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Medikament zur Behandlung eines Pankreaskarzinoms

Die Erfindung betrifft ein Medikament und eine Verwendung zur
Behandlung eines Pankreaskarzinoms sowie eine Verwendung zur

Herstellung eines solchen Medikaments.

Das Pankreaskarzinom bzw. Adenokarzinom des Pankreas gehort
zu den Karzinomen mit den schlechtesten Prognosen. Uber die
Ursachen der Entstehung des Pankreaskarzinoms ist wenig be-
kannt. Eine ausreichend erfolgreiche Therapie existiert bis-
her nicht. Neben anderen genetischen Verdnderungen weisen die
Zellen des Pankreaskarzinoms hiufig eine Mutation im K-ras-
Gen auf. Mutationen wurden dabei vor allem in den Codons 12,
13 und 61 nachgewiesen. Das K-ras-Gen ist ein Proto-Onkogen,
welches fiir das GTP-bindende Protein K-ras kodiert. K-ras ist
auf der zytoplasmatischen Seite der Plasmamembran von Zellen
lokalisiert und mit Rezeptor-Tyrosin-Kinasen assoziiert. Bin-
dung von GTP aktiviert K-ras. Die Inaktivierung erfolgt durch
hydrolytische Abspaltung eines Phosphatrests vom gebundenen
GTP. Durch Freisetzen des dabei gebildeten GDPs und erneutem
Binden von GTP kann K-ras wieder aktiviert werden. Die ge-
nannten Mutationen koénnen zu einem Austausch einer Aminosédure
in K-ras und dadurch zu dessen permanenter Aktivierung fiih-
ren. Die Aktivierung von K-ras aktiviert unter anderem Prote-

in-Kinase C.

Aus der DE 101 00 586 Cl1 ist ein Verfahren zur Hemmung der
Expression eines Zielgens in einer Zelle bekannt, bei dem ein
Oligoribonukleotid mit doppelstrédngiger Struktur in die zZelle
eingefiihrt wird. Ein Strang der doppelstringigen Struktur ist
dabei komplementdr zum Zielgen. Das der Hemmung zu Grunde
liegende Prinzip wird inzwischen als RNA-Interferenz bezeich-

net.

BESTATIGUNGSKOPIE

JP 2005-506385 A 2005.3.3
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Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, die Nachteile nach
dem Stand der Technik zu beseitigen. Es soll insbesondere ein
wirksames Medikament und eine Verwendung zur Behandlung eines
Pankreaskarzinoms bereitgestellt werden. Weiterhin soll eine
Verwendung zur Herstellung eines solchen Medikaments bereit-
gestellt werden.

Diese Aufgabe wird durch die Merkmale der Anspriiche 1, 19 und
20 geldst. Vorteilhafte Ausgestaltungen ergeben sich aus den
Merkmalen der Anspriiche 2 bis 18 und 21 bis 38.

Erfindungsgemdf ist ein Medikament zur Behandlung eines, ins-
besondere humanen, Pankreaskarzinoms vorgesehen, wobei das
Medikament eine zu einer Hemmung der Expression eines K-ras-
Gens mittels RNA-Interferenz geeignete doppelstréngige Ribo-
nukleinsidure (dsRNA) enth&lt. Eine dsRNA liegt vor, wenn die
aus einem oder zwei Ribonukleinsdure-Stré&ngen bestehende Ri-
bonukleinsiure eine doppelstringige Struktur aufweist. Nicht
alle Nukleotide der dsRNA missen kanonische Watson-Crick-
Basenpaarungen aufweisen. Insbesondere einzelne nicht komple-
mentdre Basenpaare beeintrichtigen die Wirksamkeit kaum oder
gar nicht. Die maximal m&gliche Zahl der Basenpaare ist die
zahl der Nukleotide in dem kiirzesten in der dsRNA enthaltenen
Strang.

Das Medikament kann die dsRNA in einer zu der Hemmung der Ex-
pression des K-ras-Gens in dem Pankreaskarzinom ausreichenden
Menge enthalten. Das Medikament kann auch so konzipiert sein,
dass mehrere Einheiten des Medikaments zusammen die ausrei-
chende Menge in der Summe enthalten. Die ausreichende Menge
héngt von der Verabreichungsform ab. Zur Ermittlung einer
ausreichenden Menge kann die dsRNA in steigenden Mengen bzw.
Dosierungen verabreicht werden. Danach kann an einer aus dem
Pankreaskarzinom entnommenen Gewebeprobe mit bekannten Metho-
den ermittelt werden, ob bei dieser Menge eine Hemmung der

