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o (54) Bezeichnung: VIRWLNDUNG LINLR DOPPELSTRANGIGLEN RIBONUKLEINSAURL ZUR BEHANDLUNG LINLR
~ INFEKTION MIT LINIM (+)-STRANG-RNA-VIRUS

{57) Abstract: The invention relates to the usc of a double strand ribonucleic acid (dsRNA) for treating an infection with a positive-
strand RNA-virus, wherein a strand S1 of the dsRNA comprises a domain at least partially complementary of a segment of the
translatable domain of the viral genome.

(87) Zusammenfassung: Die Frlindung beirilll die Verwendung einer doppelstringigen Ribonukleinséure (dsRNA) zur Behand-
lung ciner Infektion mit cinem (+)-Strang-RNA-Virus, wobei cin Strang S1 der dsRNA cinen zu cinem Abschnitt des translatierbaren

creichs des Vir J! iren Bereich aufweist.
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Verwendung einer doppelstringigen Ribonukleinsiure zur Be-

handlung einer Infektion mit einem (+)-Strang-RNA-Virus

Die Erfindung betrifft die Verwendung einer doppelstringigen
Ribonukleins&ure zur Behandlung einer Infektion mit einem

(+) -Strang~RNA-Virus und die Verwendung einer solchen Ribonu-
kleinsdure zur Herstellung eines Medikaments, ein Medikament
und ein Verfahren zur Hemmung der Replikation eines (+)-
Strang-RNA-Virus.

Aus der DE 101 00 586 Cl ist ein Verfahren zur Hemmung der

Expression eines Zielgens in einer Zelle bekannt, bei dem ein
Oligoribonukleotid mit doppelstringiger Struktur in die Zelle
eingefiihrt wird. Ein Strang der doppelstréngigen Struktur ist

dabei komplementdr zum Zielgen.

(+) ~Strang-RNA-Viren weisen als Trdger der genetischen Infor-
mation eine RNA auf, an welcher im Zellinneren direkt eine
Proteinsynthese stattfinden kann. Es ist somit keine Tran-
skription erforderlich. Das Virusgenom wird abgesehen von ei-
nem 3'~ und einem 5'-untranslatierten Bereich in seiner gan-
zen Lénge in ein Polyprotein translatiert. Aus dem Polypro-—
tein gehen durch Spaltungen die einzelnen, funktionell akti-
ven Struktur- und Nichtstrukturproteine hervor. Im viralen
Genom schliefen sich an die Sequenzen der Strukturproteine
die Sequenzen der Nichtstrukturproteine an. Das Nichtstruk-
turprotein NS3 ist ein multifunktionelles Enzym mit einer Se-
rinprotease-Domine sowie NTPase- und Helikaseaktivitdt. Bis-
herige Therapieansdtze zur Behandlung einer Infektion mit ei-
nem (+)-Strang-RNA-Virus sind wenig erfolgreich und fithren
bei einem grofen Teil der Infizierten zu keiner anhaltenden

Besserung des Krankheitszustands.

BESTATIGUNGSKOPIE

JP 2005-506087 A 2005.3.3
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2

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, die Nachteile nach
dem Stand der Technik zu vermeiden. Insbesondere soll eine
wirksame Verwendung zur Behandlung einer Infektion mit einem
(+) -Strang-RNA-Virus bereitgestellt werden. Weiterhin soll
ein Medikament zur Behandlung einer Infektion mit einem (+)-
Strang-RNA-Virus sowie eine Verwendung zur Herstellung eines
solchen Medikaments bereitgestellt werden. Weiterhin soll ein
Verfahren zur Hemmung der Replikation eines (+4)-Strang-RNA-

Virus bereitgestellt werden.

Diese Aufgabe wird durch die Merkmale der Anspriiche 1, 2, 16,
30 und 41 geldst. Vorteilhafte Ausgestaltungen ergeben sich
aus den Merkmalen der Anspriiche 3 bis 15, 17 bis 29, 31 bis
40 und 42 bis 53.

BErfindungsgemif ist eine Verwendung einer doppelstridngigen
Ribonukleinsdure (dsRNA) zur Behandlung einer Infektion mit
einem (+)-Strang-RNA-Virus vorgesehen, wobel ein Strang S1
der dsRNA einen zu einem Abschnitt des translatierbaren Be-
reichs des Virusgenoms zumindest abschnittsweise komplementé-
ren Bereich aufweist. Die Erfindung betrifft weiterhin die
Verwendung einer solchen dsRNA zur Herstellung eines Medika-
ments zur Behandlung einer Infektion mit einem (+)-Strang-
RNA-Virus.

Der Abschnitt deg translatierbaren Bereichs des Virusgenoms
ist beliebig. Obwohl das Virusgenom fiir zahlreiche Proteine
kodiert, ist es fiir eine Hemmung der Replikation des (+)-

Strang-RNA-Virus {iberraschenderweise ausreichend, wenn eine
dsRNA mit einem zu einem beliebigen Abschnitt des transla-

tierbaren Bereichs des Virusgenoms komplementdren Strang S1
verwendet wird. Eine solche dsRNA kann durch RNA-Interferenz

die Integritdt des viralen RNA-Genoms dauerhaft zerstdren.

JP 2005-506087 A 2005.3.3
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Sie ist damit ideal zu einer Behandlung einer Infektion mit
einem solchen Virus geeignet. Die Behandlung fiihrt zu einer

anhaltenden Besserung des Krankheitszustands.

Das (+)-Strang-RNA-Virus kann ein Hepatitis C-Virus (HCV)
sein. Hier ist die M&glichkeit einer wirksamen Behandlung be-
sonders bedeutend, da ein Impfschutz gegen Hepatitis C-Viren
bisher nicht méglich ist. Eine HCV-Infektion kann beim Men-
schen zu schwerwiegenden Erkrankungen fithren, insbesondere
liber eine chromnische Hepatitis zu Leberzirrhose und Lebex-
krebs.

