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37 -TACCGCICTTTTGACTTTTA ™
Oligonukleotide 3’ -TTTTAGTGCCTTTTACTCTT
§7 -ATGGCGAGAAAACTGAARAT @ T2
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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft Oligonukleotide und de-
ren Verwendung zur Hemmung von ,major satellite
repeat"-Transkripten.

[0002] Das die Zentromere aller Chromosomen der
Maus (mit Ausnahme des Y-Chromosoms) umgeben-
de (perizentromere) Heterochromatin ist in langen
Folgen von repetitiven DNA-Sequenzen (,major sa-
tellite repeats") organisiert, die jeweils 234 Basen-
paare (bp) umfassen und dabei insgesamt rund 3%
des Maus-Genoms ausmachen. Obwohl diese Regi-
on eine hochgradig kompakte Struktur aufweist, ist
sie transkriptionell aktiv. Die hierbei entstehenden
RNA-Transkripte scheinen an der Aufrechterhaltung
der perizentromeren Integritat beteiligt zu sein. Diese
Situation ist in hdheren Sdugern und beim Menschen
vergleichbar. Inwieweit die biologische Funktion von
.major satellite repeat"-Transkripten bei fehlgesteu-
erten zellularen Prozessen, die mit Erkrankungen
des Menschen begleitend oder kausal verknipft sind,
korreliert ist, kann gegenwartig nicht beantwortet
werden. Das Wissen Uber die biologische Bedeutung
der ,major satellite repeat"-Transkripte ist derzeit
noch véllig unzureichend, wenngleich bekannt ist,
dass Methylierung dieser DNA-Abschnitte einen Ein-
fluss auf die Transkriptionsrate hat (Lehnertz, B. u. a.:
Suv39h-Mediated Histone H3 Lysine 9 Methylation
directs DNA Methylation to Major Satellite Repeats at
Pericentric Heterochromatin. Current Biology (2003
13 (14) 1192-1200 und Supplemental Data zu dieser
Verdéffentlichung, abrufbar unter http://download.cur-
rent-biclogy.com/supplementarydata/cur-
bio/13/14/1192/DC1/Lehnertz.pdf [recherchiert am
06.03.2008]). Aus der zuvor zitierten Verodffentlichung
ist auch ein Verfahren zur Klonierung von mouse ma-
jor und mouse minor satellites bekannt.

[0003] Einein der Molekularbiologie weit verbreitete
Methode, die biologische Funktion eines bestimmten
Gens zu untersuchen, besteht in dessen gezielter
Ausschaltung unter Beobachtung des sich hieraus
ergebenden Phanotyps. Neben der Verwendung von
kurzer doppelstrangiger ,small interfering" (si)RNA
hat sich hierbei in der Vergangenheit der Einsatz von
Antisense-Oligonuklectiden als besonders wirkungs-
voll erwiesen. Hierbei handelt es sich um einzelstran-
gige DNA- oder RNA-Molekiile, die sequenzspezi-
fisch gegen die RNA-Transkripte der jeweiligen Gene
gerichtet sind, mit diesen interagieren und dabei z. B.
deren Translation in Proteine sterisch inhibieren
(,steric block") oder zu einem beschleunigten Abbau
der Transkripte flihren.

[0004] Bis heute sind entsprechende Untersuchun-
gen zur biologischen Funktion der ,major satellite re-
peat"-Transkripte in geeigneten Versuchsmodellen,
z. B. in der Maus, mangels geeigneter ,molekularer
Werkzeuge" fir deren Hemmung nicht méglich. Auch
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die erwartungsvolle Entwicklung von siRNA lieferte
bis heute keine wirksamen Konstrukte gegen ,major
satellite repeat"-Transkripte.

[0005] Aufgabe der Erfindung ist es daher, spezifi-
sche Inhibitoren fur ,major satellite repeat"-Transkrip-
te bereitzustellen.

[0006] Die Aufgabe wird gemal Anspruch 1 geldst.
Die Unteranspriiche geben vorteilhafte Ausgestaltun-
gen der Erfindung an.