JP 2005-506385 A 2005.3.3
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Expression des K-ras-Gens eingetreten ist. Bei den Methoden
kann es sich z.B. um molekularbiologische, biochemische oder

immunologische Methoden handein.

tiberraschenderweise hat sich gezeigt, dass durch die Behand-
lung mittels dsRNA, welche gezielt die Expression des K-ras-
Gens hemmen kann, die Proliferation von Pankreaskarzinomzel-
len gehemmt und sogar die Zahl vitaler Tumorzellen reduziert
werden kann. Erstaunlicherweise bleibt das Proliferationsver-
halten nicht maligner Zellen weit gehend unbeeinflusst wvon
einer solchen Behandlung. Das Medikament kann eine Steigerung
der Apoptose-Rate in den Zellen des Pankreaskarzinoms bewir-
ken. In vivo ist es durch ein solches Medikament méglich, das

Wachstum eines Pankreastumors effektiv zu hemmen.

Das K-ras-Gen kann derart mutiert sein, dass dadurch eine
permanente Aktivierung von K-ras bewirkt wird. Die Hemmung
der Expression eines solchen Gens durch das erfindungsgemiiie
Medikament bewirkt eine besonders effektive Hemmung des
Wachstums des Pankreaskarzinoms. Das K-ras-Gen kann dabei in
den Codons 12, 13 oder 61 mutiert sein. Im mutierten K-ras-
Gen kann das Codon 12 fiir Arginin, Serin, Alanin, Valin, Cy-
stein oder Asparaginsdure, das Codon 13 fiir Asparaginsdure
oder das Codon 61 fiir Histidin oder Leucin kodieren. Im Wild-
typ des K-ras-Gens kodiert das Codon 12 und das Codon 13 je-
weils fir Glycin und das Codon 61 fir Glutaminsdure.

Vorzugsweise weist ein Strang S1 der dsRNA einen zum K-ras-
Gen zumindest abschnittsweise komplementdren, insbesondere
aus weniger als 25 aufeinander folgenden Nukleotiden beste-
henden, Bereich auf. Eine solche dsRNA ist besonders gut zur
Hemmung der Expression des K-ras-Gens geeignet. Unter dem "K-
ras-Gen" wird der DNA-Strang der doppelstréngigen fiir K-ras
kodierenden DNA in der Tumorzelle verstanden, welcher komple-

mentdr zu einem bei der Transkription' als Matrize dienenden

JP 2005-506385 A 2005.3.3
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4

DNA-Strang einschlieflich aller transkribierten Bereiche ist.
Bei dem K-ras-Gen handelt es sich also im Allgemeinen um den
Sinn-Strang. Der Strang S1 kann somit komplementdr zu einem
bei der Expression des K-ras-Gens gebildeten RNA-Transkript
oder dessen Prozessierungsprodukt, wie z.B. einer mRNA, sein.

Der komplementére Bereich der AsRNA kann 12 bis 24, bevorzugt
20 bis 24, besonders bevorzugt 21 bis 23, insbesondere 22
oder 23, Nukleotide aufweisen. Eine dsRNA mit dieser Struktur
ist besonders effizient in der Inhibition des K-ras-Gens. Der
Strang S1 der dsRNA kann weniger als 30, vorzugsweise weniger
als 25, bescnders vorzugsweise 21 bis 24, insbesondere 23,
Nukleotide aufweisen. Die Zahl dieser Nukleotide ist zugleich
die Zahl der in der dsRNA maximal moglichen Basenpaare. Eine
solche dsRNA ist intrazellulir besonders bestindig.

Als besonders vorteilhaft hat es sich erwiesen, wenn zumin-
dest ein Ende der dsRNA einen aus 1 bis 4, insbesondere 2
oder 3, Nukleotiden gebildeten einzelstréngigen Uberhang auf-
weist. Eine solche dsRNA weist gegenilber einer dJdsRNA ohne
einzelstréngige Uberhidnge an mindestens einem Ende eine bes-
sere Wirksamkeit bei der Hemmung der Expression des K-ras-—
Gens auf. Ein Ende ist dabei ein Bereich der dsRNA, in wel-
chem ein 5'- und ein 3'-Strangende vorliegen. Eine nur aus
dem Strang S1 bestehende dsRNA weist demnach eine Schleifen-
struktur und nur ein Ende auf. Eine aus dem Strang S1 und ei-
nem Strang S2 gebildete dsRNA weist zweli Enden auf. Ein Ende
wird dabei jeweils von einem auf dem Strang S1 und einem auf

dem Strang S2 liegenden Strangende gebildet.