In einer infizierten Zelle bewirkt die dsRNA, dass die (+)-
Strang-RNA des (+)-Strang-RNA-Virus im Bereich des genannten
Abschnitts enzymatisch geschnitten wird. Die in Ableserich-
tung der viralen RNA vor der Schnittstelle gelegenen Bereiche
kénnen dennoch translatiert werden und dabei zumindest teil-
weise zu funktionellen Proteinen fiihren. Die Expression die-
ser Proteine ist nicht zwangslgufig gehemmt. Bei einer vor-
teilhaften Ausgestaltung des Verfahrens ist die dsRNA zur
Hemmung der Expression eines vom Virusgenom kodierten Poly-
proteins geeignet. Die Hemmung kann dabei auch nur teilweise
erfolgen, d.h. so, dasg nur ein Teil des vollsté&ndigen Poly-
proteins exprimiert wird oder so, dass die Gesamtmenge des

exprimierten Polyproteins reduziert wird.

Vorzugsweise ist die dsRNA zur Hemmung der Expression einer
funktionsfihigen vom Virusgenom kodierten Protease oder Heli-
kase, insbesondere der HCV-NS3-Helikase, geeignet. Dazu kann
der Abschnitt, zu welchem der Strang S1 der dsRNA komplemen-
tdr ist, in Ableserichtung der viralen RNA vor oder in dem
flir die Helikase kodierenden Bereich des Virusgenoms angeord-

net sein. Die Hemmung der Expression der viralen Helikase ist

JP 2005-506087 A 2005.3.3
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4

{iberraschenderweise besonders vorteilhaft. Die Erfinder haben
némlich festgestellt, dass das Vorhandensein der viralen He-
likase die replikationshemmende Wirkung der dsRNA reduziert.
Durch die Hemmung der Expression der Helikase ist die Wirkung
der dsRNA stdrker als bei der Hemmung der Expression anderer

viraler Proteine.

Der komplement&re Bereich der dsRNA kann weniger als 25, ins-
besondere 19 bis 24, bevorzugt 20 bis 24, besonders bevorzugt
21 bis 23, insbesondere 22 oder 23, Nukleotide aufweisen. Ei-
ne dsRNA mit dieser Struktur ist besonders effizient in der
Behandlung der Virus-Infektion und insbesondere in der Hem-
mung der Replikation des Virus. Der Strang S1 der dsRNA kann
weniger als 30, vorzugsweise weniger als 25, besonders vor-
zugsweise 21 bis 24, insbesondere 23, Nukleotide aufweisen.
Die Zahl dieser Nukleotide ist zugleich die Zahl der in der
dsRNA maximal mdglichen Basenpaare. Eine solche dsRNA ist in-

trazelluldr besonders bestédndig.

Vorzugsweise weist die dsRNA zumindest an einem Ende der
dsRNA einen aus 1 bis 4, insbesondere 2 oder 3, Nukleotiden
gebildeten einzelstréngigen Uberhang auf. Einzelstréngige
Uberhénge verringern die Stabilit&t der dsRNA in Blut, Serum
und Zellen und verstdrken gleichzeitig die replikationshem-
mende Wirkung der dsRNA. Besonders vorteilhaft ist es, wenn
die dsRNA den Uberhang ausschlieflich an einem, insbesondere
ihrem das 3'-Ende des Strangs S1 aufweisenden, Ende aufweist.
Das andere Ende ist dann bei einer zwei Enden aufweisenden
dsRNA glatt, d.h. ohne Uberhénge, ausgebildet. Uberraschen-
derweise hat es sich gezeigt, dass zur Verstdrkung der repli-
kationshemmenden Wirkung der dsRNA ein Uberhang an einem Ende
der dsRNA ausreichend ist, ohne dabel die Stabilitdt in einem
solchen MaRe zu erniedrigen wie durch zwei Uberhénge. Eine
dsRNA mit nur einem Uberhang hat sich sowohl in verschiedenen

JP 2005-506087 A 2005.3.3
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Zellkulturmedien als auch in Blut, Serum und Zellen als hin-
reichend bestidndig und besonders Wirksam erwiesen. Die Hem-
mung der Replikation der Viren ist besonders effektiv, wenn

sich der Uberhang am 3'-Ende des Strangs S1 befindet.

Vorzugsweise weist die dsRNA neben dem Strang S1 einen Strang
s2 auf, d.h. sie ist aus zwel Einzelstréngen gebildet. Beson-
ders wirksam ist die dsRNA, wenn der Strang S1 (Antisinn-
Strang) eine Lange von 23 Nukleotiden, der Strang S2 eine
Lénge von 21 Nukleotiden und das 3'-Ende des Strangs Sl einen
aus zwei Nukleotiden gebildeten einzelstréngigen Uberhang
aufweist. Das am 5'-Ende des Strangs S1 gelegene Ende der
dsRNA ist dabei glatt ausgebildet.

Die dsRNA kann in einer Zubereitung vorliegen, die zur Inha-
lation, oralen Aufnahme, Infusion und Injektion, insbesondere
zur intravendsen oder intraperitonealen Infusion oder Injek-
tion, geeignet ist. Die Zubereitung kann dabei, insbesondere
ausschliefRlich, aus einem physiclogisch vertrdglichen L&-
sungsmittel, vorzugsweise einer physiologischen Kochsalzlo-
sung oder einem physiclogisch vertrédglichen Puffer, und der
dsRNA bestehen. Der physiologisch vertrégliche Puffer kann
eine phosphatgepufferte Salzldésung sein. Es hat sich némlich
tberraschenderweise herausgestellt, dass eine lediglich in
einem solchen Ldsungsmittel oder einem solchen Puffer geléste
und verabreichte dsRNA von Zellen aufgenommen wird und die
Expression eines Zielgens bzw. Replikation eines Virus

hemmt, ohne das die dsRNA dazu in einem besonderen Vehikel

verpackt sein muss.