[0007] Der Erfindung liegt die Entwicklung und Er-
probung hochwirksamer inhibitorisch aktiver Oligonu-
kleotide gegen ,major satellite repeat"-Transkripte
der Maus (sog. ,mouse major satellite"-Transkripte)
zu Grunde. Die erfindungsgemafen Oligonukleotide
sind in Teilbereichen gegen offene Sekundarstruktu-
ren der ,mouse major satellite"-Transkripte gerichtet,
die in dem in Eig. 1 als | bezeichneten Repeat-Ab-
schnitt lokalisiert sind. Bei der unter der SEQ ID:NO
1 dargestellten Sequenz handelt es sich um ein Oli-
gonukleotid, das gegen das ,sense"-Transkript des
.mouse major satellites" gerichtet ist (dies wiirde bei
gewdhnlichen, fur Proteine codierenden Genen der
Sequenz der mRNA entsprechen). Das gleiche gilt
far das unter der SEQ ID:NO 2 angegebene Oligonu-
kleotid. Dieses ist jedoch gegen eine Sequenz des
.mouse major satellite" gerichtet, die etwas weiter
Zentromerwarts liegt und sich nur in finf Nukleotiden
mit dem unter der SEQ ID:NO 1 dargestellten Oligo-
nukleotid Uberschneidet. Das unter der SEQ ID:NO 3
angegebene Oligonukleotid entspricht in seiner Ziel-
region der des unter der SEQ ID:NO 1 aufgefiihrten
Oligonuklectids, ist jedoch im Gegensatz hierzu ge-
gen das ,antisense"-Transkript des ,mouse major sa-
tellite" gerichtet.

[0008] Nach einem Hitzeschock wird in Mausezel-
len fast ausschlielilich das ,sense" Transkript des
.mouse major satellite" Bereiches hergestellt (wie in
Fig. 4 dargestellt). Diese Erhéhung kann durch
Transfektion mit dem Oligonukleotid gemall SEQ
ID:NO 1 auf 10% gehemmt werden, im Vergleich zu
mit Kontrolloligonukleotid transfizierten Zellen. Mit
dem Oligonukleotid gemal SEQ ID:NO 3 transfizier-
ten Zellen weisen einen Rickgang der Transkript-
menge um knapp 20% auf (wie in Eig, 8 dargestellt).

[0009] Wie aus Fig. 2 hervorgeht, weisen sowohl
das gegen die Zielregion T1 des ,sense"-Transkrip-
tes als auch das gegen die Zielregion T2 gerichtete
Oligonukleotid eine deutliche Dosis-abhdngige Hem-
mung des ,mouse major satellite"-Transkriptes auf.
Dabei hat sich das gegen die Zielregion T1 gerichtete
Oligonukleotid bei niedrigeren Konzentrationen als
geringfiigig effektiver erwiesen.

[0010] Die erfindungsgemafen Oligonukleotide be-
stehen bevorzugt aus einzelstrangiger DNA. Diese
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einzelstrangigen DNA-Molekile kénnen entweder
unmodifiziert oder bevorzugt chemisch modifiziert
eingesetzt werden. Bezliglich der verwendeten ,Che-
mie" der Oligonukleotide kommen zum Beispiel (i)
jede Form von ,Gapmer-Chemie", (i) LNA, (iii) PNA,
(iv) 2'-alkyl-Derivate, (v) 2'-fluoro-Derivate, etc. in
Frage. Besonders bevorzugt handelt es sich dabei je-
doch um Phosphorothioat-modifizierte DNA. Durch
die Phosphorothioat-Modifikation wird die Stabilitat
der Oligonukleotide erhdht und deren zellulare Auf-
nahme erleichtert. Das Phosphatrickgrad der Oligo-
nukleotide kann dabei nur an einer Stelle, bevorzugt
jedoch an mehreren, besonders bevorzugt vollstan-
dig Phosphorothioat-modifiziert sein.

[0011] Neben ihrem bevorzugten Einsatz als effekti-
ve Inhibitoren von ,mouse major satellite"-Transkrip-
ten kdnnen die erfindungsgemafien Oligonukleotide
darlber hinaus auch zu deren Detektion, z. B. lber
einen Northern-Blot, eingesetzt werden, bzw. zur
Markierung von genomischen ,mouse major satelli-
te"-Sequenzen, z. B. Uber einen Southern-Blot, die-
nen.