Vorzugsweise befindet sich der einzelstringige Uberhang am
3'-Ende des Strangs S1. Diese Lokalisation des einzelstréngi-
gen Uberhangs fithrt zu einer weiteren Steigerung der Effizi-

enz des Medikaments. In einem Ausfilhrungsbeispiel weist die

JP 2005-506385 A 2005.3.3
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dsRNA nur an einem, insbesondere dem am 3‘-Ende des Strangs
S1 gelegenen, Ende einen einzelstringigen Uberhang auf. Das
andere Ende ist bei einer zwei Enden aufweisenden dsRNA
glatt, d.h. obhne Uberhinge, ausgebildet. Eine solche dsRNA
hat sich sowohl in verschiedenen Zellkulturmedien als auch in

Blut und Serum als besonders bestindig erwiesen.

Vorzugsweise weist die dsRNA neben dem Strang S1 einen Strang
S2 auf, d.h. sie ist aus zwei Einzelstringen gebildet. Beson-
ders wirksam ist das Medikament, wenn der Strang S1 (Anti-
sinn-Strang) eine L&énge von 23 Nukleotiden, der Strang S2 ei-
ne La&nge von 21 Nukleotiden und dag 3'-Ende des Strangs S1
einen aus zweli Nukleotiden gebildeten einzelstréngigen Uber-
hang aufweist. Das am 5'-Ende des Strangs S1 gelegene Ende
der dsRNA ist dabei glatt ausgebildet. Der Strang S1 kann zum
primiren oder prozessierten RNA-Transkript des K-ras-Gens
komplementdr sein. Vorzugsweise besteht die dsRNA aus denm
Strang S2 mit der Seguenz SEQ ID NO: 1 und dem Strang S1 mit
der Sequenz SEQ ID NO: 2 oder dem Strang S2 mit der Sequenz
SEQ ID NO: 3 und dem Strang S1 mit der Sequenz SEQ ID NO: 4
oder dem Strang S2 mit der Sequenz SEQ ID NO: 5 und dem
Strang S1 mit der Sequenz SEQ ID NO: 6 gemdR dem anliegenden
Sequenzprotokoll. Eine solche dsRNA ist in der Hemmung der
Expression des K-ras-Gens besonders wirksam.

Die dsRNA kann in dem Medikament in einer Lésung, insbesonde-
re einem physiologisch vertr&glichen Puffer oder einer phy-
siologischen Kochsalzldsung, von einer micellaren Struktur,
vorzugsweise einem Liposom, einem Kapsid, einem Kapsoid oder
einer polymeren Nano- oder Mikrokapsel umschlossen oder an
einer polymeren Nano- oder Mikrokapsel gebunden vorliegen.
Der physiologisch vertrégliche Puffer kann eine phosphatge-
pufferte Salzlésung sein. Eine micellare Struktur, ein Kap-
sid, ein Xapsoid oder eine polymere Nano- oder Mikrokapsel
kann die Aufnahme der dsRNA in die Tumorzellen erleichtern.

JP 2005-506385 A 2005.3.3
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Die polymere Nano- oder Mikrokapsel besteht aus mindestens
einem biologisch abbaubaren Polymer, z.B. Polybutylcyanoacry-
lat. Die polymere Nano- oder Mikrokapsel kann darin enthalte-
ne oder daran gebundene dsRNA im Xorper transportieren und

freisetzen.

Das Medikament kann eine Zubereitung aufweisen, die zur Inha-
lation, oralen Aufnahme, Infusion oder Injektion, insbesonde-
re zur intravendsen, intraperitonealen oder intratumoralen
Infusion oder Injektion, geeignet ist. Eine zur Inhalatiom,
Infusion oder Injektion geeignete Zubereitung kann im ein-
fachsten Fall aus einem physiologisch vertréglichen Lésungs-—
mittel, vorzugsweise einer physiologischen Kochsalzl&sung
oder einem physiologisch vertrdglichen Puffer, insbesondere
einer phosphatgepufferten Salzlésung, und der dsRNA bestehen.
Es hat sich n&mlich tberraschenderweise herausgestellt, dass
eine lediglich in einem solchen L&sungsmittel oder einem sol-
chen Puffer geléste und verabreichte dsRNA von den Tumorzel-
len aufgenommen wird und die Expression des K-ras-Gens hemmt,
ohne dass die dsRNA dazu in einem besonderen Vehikel verpackt
sein muss.