Vorzugsweise liegt die dsRNA in einer physiologisch vertrég-
lichen Lésung, insbesondere einem physiologisch vertréglichen
puffer oder einer physiologischen Kochsalzlésung, oder von

einer micellaren Struktur, vorzugsweise einem Liposom, einem
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Virus-Kapsid, einem Kapsoid oder einexr polymeren Nano- oder
Mikrokapsel umschlossen oder an einer polymeren Nano- oder
Mikrokapsel gebunden vor. Der physiologisch vertrégliche Puf-
fer kann eine phosphatgepufferte Salzldsung sein. Eine micel-
lare Struktur, ein Virus-Kapsid, ein Kapsoid oder eine poly-
mere Nano- oder Mikrokapsel kann die Aufnahme der dsRNA in
infizierte Zellen erleichtern. Die polymere Nano- oder Mikro-
kapsel besteht aus mindestens einem biologisch abbaubaren Po-
lymer, z.B. Polybutylcyanoacrylat. Die polymere Nano- oder
Mikrokapsel kann darin enthaltene oder daran gebundene dsRNA
im Kdrper transportieren und freisetzen. Die dsRNA kann oral,
mittels Inhalation, Infusion oder Injektion, insbesondere in-
travendser oder intraperitonealer Infusion oder Injektion,

wverabreicht bzw. eingenommen werden.

Vorzugsweise wird die dsRNA in einer Dosierung von héchstens
5 mg, insbesondere hichstens 2,5 mg, bevorzugt hdchstens 200
ug, besconders bevorzugt héchstens 100 ug, vorzugsweise héch-
stens 50 pg, insbesondere hdchstens 25 ug, pro kg Koérperge-

wicht und Tag verwendet. Es hat es sich n&mlich gezeigt, dass
die dSRNA bereits in dieser Dosierung eine ausgezeichnete Ef-
fektivitdt in der Behandlung einer Infektion mit einem (+)-

Strang-RNA-Virus aufweist.

Die Erfindung betrifft weiterhin ein Medikament zur Behand-
lung einer Infektion mit einem (+)-Strang-RNA-Virus, wobei
das Medikament eine doppelstréngige Ribonukleinsiure (dsRNA)
enthdlt, deren einer Strang S1 einen zu einem Abschnitt des
translatierbaren Bereichs des Virusgenoms zumindest ab-
schnittsweise komplementdren Bereich aufweist. Vorzugsweise
liegt das Medikament in mindestens einer Verabreichungsein-
heit vor, welche die dsRNA in einer Menge enth#élt, die eine

Dosierung von héchstens 5 mg, insbesondere héchstens 2,5 mg,
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bevorzugt hdchstens 200 pg, besonders bevorzugt héchstens 100
ug, vorzugsweise hdchstens 50 ug, insbesondere héchstens 25
ug, pro kg Kdrpergewicht und Tag ermdglicht. Die Verabrei-
chungseinheit kann flr eine einmalige Verabreichung bzw. Ein-
nahme pro Tag konzipiert sein. Dann ist die gesamte Tagesdo-
sis in einer Verabreichungseinheit enthalten. Ist die Verab-
reichungseinheit fiir eine mehrmalige Verabreichung bzw. Ein-
nahme pro Tag konzipiert, so ist die dsRNA darin in einer
entsprechend geringeren das Erreichen der Tagesdosis ermdgli-
chenden Menge enthalten. Die Verabreichungseinheit kann auch
fiir eine einzige Verabreichung bzw. Einnahme fir mehrere Tage
konzipiert sein, z. B. indem die dsRNA iber mehrere Tage
freigesetzt wird. Die Verabreichungseinheit enthdlt dann ein

entsprechend Mehrfaches der Tagesdosis.

Erfindungsgemifl ist weiterhin ein Verfahren zur Hemmung der
Replikation eines (+)-Strang-RNA-Virus in einer Zelle vorge-
sehen, wobei mindestens eine doppelstréngige Ribonukleinsdure
(dsRNA) in die Zelle eingeftihrt wird und wobei ein Strang S1
der dsRNA einen zu einem Abschnitt des translatierbaren Be-
reichs des Virusgenoms zumindest abschnittsweise komplementd-
ven Bereich aufweist. Die Erfindung betrifft auBerdem eine
dsRNA, deren einer Strang S1 einen zu einem Abschnitt des
translatierbaren Bereichs des Genoms eines (+)-Strang-RNa-
virus zumindest abschnittsweise komplementdren Bereich auf-

weist.

Wegen der weiteren vorteilhaften Ausgestaltungen des erfin-
dungsgemédfen Medikaments, des erfindungsgemdfen Verfahrens
und der erfindungsgemiRen dsRNA wird auf die vorangegangenen
Ausflihrungen verwiesen. Die Erfindung wird nachfolgend anhand

der Zeichnung beispielhaft erldutert.
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8

Fig. 1 zeigt eine grafische Darstellung der Reduktion der
HCV-RNA im HCV-Replikon-Modell durch Transfektion
von NS3-spezifischer dsRNA.

HCV weist ein Genom von ca. 9600 Nukleotiden auf. Es kodiert
fiir die Strukturproteine C, E1l und E2 und fir die Nicht-
Strukturproteine NS2, NS3, NSda, NS4b, NSba und NS5b. Da mo-
lekularbiologische Analysen mit HCV in Zellkultur sehr
schwierig sind, wird die Wirkung der dsRNA auf virale Gense-
quenzen anhand eines nicht pathogenen Ersatzsystems unter-
sucht. Hierzu ist der fir die Strukturproteine C, El und E2
kodierende Teil des viralen Genoms durch eine Neomycin-
Resistenz vermittelnde Neomycinkassette ersetzt worden. Das
modifizierte virale Genom ist mit der Gene Accession Number
AJ242654 beim National Center for Biotechnology Information
{(NCBI), National Library of Medicine, Building 38A, Bethesda,
MD 20894, USA registriert. Es ist in HuH-7-Leberzellen
(JCRB0403, Japanese Collection of Research Bioresources Cell
Bank, National Institute of Health Sciences, Kamiyoga 1-18-1,
Setagaya-ku, Tokyo 158, Japan) transfiziert worden. Es repli-
ziert in diesen Zellen in Gegenwart des Neomycin-Analogen
G418 ohne infektidse Partikel entstehen zu lassen. Das die
stabile Replikation des modifizierten HCV-Genoms erméglichen-
de System (Lohmann et al. Science 285, (1999), Seite 110)
wird auch als "Replikon-Modell" fiir Hepatitis C-Viren be-

zeichnet.