[0012] Die erfindungsgemafien Oligonukleotide
stellen somit molekulare Werkzeuge dar, die einzeln
oder als Teil von Kits vermarktet werden kénnen.

[0013] Die Erfindung wird anhand von Zeichnungen
naher erlautert. Dabei zeigen:

[0014] Eig. 1 eine schematische Darstellung der
Struktur von ,mouse major satellites", der erfindungs-
gemalen Oligonukleotide sowie der Zielsequenzen
des ,mouse major satellite"-Transkriptes gegen die
diese gerichtet sind;

[0015] Eig.2 die konzentrationsabhangige Hem-
mung von ,mouse major satellite"-Transkripten durch
Transfektion von NIH3T3-Zellen mit gegen die Ziel-
sequenzen T1 bzw. T2 von ,sense"-Transkripten ge-
richteten Oligonukleotiden;

[0016] Eig. 3 die =zeitabhangige Hemmung von
.mouse major satellite"-Transkripten durch gegen die
Zielsequenz T1 in ,sense"- und ,antisense"-Trans-
kripten gerichtete Oligonukleotide;

[0017] Eig.4 die Hitzeschock-vermittelte Induktion
von ,sense"-,mouse major satellite”Transkripten;
und

[0018] Eig. & die Blockierung der Hitzeschock-ver-
mittelte Induktion von ,sense"-,mouse major satelli-
te"-Transkripten durch gegen diese bzw. durch gegen
.antisense"-Transkripte gerichtete Oligonukleotide.

[0019] Wie aus Elg. 1 zu ersehen ist, bestehen
.mouse major satellites" aus einer Vielzahl sich wie-
derholender DNA-Sequenzen (Repeats) von jeweils
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234 bp Lange. Diese sind chromosomal zwischen
den codierenden Bereichen und dem Zentromer lo-
kalisiert. Die einzelnen Repeats werden wiederum in
4 Bereiche unterteilt (in der Abbildung als rémische
Ziffern | bis IV dargestellt). In dem Repeat-Bereich |
existieren zwei Sequenzabschnitte, die in den ent-
sprechenden Transkripten offene RNA-Sekundar-
strukturen ausbilden. Diese offenen Sequenzab-
schnitte sind in den entsprechenden ,sense"- bzw.
,<antisense"-RNA-Sequenzen jeweils unterstrichen
dargestellt. Als Zielregionen wurden daher Trans-
kriptsequenzen ausgewahlt, die zumindest in Teilbe-
reichen mit diesen offenen RNA-Sekundarstrukturen
Ubereinstimmen und hier als T1 und als T2 bezeich-
net und in der Abbildung als dunkelgrauer bzw. hell-
grauer Balken dargestellt sind. Die Oligonukleotide
3-TACCGCTCTTTTGACTTTTA-5' (entspricht SEQ
ID:NO 1) und 3-TTTTAGTGCCTTTTACTCTT-5'
(entspricht SEQ ID:NO 2) sind dabei komplementar
zu ihren jeweiligen Zielregionen T1 bzw. T2 auf dem
.sense"-Transkript, das Oligonukleotid 5'-ATGGC-
GAGAAAACTGAAAAT-3' (entspricht SEQ ID:NO 3)
hingegen ist komplementar zu der Zielsequenz T1
auf dem ,antisense"-Transkript.

[0020] In Eig. 2 ist gezeigt, dass in NIH3T3-Zellen,
die mit unterschiedlichen Konzentrationen von gegen
die ,sense"-Zielsequenzen T1 bzw. T2 gerichteten
Oligonuklectiden (siehe SEQ ID:NO 1 bzw. SEQ
ID:NO 2, hier nur als T1 bzw. T2 bezeichnet) transfi-
ziert wurden, ein deutlicher konzentrationsabhangi-
ger Ruckgang der Menge an ,mouse major satelli-
te"-Transkript hachweisbar ist. So reduziert eine Oli-
gonukleotidkonzentration von 200 nmol/l die Menge
an ,mouse major satellite"-Transkript um 60% (T1)
bzw. 50% (T2), die Erhéhung der Konzentration auf
500 nmol/l bewirkte fir beide Oligonukleotide eine
Transkript-Hemmung um 75% (bezogen auf das
Kontroll-Oligonukleotid 5'-ATCAGATGCGTGG-
CCTAGTG-3'). Die Transfektion der Zellen erfolgte
wie in den Ausflhrungsbeispielen angegeben. Die
Bestimmung der jeweiligen Transkriptmengen erfolg-
te 40 Stunden nach Transfektion Gber quantitative
RT-PCR, wie in den Ausfiihrungsbeispielen beschrie-
ben.