Vorzugsweise liegt das Medikament in mindestens einer Verab-
reichungseinheit vor, welche die dsRNA in einer Menge
enthédlt, die eine Dosierung von hdchstens 5 mg, insbesondere
héchstens 2,5 mg, bevorzugt héchstens 200 ug, besonders be-
vorzugt hdéchstens 100 upg, vorzugsweise hochstens 50 ug, ins-
besondere héchstens 25 ug, pro kg Kérpergewicht und Tag er-
méglicht. Es hat es sich ndmlich gezeigt, dass die dsRNA be-
reits in dieser Dosierung eine ausgezeichnete Effektivitdt in

der Hemmung der Expression des K-ras-Gens aufweist. Die Ver-

-abreichungseinheit kann fiir eine einmalige Verabreichung bzw.

Einnahme pro Tag konzipiert sein. Dann ist die gesamte Tages-
dosis in einer Verabreichungseinheit enthalten. Ist die Ver-
abreichungseinheit fiir eine mehrmalige Verabreichung bzw.

JP 2005-506385 A 2005.3.3
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Einnahme 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 fiir mehrere Tage
konzipiert sein, =z. B. indem die dsRNA {iber mehrere Tage
freigesetzt wird. Die Verabreichungseinheit enthdlt dann ein

entsprechend Mehrfaches der Tagesdosis.

Erfindungsgemdf ist weiterhin die Verwendung einer zur Hem-
mung der Expression eines K-ras-Gens mittels RNA-Interferenz
geeigneten doppelstréngigen Ribonukleinsdure zur Herstellung
eines Medikaments zur Behandlung eines Pankreaskarzinoms vor-
gesehen. Weiterhin ist erfindungsgemdf die Verwendung einer
zur Hemmung der Expression eines K-ras-Gens mittels RNA-
Interferenz geeigneten doppelstréngigen Ribonukleinsdure zur

Behandlung eines Pankreaskarzinoms vorgesehen.

Wegen der vorteilhaften Ausgestaltung der erfindungsgeméfen
Verwendungen wird auf die vorangegangenen Ausfihrungen ver-

wiesen.

Die Erfindung wird nachfolgend anhand der Zeichnungen beil-
spielhaft erl&utert. Als Abkiirzung der Konzentrationsangabe

"mol/1l" wird dabei "M" verwendet. Es zeigen:

Fig. 1 die prozentuale Apoptose-Rate von humanen Pankreas-
karzinomzellen YAP C in Abhingigkeit von der Inku-
pationszeit nach Transfektion mit einer zu einer
ersten Sequenz aus dem humanen K-ras-Gen komplemen-
tiren dsRNA,

Fig. 2 die Anzahl vitaler Zellen nach Transfektion mit ei-
ner dsRNA und

JP 2005-506385 A 2005.3.3
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Fig. 3 das Volumen subkutan implantierter humaner Pan-

kreasadenokarzinome in NMRI-M&usen.

Die eingesetzten doppelstréngigen Oligoribonukleotide weisen
folgende, im Sequenzprotokoll mit SEQ ID NO:1 bis SEQ ID NO:8

bezgeichneten, Sequenzen auf:

KRAS1, welche zu einer eine erste Punktmutation im Codon 12
aufweisenden Sequenz aus dem humanen K-ras-Gen in YAP C-

Zellen komplement&r ist:

S2: 5'- agu ugg agc ugu ugg cgu agg-3' (SEQ ID NO: 1)
Si: 3'-ca uca acc ucg aca acc geca ucc-5' (SEQ ID NO: 2)

KRASL', welche zu einer eine erste Punktmutation im Codon 12
aufweisenden Sequenz aus dem humanen K-ras-Gen in einem huma-
nen subkutan in NMRI-M&usen implantierten Pankreasadenokarzi-

nom komplementdr ist:

S2: 5'- agu ugg agc uga ugg cgu agg-3' (SEQ ID NO: 3)
S1: 3'-ca uca acc ucg acu acc gceca ucc-5' (SEQ ID NO: 4)

KRAS2, welche zu der Wildtyp-Sequenz aus dem humanen K-ras-

Gen komplementdr ist:

$2: 5°'- agu ugg agc ugg ugg cgu agg-3' (SEQ ID NO: 5)
Sl: 3'- ca uca acc ucg acc acc gca ucc-5' (SEQ ID NO: 6)

NEO, welche zu einer Sequenz aus dem Neomycin-Resistenz-Gen
komplementdr ist:

S2: 5'- ¢ aag gau gag gau cgu uuc gca-3' (SEQ ID NO: 7)
Sl: 3'-ucu guc cua cuc cua gca aag cg —-5' (SEQ ID NO: 8)

JP

2005-506385 A 2005.3.3



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 |

10

15

20

25

30

(20)

WO 03/035870 PCT/EP02/11970

Zellen der humanen Pankreaskarzinomzellinie YAP C, welche un-
ter der Nr. ACC 382 von der Deutschen Sammlung von Mikroorga-
nismen und Zellkulturen, Braunschweig bezogen werden kénnen,
wurden unter konstanten Bedingungen bei 37°C, 5% COp; in RPMI
1640-Medium (Fa. Biochrom, Berlin) mit 10% foétalem Kélberse-
rum (FKS) und 100 pg/ml Penicillin/Streptomycin kultiviert.