Die eingesetzten dsRNAs weigsen folgende, im Sequenzprotokoll
mit SEQ ID NO:1 bis SEQ ID NO:4 bezeichneten Sequenzen auf:

dsRNAl, welche einer Sequenz aus dem fiir NS3 kodierenden Be-
reich entspricht:
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S2: 57— AGA CAG UCG ACU UCA GCC UGG-3’ (SEQ ID NO: 1)
Sl: 3’'-GG UCU GUC AGC UGA AGU CGG A ~5¢ (SEQ ID NO: 2)

dsRNA2, welche als Negativkontrolle ohne Beziehung zur Se-
quenz von NS3 der Sequenz der Nukleotide 886-909 des Vektors
PEGFP-Cl, Accession Number U55763, NCBI entspricht:

S2: 57— CUA CGU CCA GGA GCG CAC CA UC -3’ (SEQ ID NO: 3)
Sl: 3'- CC GAU GCA GGU CCU CGC GUG GU AG -5’ (SEQ ID NO: 4)

S2 stellt dabei jeweils den Sinn-Strang und S1 den Antisinn-
Strang dar, d.h. die Sequenz des Strangs S2 ist identisch mit
der entsprechenden Sequenz aus dem HCV.

Die HuH-7-Zellen werden in Gegenwart von 1 mg/ml des Antibio-
tikums G418 in Dulbecco’s modifiziertem Eagle’s Medium mit 20
% fotalem Kélberserum kultiviert. Zur Transfektion wurden
80000 Zellen pro Vertiefung (3,5 cm Durchmesser) einer 6-
Well-Platte in 2 ml Medium ausgesdt. Als Transefektionshilfe
wurde "Fugene 6" (Katalog-~Nummer 1814443) der Firma Roche
Diagnostics GmbH, Sandhofer Strasse 116, D-68305 Mannheim
entsprechend der zugehdrigen Arbeitsvorschrift eingesetzt.
Dazu wurden in einem Reaktiongef&f 100 pl serumfreies Medium
(SFM) mit 5 ul Fugene 6-Reagenz gemischt und 5 min bei RT in-
kubiert. In einem weiteren GefiR wurden jeweils 3. ug dsRNA2
(entspricht ca. 0,1 umol/l finale Konzentration dsRNA2), 3 pug
dsRNAL (entspricht ca. 0,1 umol/l finale Konzentration
dsRNAL), 1,5 ug dsRNAL plus 1,5 ug dsRNA2 (entspricht ca.
0,05 umol/l finale Konzentration dsRNAL) oder 300 ng dsRNAL
plus 2,7 pg dsRNA2 (entspricht ca. 0,01 pmol/l finale Konzen-
tration dsRNAl) wvorgelegt. Die Stammkonzentrationen der
dsRNA1l und dsRNA2 betrug jeweils 20 uM {entspricht ca. 300
ng/pl). Das Gemisch aus Fugene 6 und SFM wurde tropfenweise

zu den Nukleins&uren gegeben, mit einer Pipettenspitze vor-
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10

sichtig gemischt und 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Zur
Transfektion wurde der Reaktionsansatz tropfenweise zu den
Zellen gegeben. Jede Transfektion wurde mindestens im Dop-
pelansatz durchgefihrt und in mindestens 2 unabhéngigen Expe-
rimenten verifiziert.

Die Wirkung der dsRNA auf die Replikation des modifizierten
HCV Genoms wurde mittels quantitativer PCR bestimmt. Etwa 36
Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen dazu aufge-
schlossen und die enthaltene RNA mit dem Kit PegGold RNAPure
der Firma PEQLAB Biotechnologie GmbH, Carl-Thiersch-Str. 2 b,
D-91052 Erlangen, Bestell Nummer 30-1010, gemiR Hersteller-
vorschrift isoliert.

Anschlieffend wurden gleiche RWA-Mengen (100-1000 ng) zur Re-
versen Transkription mittels Superscript II der Firma Invi-
trogen GmbH, Technologiepark Karlsruhe, Emmy-Noether Strasse
10, D-76131 Karlsruhe, Katalog-Nummer 18064-014 eingesetzt.
Als Primer wurden 100 pmol 0ligo-dT-Primer bzw. 50 pmol ran-
dom Primer verwendet. 10 pl RNA (100-1000 ng), 0,5 pul Oligo
dT-Primer (100 pmol) und 1 xl random Primer {50 pmol) wurden
10 min bei 70°C inkubiert und dann kurz auf Fis gelagert. An-
schlieBend sind 7 ul Reverse Transkriptase-Mix (4 upl 5 x Puf-
fer; 2 ul 0,1 mol/l DTT; 1 pl je 10mmol/1 &NTP), 1 ul Super-
script IT und 1 pl des Ribonuklease Inhibitors RNAsin® der
Firma Promega GmbH, Schildkrétstr. 15, D-68199 Mannheim zuge-
setzt worden. Das Gemisch ist fiir 10 min bei 25°C, dann fir 1
Stunde bei 42°C und abschlieBend fiir 15 min bei 70°C gehalten
worden.

von gleichen Volumina der gebildeten cDNA wurden im *Light-
Cycler" der Firma Roche Diagnostics CmbH gemdR dem "TagMan" -

Verfahren der Firma PerkinElmer, Ferdinand~Porsche-Ring 17,
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11

D-63110 Rodgau-Jiigesheim, nach Herstellerangaben mittels des
LightCycler Fast Start DNA Master Hybridization Probes

-Kits der Firma Roche Diagnostics GmbH spezifische cDNA-
Mengen quantifiziert. Die Detektion erfolgt tber eine mit dem
Fluorophor 6 -FAM (Carboxyfluorescein) am 5’-Ende und dem
Léschmolekiil TAMRA (Carboxy-tetra-methyl-Rhodamin) am 3 “-Ende
markierte Sonde. Dabei wird das Flourophor mit Licht angeregt
und {ibertrégt die Anregungsenergie auf das in unmittelbarer
Nihe befindliche 3 -seitige Ldschmolekiil. wihrend der jewei-
ligen Extensionsphasen der PCR Reaktion fithrt die 5°-37 Exo-
nukleaseaktivitét der Tag DNA Polymerase zur Hydrolyse der
sonde und damit zur rdumlichen Trennung des Fluorophors vom
Ldschmolekiil. Die Fluoreszenz von 6 -FAM wird immer weniger

geléscht. Sie nimmt daher zu und wird quantitativ erfasst.