[0021] Fig. 3 beschreibt den zeitlichen Verlauf der
Hemmung von ,mouse major satellite"-Transkripten
in NIH3T3-Zellen, die mit gegen die Zielsequenz T1
gerichteten Oligonukleotiden (200 nmol/l) transfiziert
worden sind. Dabei handelt es sich zum einen um
das gegen das ,sense"-Transkript gerichtete Oligo-
nukleotid gemaf der SEQ ID:NO 1 (hier als T1-anti-
sense bezeichnet) und zum anderen um das gegen
das ,antisense"-Transkript gerichtete Oligonukleotid
gemal der SEQ ID:NO 3 (hier entsprechend als
T1-sense bezeichnet). Wahrend die ,mouse major
satellite"-Transkriptmenge in mit dem Oligonukleotid
T1-sense transfizierten Zellen zunachst ansteigt und
dann allmabhlich auf ca. 60% der Transkriptmenge in
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den Kontrollzellen sinkt, ist fur Zellen, die mit dem Oli-
gonukleotid T1-antisense transfiziert wurden, inner-
halb von 24 Stunden eine starke Hemmung der
,mouse major satellite"-Transkriptmenge um ca. 90%
zu verzeichnen. In der Folgezeit schwacht sich der in-
hibierende Effekt wieder etwas ab: 72 Stunden nach
Transfektion liegt die ,mouse major satellite"-Trans-
kriptmenge bei ca. 30% (bezogen auf das Kon-
troll-Oligonukleotid 5'-ATCAGATGCGTGG-
CCTAGTG-3'). Die Bestimmung der jeweiligen Tran-
skriptmengen erfolgte Uber quantitative RT-PCR, wie
in den Ausflhrungsbeispielen beschrieben.

[0022] Wie in Ejg.4 dargestellt ist, reagieren
NIH3T3-Zellen auf einen Hitzeschock (siehe Ausfih-
rungsbeispiele) innerhalb kurzer Zeit mit einer ver-
starkten Expression der perizentromeren ,mouse
major satellite" Sequenzen. So konnte lber quantita-
tive RT-PCR z. B. innerhalb von 2 Stunden nach ei-
nem Hitzeschock ein Anstieg der entsprechenden
Transkriptmenge auf mehr als das Funffache nach-
gewiesen werden (Fig. 4a). Wie aus dem in Fig. 4b
dargestellten Northern-Blot ersichtlich ist, ist dieser
Anstieg fast ausschliefblich strangspezifisch auf die
verstarkte Bildung von ,sense"-Transkripten zuriick-
zufihren. Als Kontrolle dienten hierbei Zellen, die
weiter bei 37°C inkubiert und somit keinem Hitze-
schock ausgesetzt worden sind.

[0023] Zellen hingegen, die 24 Stunden vor dem Hit-
zeschock mit dem Oligonukleotid T1-antisense (200
nmol/l) transfiziert worden sind, zeigten keinen An-
stieg der ,mouse major satellite"-Transkriptmenge,
wie aus Ejg. § ersichtlich ist. Der Einsatz von gegen
das ,antisense"-Transkript gerichteten Oligonukleoti-
den (T1-sense) zeigte hierbei keinen signifikanten in-
hibitorischen Effekt, wie sowohl die quantitativen
RT-PCR-Daten in Fig. 5a, als auch die strangspezifi-
sche Northern-Blot-Analyse in Fig. 5b zeigen.

AUSFUHRUNGSBEISPIEL
1) Herstellung der Oligonukleotide:

[0024] Die verwendeten Oligonukleotide wurden
bezogen von der Firma biomers.net GmbH Sedanstr.
14; D-89077 Ulm; Deutschland.