Die Transfektionen wurden in einer 6-Well-Platte mit Oligo-
fectamine (Fa. Invitrogen, Karlsruhe) durchgefithrt. Pro Well
wurden 150 000 Zellen ausgesetzt. Die Transfektion der dop-
pelstréngigen Oligoribonukleotide wurde nach dem von Invitro-
gen fiir Oligofectamine empfohlenen Protokoll durchgefiihrt
(Angaben beziehen sich auf eine Vertiefung bzw. ein Well ei-

ner 6-Well-Platte):

10 pl des doppelstridngigen Oligoribonukleotids (0,1 - 10 uM)
wurden mit 175 pl Zellkulturmedium ohne Zusétze verdinnt. 3
ul Oligofectamine wurden mit 12 pl Zellkulturmedium ohne Zu-
sitze verdinnt und 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Das so verdinnte Oligofectamine wurde zu den bereits verdinn-
ten doppelstrangigen Oligoribonukleotiden gegeben, gemischt
und 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. In dieser Zeit
wurden die zu transfizierenden Zellen einmal mit Zellkultur-
medium ohne Zusdtze gewaschen und 800 ul frisches Zellkultur-
medium zugegeben. Danach wurden pro Well 200 pl des beschrie-
benen Oligofectamine-dsRNA-Gemisches zugegeben, so dass das
Endvolumen fiir die Transfektion 1000 pl betrug. Hierdurch er-
gibt sich eine Endkonzentration der doppelstréngigen Oligori-

bonukleotide von 1-100 nM. Der Transfektionsansatz wurde vier

Stunden bei 37°C bebriitet. Danach wurden pro Well 500 nl

zellkulturmedium mit 30% FKS zugegeben, so dass die Endkon-
zentration an FKS 10% betrug. Dieser Ansatz wurde fiir 24 bis
120 Stunden bei 37°C inkubiert.

JP 2005-506385 A 2005.3.3
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Zur Bestimmung der Appoptose-~Rate wurden die Uberstidnde nach
der Inkubation gesammelt, die Zellen mit phosphatgepufferter
Salzlésung (PBS) gewaschen, mittels Trypsin abgeldst und 10
Minuten mit 100 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verwor-
fen und das Pellet mit hypotoner Propidiumjodididsung 30 Mi-
nuten bei 4°C im Dunkeln inkubiert. Die Analyse erfolgte
durchflusszytometrisch im Fluoreszenz-unterstittzten Zellsor-
tierer FACSCalibur (Fa. BD GmbH, Heidelberg).

Fig. 1 zeigt die prozentuale Apoptose-Rate humaner Pankreas-
karzinomzellen YAP C in Abh#dngigkeit von der Inkubationszeit
nach Transfektion mit steigenden ZXonzentrationen der dsRNA
KRAS1. Daraus ist ersichtlich, dass KRAS1 konzentrationsab-
héngig Apoptose in humanen Pankreaskarzinomzellen induziert.
Die Apoptose-Rate steigt in Abhidngigkeit von der Inkubations-
zeit an. Wahrend unbehandelte YAP C-Zellen (Kontrolle) und
Zellen, mit welchen das beschriebene Verfahren zur Transfek-
tion ohne doppelstringiges Oligoribonukleotid durchgefihrt
wurde (Mocktransfektion bzw. Scheintransfektion), auch nach
120 h Inkubation nur maximal 5% Apoptose aufwiesen, konnte
durch Transfektion mit 100 nM KRASL die Apoptose-Rate nach
120 h auf 24% gesteigert werden. Mit gleicher Effektivitét
induzierte die zum Wildtyp von K-ras komplementidre JdsRNA
KRAS2 Apoptose in YAP C-Zellen.