Zur Quantifizierung von HCV NS3-cDNA kamen zum Einsatz:

NS3-Sonde: 5'-CAT TGT CGT AGC AAC GGA CGC TCT AAT GAC-3' (SEQ
ID NO 5)

NS3 Primer: 5'-CCT TGA TGT ATC CGT CAT ACC AAC TAG-3' (SEQ ID
NO 6)

NS3 Reverse Primer: 5'-TGA GTC GAA ATC GCC GGT AA-3' (SEQ ID
NO 7)

Weiterhin wurde R2-Mikroglobulin-cDNA als Standard quantifi-
ziert. R2-Mikroglobulin (B2-MG) ist ein konstitutiv in kon-
stanter Menge exprimiertes Protein. Zur Quantifizierung kamen

zum Einsatz:

R2-Microglobulin-Sonde: 5‘'-AAC CGT CAC CTG GGA CCG AGA CAT
GTA-3' (SEQ ID NO 8)
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R2-Microglobulin Primer: 5'-CCG ATG TAT ATG CTT GCA GAG TTA
A-3' (SEQ ID NO 9)

R2-Microglobulin Reverse Primer: 5'-CAG ATG ATT CAG AGC TCC
ATA GA-3' (SEQ ID NO 10)

Die NS3-Sonde und die R2-Microglobulin-Sonde wiesen jeweils
am 5'-Ende eine FAM-Markierung und am 3'-Ende eine TAMRA-

Markierung auf.

Die Menge an HCV NS3-cDNA wurde als Verhdltnis zur Menge von
2-MG-cDNA bestimmt und graphisch in Fig. 1 dargestellt.
"pEGFP" stellt den durch ausschlieRliche Transfektion mit
dsRNAZ (Kontrolle) ermittelten Wert und "HCV 0,1 pmol/Ll",
“HCV 0,05 wmol/Ll" und "HCV 0,01 pmol/l" die durch Transfekti-
on mit jeweils 0,1 pmol/l, 0,05 umol/l und bei 0,01 umol/1
NS3-spezifischer dsRNAL ermittelten Werte dar.

Die Transfektion mit dsRNAl fihrte bei 0,1 pmol/1l, 0,05
umol/1l und bei 0,01 pmol/l finaler Konzentration im Medium zu
einer etwa 60-fachen Hemmung im Vergleich zur Transfektion

mit der unspezifischen Kontrolle dsRNAZ.
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Patentanspriiche

Verwendung einer doppelstrdngigen Ribonukleinsdure
(dsRNA) zur Behandlung einer Infektion mit einem (+)-
Strang-RNA-Virus, wobei ein Strang S1 der dsRNA einen zu
einem Abschnitt des translatierbaren Bereichs des Virus-
genoms zumindest abschnittsweise komplement&ren Bereich

aufweist.

Verwendung eiher doppelstringigen Ribonukleinsdure
(dsRNA) zur Herstellung eines Medikaments zur Behandlung
ciner Infektion mit einem (+)-Strang-RNA-Virus, wobeil ein
Strang S1 der dsRNA einen zu einem Abschnitt des transla-
tierbaren Bereichs des Virusgenoms zumindest abschnitts-

weise komplementdren Bereich aufweist.

Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, wobei das (+)-Strang-
RNA-Virus ein Hepatitis C-Virus (HCV) ist.

Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei
die dsRNA gur Hemmung der Expression eines vom Virusgenom

kodierten Polyproteins geeignet ist.

Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei
die dsRNA zur Hemmung der Expression einer funktionsfdhi-
gen vom Virusgenom kodierten Protease oder Helikase, ins-

besondere der HCV-NS3-Helikase, geeignet ist.

Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobel
der Abschnitt in Ableserichtung der viralen RNA vor oder
in dem fiir eine Helikase, insbesondere die HCV-NS3-~

Helikase, kodierenden Bereich des Virusgenoms angeordnet

ist.

Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei

der komplementdre Bereich weniger als 25, insbesondere 19
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11.

12.

13.

27)

14

bis 24, bevorzugt 20 bis 24, besonders bevorzugt 21 bis
23, insbesondere 22 oder 23, Nukleotide aufweist.

Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei
der Strang S1 weniger als 30, vorzugsweise weniger als
25, besonders vorzugsweise 21 bis 24, insbesondere 23,

Nukleotide aufweist.

Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei
die dsRNA zumindest an einem Ende der dsRNA einen aus 1
bis 4, insbesondere 2 oder 3, Nukleotiden gebildeten ein-

zelstrangigen Uberhang aufweist.

Verwendung nach Anspruch 9, wobei die dsRNA den Uberhang
ausschlieRlich an einem, insbesondere ihrem das 3'-Ende

des Strangs S1 aufweisenden, Ende aufweist.

Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei
die dsRNA neben dem Strang S1 einen Strang S2 aufweist
und der Strang S1 eine Linge von 23 Nukleotiden, der
Strang S2 eine Lénge von 21 Nukleotiden und das 3'-Ende
des Strangs S1 einen aus zwei Nukleotiden gebildeten ein-
zelstréngigen Uberhang aufweist, wéhrend das am 5'-Ende
des Strangs S1 gelegene Ende der dsRNA glatt ausgebildet

ist.

Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei
die dsRNA in einer Zubereitung vorliegt, die zur Inhala-
tion, oralen Aufnahme, Infusion oder Injektion, insbeson-
dere zur intravendsen oder intraperitonealen Infusion

oder Injektion, geeignet ist.

Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei
die Zubereitung, insbesondere ausschlieflich, aus einem
physiologisch vertrdglichen Lésungsmittel, vorzugsweise

einer physiologischen Kochsalzlésung oder einem physiolo-
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15

gisch vertrédglichen Puffer, insbesondere einer phosphat-

gepufferten Salzldsung, und der dsRNA besteht.

14. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei

15.

16.

17.

18.

19.

die dsRNA in einer physiologisch vertr&glichen Ldsung,
insbesondere einem physiologisch vertrédglichen Puffer
oder einer physiologischen Kochsalzlésung, oder von einer
micellaren Struktur, vorzugsweise einem Liposom, einem
Virus-Kapgid, einem Kapsoid oder einer polymeren Nano-
oder Mikrokapsel umschlossen oder an einer polymeren

Nano- oder Mikrokapsel gebunden vorliegt.

Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriche, wobei
die dsRNA in einer Dosierung von héchstens 5 mg, insbe-
sondere hochstens 2,5 mg, bevorzugt hdchstens 200 ug, be-
sonders bevorzugt héchstens 100 pg, vorzugsweise hoch-
stens 50 ug, insbesondere héchstens 25 ug, pro kg Kérper-

gewicht und Tag verwendet wird.

Medikament zur Behandlung einer Infektion mit einem (+)-
Strang-RNA-Virus, wobei das Medikament eine doppelstrén-
gige Ribonukleinsdure (dsRNA) enthdlt, deren einer Strang
S1 einen zu einem Abschnitt des translatierbaren Bereichs
des Virusgenoms zumindest abschnittsweise komplementdren

Bereich aufweist.

Medikament nach Anspruch 16, wobei das (+)-Strang-RNA-
Virus ein Hepatitis C-Virus (HCV) ist.

Medikament nach Anspruch 16 oder 17, wobei die dsRNA zur
Hemmung der Expression eines vom Virusgenom kodierten Po-

lyproteins geeignet ist.

Medikament nach einem der Anspriiche 16 bis 18, wobei die
dSRNA zur Hemmung der Expression einer funktionsfghigen
vom Virusgenom kodierten Protease oder Helikase, insbe-

sondere der HCV-NS3-Helikase, geeignet ist.
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22.

23.

24,

25.

26.

(29)

16

Medikament nach einem der Anspriiche 16 bis 19, wobei der
Abschnitt in Ableserichtung der viralen RNA vor oder in
dem fiir eine Helikase, insbesondere die HCV-NS3-Helikase,
kodierenden Bereich des Virusgenoms angeordnet ist.

Medikament nach einem der Anspriiche 16 bis 20, wobei der
komplementdre Bereich weniger als 25, insbesondere 19 bis
24, bevorzugt 20 bis 24, besonders bevorzugt 21 bis 23,

insbesondere 22 oder 23, Nukleotide aufweist.

Medikament nach einem der Anspriiche 16 bis 21, wobei der
Strang S1 weniger als 30, vorzugsweise weniger als 25,
besonders vorzugsweise 21 bis 24, insbesondere 23, Nu-

kleotide aufweist.

Medikament nach einem der Anspriiche 16 bis 22, wobei die
dsRNA zumindest an einem Ende der dsRNA einen aus 1 bis
4, insbesondere 2 oder 3, Nukleotiden gebildeten einzel-

stréngigen Uberhang aufweist.

Medikament nach Anspruch 23, wobei die dsRNA den Uberhang
ausschlieflich an einem, insbesondere ihrem das 3'-Ende

des Strangs S1 aufweisenden, Ende aufweist.

Medikament nach einem der Anspriiche 16 bis 24, wobei die
dsRNA neben dem Strang S1 einen Strang S2 aufweist und
der Strang S1 eine Linge von 23 Nukleotiden, der. Strang
S2 eine Ldnge von 21 Nukleotiden und das 3'-Ende des
Strangs S1 einen aus zwel Nukleotiden gebildeten einzel-
stré&ngigen Uberhang aufweist, wdhrend das am 5'-Ende des
Strangs S1 gelegene Ende der dsRNA glatt ausgebildet ist.

Medikament nach einem der Anspriiche 16 bis 25, wobei das
Medikament eine Zubereitung aufweist, die zur Inhalation,
oralen Aufnahme, Infusion oder Injektion, insbesondere

zur intravendsen oder intraperitonealen Infusion oder In-

jektion, geeignet ist.
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28.

29.

30.

31.

32.
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17

Medikament nach Anspruch 26, wobei die Zubereitung, ins-
begsondere ausschlieflich, aus einem physiologisch ver-
traglichen Lésungsmittel, vorzugsweise einer physiologi-
schen Kochsalzlosung oder einem physiologisch vertrigli-
chen Puffer, insbesondere einer phosphatgepufferten Salz-
ldsung, und der dsRNA besteht.

Medikament nach einem der Anspriiche 16 bis 27, wobei die
dSRNA in dem Medikament in einer Lésung, insbesondere ei-
nem physiologisch vertraglichen Puffer oder einer physio-
logischen Kochsalzldsung, oder von einer micellaren

Struktur, vorzugsweise einem Liposom, einem Virus-Kapsid,
einem Kapsoid oder einer polymeren Nano- oder Mikrokapsel
umschlossen oder an einer polymeren Nano- oder Mikrokap-

sel gebunden vorliegt.