2) Transfektion von Zellen mit Oligos:

[0025] Die Maus-Zelllinie NIH3T3 (DSMZ no.: ACC
59) wurde in DMEM* GlutaMAX™-1 (GIBCO Invtro-
gen Cell Culture, Invitrogen LTD; 3 Fountain Drive;
Inchinnan Buismess Park Paisley PA4 9RF; UK) +
10% FKS (PAA Laboratories GmbH; Haidmannweg
9; A-4061 Pasching; Austria) bei 37°C und 5% CO,
kultiviert. Der Hitzeschock wurde fiir eine Stunde bei
42°C und 5% CO, induziert. Die Transfektion erfolgte
mittels Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen LID; 3 Foun-
tain Drive; Inchinnan Buismess Park Paisley PA4

9RF; UK) und den angegebenen Konzentrationen an
Oligonukleotiden nach dem Protokoll des Herstellers.

3) RT-qPCR:

[0026] Die Isolierung von RNA erfolgte mittles RNe-
asy® mini Kit (Quiagen, QIAGEN GmbH; QIAGEN
Strasse 1; 40724 Hilden; Deutschland) und ange-
schlossener DNase Verdauung (TURBO DNase™
Ambion, An Applied Biosystems Business; 2130
Woodward St.; Austin, TX 78744-1832; USA). Isolier-
te RNA wurde unter Verwendung von SuperScript™
Il Reverse Transcriptase (Invitrogen LID; 3 Fountain
Drive; Inchinnan Buismess Park Paisley PA4 9RF;
UK) in cDNA umgeschrieben und mittels quantitati-
ver-PCR (qPCR Core kit for SYBR® Green |, Euro-
gentec, Eurogentec Deutschland GmbH; Cacilien-
strasse 46; 50667 Kdéln; Deutschland) analysiert. Die
Sequenzen der verwendeten Primer flir ,mouse ma-
jor satellite" waren: forward: S5-GACGACTTG-
AAAAATGACGAAATC-3'; reverse: 5-CATATTC-
CAGGTCCTTCAGTGTGC-3'[1]. Das Primerpaar fiir
B-Aktin war: forward: 5'-ATGGAATCCTGTGGCATC-
CAT-3" reverse: 5-TTCTGCATCCTGTCAG-
CAATG-3'

4) Northern-Blot:

[0027] Die gelelektrophoretisch getrennte und auf
eine Nylon-Membran Ubertragene RNA wurde mit ra-
dioaktiv markierten Primern spezifisch flr ,mouse
major satellite" Transkripte [1] und 7SK RNA [2] nach
Standardprotokoll von Sambrook & Russel [3] hybri-
disiert.

Literatur:

[1]: Lehnertz et al., Current Biology 13, 1192-2000,
2003

[2]: Robb et al., Nature Structural & Molecular Biology
12(2), 1-5, 2005

[3]: Sambrook & Russel, Molecular cloning, a labora-
tory manual. 3. Auflage (1), Cold Spring Harbor Labo-
ratory Press, Cold Spring Harbor, New York, 2001

Es folgt ein Sequenzprotokoll nach WIPO St. 25.
Dieses kann von der amtlichen Veréffentli-
chungsplattform des DPMA heruntergeladen
werden.

Patentanspriiche
1. Verwendung eines Oligonukleotids mit der un-
ter SEQ ID:NO 1, SEQ ID:NO 2 oder SEQ ID:NO 3
dargestellten Sequenz zur Reduktion der ,mouse

major satellite"-Transkriptmenge.

2. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch ge-
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kennzeichnet, dass das Oligonukleotid Phospho-
rothioat-modifiziert ist.

Es folgen 3 Blatt Zeichnungen
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Anhédngende Zeichnungen

kodierende Region eee see Zentromer

1 234

...w‘..
]
]

sense *+* AGGACCUGGAAUAUGGCGAGAAMAACUGAAARUCACGGAAARAUGAGAMAUACACACTCUAGGACGUGA »0e 3°
antisense «++» GCCUGGACCUUAUACCGCUCUUUUGACUTUUAGUGCCUUTUACUCUUUAUGUGUGARAUCCUGCACU »ee 5

37 -TACCGCTCTTTIGACTTTTA 8 T4
Oligonukleotide 3’ ~TTTTAGTGCCTTTTACTCTT
5" -ATGGCGAGAAAACTGAAART T2

Fig. 1
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