Zur Bestimmung des Einflusses der Transfektionemn auf die Pro-
liferation bzw. die zZahl vitaler Zellen, wurden pro Vertie-
fung einer 6-Well-Platte 50 000 YAP-C-Zellen ausgesetzt und
wie oben beschrieben transfiziert. Die Anzahl vitaler Zellen
wurde mit der Trypanblau-Ausschluss-Férbung nach 24 bis 120 h

-Inkubationszeit durch Auszihlen in einer Neubauer-z&hlkammer

bestimmt. Das Ergebnis ist in Fig. 2 dargestellt. Die Pro-
liferation von YAP C-Zellen konnte durch KRAS1 konzéntrati-
onsabhéngig gehemmt werden. Die Zahl vitaler Zellen konnte

JP 2005-506385 A 2005.3.3
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bereits durch 1 nM KRAS1 statistisch signifikant (p = 0,001
vs. unbehandelte Kontrolle nach 120 h) reduziert werden.

Fine Transfektion mit der zum K-ras-Wildtyp komplementdren
dsRNA KRAS2 fiithrte bei einer Konzentration von 100 nM zu ei-
ner Reduktion der Zahl vitaler Zellen. Nicht-maligne humane
Hautfibroblasten zeigten keine Anderung ihres Proliferations-
verhaltens durch Transfektion mit KRASL oder KRAS2.

Fir in vivo-Untersuchungen sind NMRI-Miusen {(Harlan Winkel-
mann GmbH, Borchen) Gewebefragmente von 2 - 3 mm Durchmesser
aus einem humanen Pankreasadenokarzinom subkutan implantiert
worden. Nachdem die Tumoren eine Grdfe von 6 - 7 mm erreicht
hatten, wurden t&glich 200 pg XRAS1' oder NEO pro kg Kérper-
gewicht, jeweils geldst in physiologischer Kochsalzldsung,
intraperitoneal injiziert. Als Kontrolle wurde eine physiolo-
gische Kochsalzlésung injiziert. Die Tumore wurden tdglich
mittels einer Schiebelehre bzw. einer standardisierten Scha-
blone vermessen. In Fig. 3 ist das in mn® gemessene Tumorvo-
lumen als Mittelwert +/- Standardfehler des Mittelwerts in
aAbhéngigkeit von der in Tagen bemessenen Zeit ab Beginn der
Behandlung durch die intraperitonealen Injektionen (Tage
i.p.) dargestellt. Daraus ist ersichtlich, dass die zum K-
ras-Gen komplementdre dsRNA in der Lage ist, das Wachstum der
Tumore zu hemmen. Durch tdgliche intraperitoneale Applikation
der zum K-ras-Gen komplementdren dsRNA in einer Dosierung von
200 ug/kg wurde das Wachstum des Tumors derart gehemmt, dass
das Tumorvolumen nach 24 Tagen Behandlung nur 62% des Tumor-
volumens der Kontrollgruppe betragen hat.

JP 2005-506385 A 2005.3.3
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Patentanspriche
1. Medikament zur Behandlung eines Pankreaskarzinoms, wobei

das Medikament eine zu einer Hemmung der Expression eines
K-ras-Gens mittels RNA-Interferenz geeignete doppelstrén-
gige Ribonukleinsiure (dsRNA) enthidlt.

Medikament nach Anspruch 1, wobei das K-ras~Gen derart
mutiert ist, dass dadurch eine permanente Aktivierung von
K-ras bewirkt wird.

Medikament nach Anspruch 1 oder 2, wobei das K-ras-Gen in
den Codons 12, 13 oder 61 mutiert ist.

Medikament nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei
im K-ras-Gen das Codon 12 fiir Arginin, Serin, Alanin, Va-
1lin, Cystein oder Asparagins&ure, das Codon 13 fiir Aspa-
raginsdure oder das Codon 61 flir Histidin oder Leucin ko-
diert.

Medikament nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei
ein Strang S1 der dsRNA einen zum K-ras-Gen zumindest ab-
schnittsweise komplementédren, insbesondere aus weniger
als 25 aufeinander folgenden Nukleotiden bestehenden, Be-
reich aufweist.

Medikament nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei
der komplementdre Bereich 19 bis 24, bevorzugt 20 bis 24,
besonders bevorzugt 21 bis 23, insbesondere 22 oder 23,

Nukleotide aufweist.

Medikament nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei
der Strang Sl weniger als 30, vorzugsweise weniger als
25, Dbesonders vorzugsweise 21 bis 24, insbesondere 23,
Nukleotide aufweist.

Medikament nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei

zumindest ein Ende der dsRNA einen aus 1 bis 4, insbeson-

JP 2005-506385 A 2005.3.3
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10.

i1.

12.

13.

i4.

15.

13

dere 2 oder 3, Nukleotiden gebildeten einzelstréngigen
Uberhang aufweist.

Medikament nach Anspruch 8, wobel sich der einzelstringi-

ge Uberhang am 3'-Ende des Strangs S1 befindet.

