinséuren gesteigerte
Aufnahme von siRNA und der in Fig. 9 gezeigten shRNA in ECV-304-
Zellen;

die durch Phosphorothioat-modifizierte Nukleinséuren vermittelte
Aufnahme von siRNA im Vergleich zur siRNA-Einschleusung durch
Transfektion in SKRC-35-Zellen und
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Fig. 12 die Steigerung der durch Phosphorothioat-modifizierte Nukleinséuren
vermittelten Aufnahme von siRNA durch Okadainséure.

Fig. 1 zeigt eine schematische Darstellung des Versuchsaufbaus zur Quantifizierung der
zelluliren Aufnahme von siRNA in Anwesenheit von Phosphorothioat-Oligonukleotiden (T-
ON: Transporter-Oligonukleotiden). ECV-304-Zellen wurden gemeinsam mit siRNA (in den
Beispielen die gegen ICAM-1 gerichtete siRNA ,5i2B“) und einem Transporter-
Oligonukleotid iiber einen Zeitraum von im Allgemeinen 14 h in OptiMEM Medium
inkubiert. Die zellulire Aufnahme der siRNA wurde nach sich anschlieBender RNA-
Zellextraktion mit Hilfe der Liquid-Hybridisierung mit einer radioaktiv markierten Sonde
(*P-sense 2B), anschlieBender enzymatischer Verdauung (RNase A/T 1) und Auftrennung in
einem Polyacrylamidgel unter semi-denaturierenden Bedingungen mit einem Phosphor-

Imager quantifiziert.

Insbesondere wurden in definierter Zellzahl ausgebrachte ECV-304 Zellen nach 18 h mit den
Inkubationslosungen, bestehend aus siRNA und T-ON in OptiMEM, iiberschichtet und fur
unterschiedliche Zeitraume bei 37°C, 5% CO, inkubiert. Danach erfolgte die RNA-Extraktion
tiber eine Phenol-Chloroform-Extraktion. Die gewonnene RNA wurde in 30 pl einer
Hybridisierungslosung (100mM NaCl, 20mM Tris-HC1 pH 7,4) resuspendiert und ein
Aliquot dieser Losung mit 40 fmol 32p_sense-2B hybridisiert. AnschlieBend erfolgte eine
RNase Verdauung mit 40 ng RNase A und 0,1 U T1 (MBI) fiir 10 min bei 30 °C. Diese
Lésung wurde mit Probenpuffer (7M Urea, 50% Glyerin in 1xXTBE) versetzt und auf ein semi-
denaturierendes PAA-Gel mit 4 M Urea aufgetragen. Die Auswertung der Bandenintensititen

des Gels erfolgte mittels eines Phosphor-Imagers.

In dem in Fig. 2 abgebildeten Beispiel wird gezeigt, dass die zelluldre Aufnahme von siRNA
durch Co-Inkubation mit einem Phosphorothioat-Oligonukleotid erheblich verbessert wird.
Im Rahmen der Erfindung wurde dazu eine Anzahl von 300.000 ECV-304-Zellen mit 200 nm
si2B allein, mit zusitzlich 600 nM HHex als Oligodesoxyribonukleotid bzw. 600 nm HHex
als Phosphorothioat-modifiziertes Oligodesoxyribonukleotid tiber Nacht bei 37 °C, 5 % CO,
in OptiMEM-Medium inkubiert. Die Auswertung erfolgte wie in der Figurenbeschreibung zu
Fig. 1 erldutert.
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Wihrend die Zugabe von 600 nm des Desoxyribonukleinsiure-Oligonukleotids Hiex keinen
signifikanten Einfluss auf die Aufnahme der siRNA si2B ausiibt, zeigt die Phosphorothioat-
modifizierte Variante von HHex (SEQ ID NO: 6) eine stark positive Wirkung auf die
Aufnahme der siRNA. Wie bei der Beschreibung zu Fig. 4 gezeigt werden soll, ist diese
positive Wirkung allein auf die Modifikation des Nukleinsdure-Riickgrates zurtickzufiihren.

Fig. 3 zeigt, dass die durch Phosphorothioat-modifizierte Oligonukleotide vermittelte
Aufnahme von si2B nicht von der Sequenz der Phosphorothioat-modifizierten
Oligonukleotide abhingig ist. Fiir diesen Versuch wurde die Wirkung von vier mit 24 Basen
gleichlangen Phosphorothioat-modifizierte Oligonukleotiden, nimlich das Tetramer des
Hexamermotivs 5 -(TCGTGT)y-3"; n=4 und die randomisierten Sequenzen Nov 2009 AAAA,
ODN 2006 und S0K27(24), auf die zellulire Aufnahme von si2B nach den unter Fig. 2

beschriebenen Bedingungen untersucht.

Zwischen den in ihrer Sequenz sehr unterschiedlichen Phosphorothioat-modifizierten
Oligonukleotiden TeH, ODN 2006 und SOK27(24) sind keine signifikanten Unterschiede in
Bezug auf die Wirkung der zelluliren Aufnahme von si2B erkennbar. Daraus kann
geschlossen werden, dass die durch Phosphorothioat-modifizierte Oligonukleotide vermittelte
Aufnahme von Nukleinsiurewirkstoffen unabhingig von der Sequenz der Phosphorothioat-

modifizierten Oligonukleotide ist.

Fig. 4 zeigt, dass die Transportaktivitét der Phosphorothioat-Oligonukleotide von der Chemie
des Nukleinsiure-Riickgrates der Phosphorothioat-Oligonukleotide abhingig ist. Wahrend
Oligonukleotide mit einem Ribonukleinséure- oder Desoxyribonukleinséure-Riickgrat keinen
oder nur schwachen Einfluss auf die zellulire Aufnahme von si2B haben, zeigen dieselben
Sequenzen mit Phosphorothioat-modifiziertem Nukleinsaureriickgrat einen signifikanten

Anstieg der Aufnahme von si2B.

Fig. 5 zeigt die Abhingigkeit der durch Phosphorothioat-Oligonukleotide vermittelten
Aufnahme von siRNA von der Konzentration der Phosphorothioat-Oligonukleotide. Im
Unterschied zu den vorhergehenden Experimenten wurden fiir dieses Experiment nach oben

stehendem Versuchsaufbau 400.000 ECV-Zellen verwendet, die mit einer Konzentration von
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