Medikament nach einem der Anspriiche 16 bis 28, wobei das
Medikament in mindestens einer Verabreichungseinheit vor-
liegt, welche die dsRNA in einer Menge enthdlt, die eine
Dosierung von hoéchstens 5 mg, insbesondere héchstens 2,5
mg, bevorzugt héchstens 200 ug, besonders bevorzugt héch-
stens 100 pg, vorzugsweise héchstens 50 upg, insbesondere
héchstens 25 ug, pro kg Kérpergewicht und Tag erméglicht.

vVerfahren zur Hemmung der Replikation eines (+)-Strang-
RNA-Virus in einer Zelle, wobei mindestens eine doppel-
stréngige Ribonukleinsdure (dsRNA) in die Zelle einge-
fiihrt wird und wobei ein Strang S1 der dsRNA einen zu ei-
nem Abschnitt des translatierbaren Bereichs des Virusge-
noms zumindest abschnittsweise komplementéren Bereich

aufweist.

Verfahren nach Anspruch 30, wobei das (+)-Strang-RNA-
Virus ein Hepatitis C-Virus ist.

vVerfahren nach Anspruch 30 oder 31, wobei die Expression

eines vom Virusgenom kodierten Polyproteins gehemmt wird.

JP 2005-506087 A 2005.3.3
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verfahren nach einem der Anspriiche 30 bis 32, wobei die
Expression einer funktionsféhigen vom Virusgenom kodier-
ten Protease oder Helikase, insbesondere der HCV-NS3-

Helikase, gehemmt wird.

Verfahren nach Anspruch 33, wobei der Abschnitt in Able-
serichtung der viralen RNA vor oder in dem fiir eine Heli-
kase, insbesondere die HCV-NS3-Helikase, kodierenden Be-

reich des Virusgenoms angeordnet ist.

Verfahren nach einem der Anspriiche 30 bis 34, wobei der
komplementédre Bereich weniger als 25, insbesondere 19 bis
24, bevorzugt 20 bis 24, besonders bevorzugt 21 bis 23,
insbegondere 22 oder 23, Nukleotide aufweist.

Verfahren nach einem der Anspriiche 30 bis 35, wobei der
Strang S1 weniger als 30, vorzugsweise weniger als 25,
besonders vorzugsweise 21 bis 24, insbesondere 23, Nu-

kleotide aufweist.

Verfahren nach einem der Anspriiche 30 bis 36, wobei die
dsRNA zumindest an einem Ende der dsRNA einen aus 1 bis
4, insbesondere 2 oder 3, Nukleotiden gebildeten einzel-

stréngigen Uberhang aufweist.

Verfahren nach Anspruch 37, wobei die dsRNA den Uberhang
ausschlieRlich an einem, insbesondere ihrem das 3'-Ende

des Strangs S1 aufweisenden, Ende aufweist.

Verfahren nach einem der Anspriiche 30 bis 38, wobei die
dsRNA neben dem Strang S1 einen Strang S2 aufweist und
der Strang S1 eine Linge von 23 Nukleotiden, der Strang
S2 eine L&nge von 21 Nukleotiden und das 3'-Ende des
Strangs S1 einen aus zwel Nukleotiden gebildeten einzel-
strangigen Uberhang aufweist, wihrend das am 5'-Ende des
strangs S1 gelegene Ende der dsRNA glatt ausgebildet ist.

JP 2005-506087 A 2005.3.3
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Verfahren nach einem der Anspriiche 30 bis 39, wobei die
dsRNA in einer Lésung, insbesondere einem physiologisch
vertréglichen Puffer oder einer physiologischen Kochsalz-
lésung, oder von einer micellaren Struktur, vorzugswelse
einem Liposom, einem Virus-Kapsid, einem Kapsoid oder ei-
ner polymeren Nano- oder Mikrokapsel umschlossen oder an

einer polymeren Nano- oder Mikrokapsel gebunden vorliegt.

Doppelstrdngige Ribonukleinsdure (dsRNA), deren einer
Strang Sl einen zu einem Abschnitt des translatierbaren
Bereichs des Genoms eines (+)-Strang-RNA-Virus zumindest

abschnittsweise komplementdren Bereich aufweist.

DsRNA nach Anspruch 41, wobel das (+)-Strang-RNA-Virus
ein Hepatitis C-Virus (HCV) ist.

DsRNA nach Anspruch 41 oder 42, wobel die dsRNA zur Hem-
mung der Expression eines vom Virusgenom kodierten Poly-

proteins geeignet ist.

DsSRNA nach einem der Anspriiche 41 bis 43, wobei die dsRNA
zur Hemmung der Expression einer funktionsfihigen vom Vi-
rusgenom kodierten Protease oder Helikase, insbesondere
der HCV-NS3-Helikase, geeignet ist.

DsRNA nach einem der Anspriiche 41 bis 44, wobel der Ab-
schnitt in Ableserichtung der viralen RNA vor oder in dem
flir eine Helikase, insbesondere die HCV-NS3-Helikase, ko-
dierenden Bereich des Virusgenoms angeordnet ist.

DsRNA nach einem der Anspriiche 41 bis 45, wobei der kom-
plementdre Bereich weniger als 25, insbesondere 19 bis
24, bevorzugt 20 bis 24, besonders bevorzugt 21 bis 23,
insbesondere 22 oder 23, Nukleotide aufweist.

DsRNA nach einem der Anspriiche 41 bis 46, wobei der
Strang S1 weniger als 30, vorzugsweise weniger als 25,

JP 2005-506087 A 2005.3.3
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besonders vorzugsweise 21 bis 24, insbesondere 23, Nu-

kleotide aufweist.

DsSRNA nach einem der Anspriiche 41 bis 47, wobei die dsRNA
zumindest an einem Ende der dsRNA einen aus 1 bis 4, ins-
besondere 2 oder 3, Nukleotiden gebildeten einzelstrdngi-

gen Uberhang aufweist.

DsSRNA nach Anspruch 48, wobei die dsRNA den Uberhang aus-
schlieRlich an einem, insbesondere ihrem das 3'-Ende des

Strangs S1 aufweisenden, Ende aufweist.

DsRNA nach einem der Anspriiche 41 bis 49, wobel die dsRNA
neben dem Strang S1 einen Strang S2 aufweist und der
Strang S1 eine Lange von 23 Nukleotiden, der Strang S2
eine Linge von 21 Nukleotiden und das 3'-Ende des Strangs
Sl einen aus zwei Nukleotiden gebildeten einzelstréngigen
Uberhang aufweist, wihrend das am 5'-Ende des Strangs Sl
gelegene Ende der dsRNA glatt ausgebildet ist.