Medikament nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei
die dsRNA nur an einem, insbesondere dem am 3'-Ende des
Strangs S1 gelegenen, Ende einen einzelstrdngigen Uber-
hang aufweist.

Medikament nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei

die dsRNA neben dem Strang S1 einen Strang S2 aufweist.

Medikament nach Anspruch 11, wobei der Strang S1 eine
Lénge von 23 Nukleotiden, der Strang S2 eine Lénge von 21
Nukleotiden und das 3'-~Ende des Strangs S1 einen aus zwei
Nukleotiden gebildeten einzelstringigen Uberhang auf-
weist, wihrend das am 5'-Ende des Strangs S1 gelegene En-
de der dsRNA glatt ausgebildet ist.

Medikament nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei
der Strang S1 zum prim3ren oder prozessierten RNA-

Transkript des K-ras-Gens komplementdr ist.

Medikament nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei
die dsRNA aus dem Strang S2 mit der Sequenz SEQ ID NO: 1
und dem Strang S1 mit der Sequenz SEQ ID NO: 2 oder dem
Strang S2 mit der Sequenz SEQ ID NO: 3 und dem Strang S1
mit der Sequenz SEQ ID NO: 4 oder dem Strang S2 mit der
Sequenz SEQ ID NO: 5 und dem Strang S1 mit der Seguenz
SEQ ID NO: 6 gemdR dem anliegenden Sequenzprotokoll be-
steht.

Medikament nach einem der vorhergéhenden Anspriiche, wobei
die dsRNA in dem Medikament in einer L&sung, insbesondere
einem physiologisch vertrdglichen Puffer oder einer phy-

siologischen Kochsalzldsung, von einer micellaren Struk-

JP 2005-506385 A 2005.3.3
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16.

17.

18.

19.

20.

14

tur, vorzugsweise einem Liposom, einem Kapsid, einem Kap-
soid oder einer polymeren Nano- oder Mikrokapsel um-
schlossen oder an einer polymeren Nano- oder Mikrokapsel

gebunden vorliegt.

Medikament nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei
das Medikament eine Zubereitung aufweist, die zur Inhala-
tion, oralen Aufnahme, Infusion oder Injektion, insbeson-
dere zur intravendsen, intraperitonealen oder intratumo-

ralen Infusion oder Injektion, geeignet ist.

Medikament nach Anspruch 16, wobei die Zubereitung, ins-
besondere ausschlieflich, aug einem physiologisch ver-
tréglichen Losungsmittel, vorzugsweise einer physiologi-
schen Kochsalzlésung oder einem physiologisch vertrégli-
chen Puffer, insbesondere einer phosphatgepufferten Salz-
lésung, und der dsRNA besteht.

Medikament nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei
das Medikament in mindestens einer Verabreichungseinheit
vorliegt, welche die dsRNA in einer Menge enthalt, die
eine Dosierung von héchstens 5 mg, insbesondere héchstens
2,5 mg, bevorzugt hoéchstens 200 pg, besonders bevorzugt
héchstens 100 ug, vorzugsweise hdchstens 50 pg, insbeson-—
dere héchstens 25 ug, pro kg Kérpergewicht und Tag ermdg-
licht.

Verwendung einer zur Hemmung der Expression eines K-ras-
Gens mittels RNA-Interferenz geeigneten doppelstréngigen
Ribonukleinsédure (dsRNA) zur Herstellung eines Medika-
ments zur Behandlung eines Pankreaskarzinoms.

verwendung einer zur Hemmung der Expression eines K-ras-
Gens mittels RNA-Interferenz geeigneten doppelstréngigen
Ribonukleinsiure (dsRNA) zur Behandlung eines Pankreas-—

karzinoms.
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. Verwendung nach Anspruch 19 oder 20, wobei das K-ras-Gen

derart mutiert ist, dass dadurch eine permanente Aktivie-—

rung von K-ras bewirkt wird.

Verwendung nach einem der Anspriiche 19 bis 21, wobei das

K-ras-Gen in den Codons 12, 13 oder 61 mutiert ist.

Verwendung nach einem der Anspriiche 19 bis 22, wobei im
K-ras-Gen das Codon 12 fir Arginin, Serin, Alanin, Valin,
Cystein oder Asparaginsdure, das Codon 13 flr Asparagin-

sédure oder das Codon 61 flir Histidin oder Leucin kodiert.

Verwendung nach einem der Anspriche 19 bis 23, wobei ein
Strang S1 der dsRNA einen zum K-ras-~Gen zumindest ab-
schnittsweise komplementiren, insbesondere aus weniger
als 25 aufeinander folgenden Nukleotiden bestehenden, Be-

reich aufweist.