DsSRNA nach einem der Anspriiche 41 bis 50, wobei die dsRNA
in einer Zubereitung vorliegt, die zur Inhalation, oralen
Aufnahme, Infusion oder Injektion, insbesondere zur in-
travendsen oder intraperitonealen Infusion oder Injekti-

on, geeignet ist.

DSRNA nach Anspruch 51, wobei die Zubereitung, insbeson-
dere ausschlieflich, aus einem physiologisch vertrégli-
chen Lésungsmittel, vorzugsweise einer physiologischen
Kochsalzlésung oder einem physiologisch vertréglichen
puffer, insbesondere einer phosphatgepufferten Salzld-
sung, und der dsRNA besteht.

DsRNA nach einem der Anspriiche 41 bis 52, wobei die dsRNA
in einer Ldésung, insbesondere einem physiologisch ver-
tréglichen Puffer oder einer physiologischen Kochsalzl&-—

sung, oder von einer micellaren Struktur, vorzugsweise

JP 2005-506087 A 2005.3.3
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einem Liposom, einem Virus-Kapsid, einem Kapsoid oder ei-
ner polymeren Nano- oder Mikrokapsel umschlossen oder an

einer polymeren Nano- oder Mikrokapsel gebunden vorliegt.

JP 2005-506087 A 2005.3.3
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SEQUENZPROTOKOLL

<110> Ribopharma AG

(36)

<120> Verwendung einer doppelstringigen Ribonukleinsdure zur

Behandlung einer Infektion mit einem
(+) -Strang~-RNA-Virus

<130> 422328EH

<140>
<1l41>

<160> 10
<170> PatentIn Ver. 2.1

<210> 1

<211> 21

<212> RNA

<213> Hepatitis C virus

<400> 1
agacagucga cuucagccuyg g

<210> 2

<211> 21

<212> RNA

<213> Hepatitis C virus

<400> 2
aggcugaagu cgacugucuy g

<210> 3

<211> 22

<212> RNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:

<400> 3
cuacguccag gagegcacca uc

<210> ¢

<211> 24

<212> RNA

<213> Rinstliche Sequenz

<220>

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:

<400> 4
gauggugege uccuggacgu agec

<210> 5
<21l> 30

Vektor

Vektor

21

21

22

24
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<212> DNA

<213> Hepatitis C virus

<400> 5

cattgtcgta gecaacggacg ctctaatgac

<210> 6
<211> 27
<212> DNA

<213> Hepatitis C virus

<400> 6
ccttgatgta

<210> 7
<211> 20
<212> DNA

tecgteatace caactag

<213> Hepatitis C virus

<400> 7
tgagtcgaaa

<210> 8
<21l> 27
<212> DNA
<213> Homo

<400> 8
aaccgtcace

<210> 9
<211> 25
<212> DNA
<213> Homo

<400> 9
ccgatgtata

<210> 10
<211> 23
<212> DNA
<213> Homo

<400> 10
cagatgattc

tegecggtaa

sapiens

tgggaccgag acatgta

sapiens

tgettgeaga gttaa

sapiens

agagctccat aga

Q7

30

27

20
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25
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Red documenl refermg to an oral dlsclosurs use, exhibiion or documenl is combined with one or more other such docu—
other menis. such combinafion being obviousto a person skitled
P dou:menl publlshad prior to the international filing dile but
later then the priority date claimed & ducumsn! mamber of the same palent family
Date of the actual complefion of ihe international search Dale of malling of tha Internatlonal search reporl
11 March 2003 27/03/2003
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3. Claims Nos.:
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This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows:
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT PCT/EP 02/11973

Feld |

Bemerkungen zu den Anspriichen, die sich als nicht recherchiarbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1

GemaB Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden Griinden flir bestimmte Anspriiche keln Recherchenbericht erstellt:

2]

s []

Anspriiche Nr.

weil sie sich auf Gegenstinde beziehen, zu deren Recherche die Behiirde nicht vempflichtet ist, namlich

Obwoh1 die Anspriche 1-15 und 30-40 sich auf ein Verfahren zur Behandlung des
menschlichen/tierischen Kdrpers beziehen, wurde die Recherche durchgeflhrt und
griindete sich auf die angeflihrten mrkungen der Verbindung/Zusammensetzung.

Ansprlk:he NI,
weil sie sich auf Telle der intemationalen Anmeldung beziehen, die den vor 1 50 wenig
de eine sinnvolle | werden kann, namlich

Anspriiche Nr.
well @5 aich dabel um abh&ngi pri handelt, die nicht Satz 2und 8 der Regel 6.4 a) abgefaBt sind.

Feld Il

Bemerkungen bei Einhsitli it der Erfindung (F von Punkt 3 auf Blati 1)

Die internationale Recherchenbehdrde hat festgestellt, dan diese internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthéit

1.]:‘
[

3.]:‘

Da der Anmelder alle PRecherct
i aufalle

1 rechizeitig entrichiet hat, erstreckt sich dieser

Da fir alle rechsrchierbaren Anspriiche die Recherche ohne einen Arbeltsaufwand durchgefiihrt werden konnte, der eine
Atz Uhr héitts, hat die Behérds nicht zur Zahlung siner solchen Gebuihr aufgefordert.

Da der Anmelder nur einige der al R rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser
internationale Recherchenbericht nur auf dle Anspriiche, flir die Gebiihren enfrichtet worden sind, namiich auf
Anspriiche Nr.

Der Anmelder hat die er i nicht rechizeitig entrichtet. Der internatianale Recher—
chenberlcht baschrankt sich daher auf die In den Ansprilchen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist In folgenden Anspriichen er-
faBt:

i ich eines Wi ne [ e ichen Geblhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahit.

D Die Zahlung zuséizlicher Rect \ erfolgte ohne

Farmblatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 1 {1))(Juli 1998)
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