Verwendung nach einem der Anspriiche 19 bis 24, wobei der
komplementdre Bereich 19 bis 24, bevorzugt 20 bis 24, be-
sonders bevorzugt 21 bis 23, insbesondere 22 oder 23, Nu-

kleotide aufweist.

Verwendung nach einem der Anspriiche 19 bis 25, wobei der
Strang S1 weniger als 30, vorzugsweise weniger als 25,
besonders vorzugsweise 21 bis 24, insbesondere 23, Nu-
kleotide aufweist.

Verwendung nach einem der Anspriiche 19 bis 26, wobei zu-
mindest ein Ende der dsRNA einen aus 1 bis 4, insbesonde-
re 2 oder 3, Nukleotiden gebildeten einzelstringigen

Uberhang aufweist.

Verwendung nach Anspruch 27, wobei sich der einzelstrdn-—
gige Uberhang am 3'-Ende des Strangs S1 befindet.

Verwendung nach einem der Anspriiche 19 bis 28, wobei die
dsRNA nur an einem, insbesondere dem am 3'-Ende des

JP 2005-506385 A 2005.3.3
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Strangs S1 gelegenen, Ende einen einzelstringigen Ubexr-
hang aufweist.

Verwendung nach einem der Anspriiche 19 bis 29, wobei die
dsRNA neben dem Strang S1 einen Strang S2 aufweist.

Verwendung nach Anspruch 30, wobei der Strang S1 eine
Lénge von 23 Nukleotiden, der Strang S2 eine Lange von 21
Nukleotiden und das 3'-Ende des Strangs S1 einen aus zweil
Nukleotiden gebildeten einzelstrédngigen Uberhang auf-
weist, wdhrend das am 5'-Ende des Strangs S1 gelegene En-
de der dsRNA glatt ausgebildet ist.

Verwendung nach einem der Anspruche 19 bis 31, wobei der
Strang S1 zum primdren oder prozessierten RNA-Transkript

des K-ras-Gens komplementdr ist.

Verwendung nach einem der Anspriiche 19 bis 32, wobei die
dsRNA aus dem Strang S2 mit der Sequenz SEQ ID NO: 1 und
dem Strang S1 mit der Sequenz SEQ ID NO: 2 oder dem
Strang S2 mit der Sequenz SEQ ID NO: 3 und dem Strang S1
mit der Sequenz SEQ ID NO: 4 oder dem Strang S2 mit der
Sequenz SEQ ID NO: 5 und dem Strang S1 mit der Sequenz
SEQ ID NO: 6§ gemidf dem anliegenden Sequenzprotokoll be-
steht.

Verwendung nach einem der Anspriiche 19 bis 33, wobei die
dsRNA in einer Lésung, insbesondere einem physiologisch
vertridglichen Puffer oder einer physiologischen Kochsalz-
18sung, von einer micellaren Struktur, vorzugsweise einem
Liposom, einem Kapsid, einem Kapsoid oder einer polymeren
Nano- oder Mikrokapsel umschlossen oder an einer polyme-

ren Nano- oder Mikrokapsel gebunden vorliegt.

Verwendung nach einem der Anspriiche 19 bis 34, wobei die
dsRNA in einer Zubereitung vorliegt, die zur Inhalation,
oralen Aufnahme, Infusion oder Injektion, insbesondere

JP 2005-506385 A 2005.3.3



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 |

10

15

(28)

WO 03/035870 PCT/EP02/11970

36.

37.

38.

17

zur intravendsen, intraperitonealen oder intratumoralen

Infusion oder Injektion, geeignet ist.

Verwendung nach Anspruch 35, wobei die Zubereitung, ins-
besondere ausschlieflich, aus einem physiologisch wver-
trdglichen Lésungsmittel, vorzugsweise einer physiologi-
schen Kochsalzldsung oder einem physiologisch wvertrégli-
chen Puffer, insbesondere einer phosphatgepufferten Salz-
l6sung, und der dsRNA besteht.

Verwendung nach einem der Anspriiche 19 bis 36, wobeli die
dsRNA oral, mittels Inhalation, Infusion oder Injektion,
insbesondere intravendsen, intraperitonealen oder intra-

tumoralen Infusion oder Injektion, verabreicht wird.

Verwendung nach einem der Anspriiche 19 bis 37, wobel die
dsRNA in einer Dosierung von hdchstens 5 mg, insbesondere
héchstens 2,5 mg, bevorzugt hdéchstens 200 ug, besonders
bevorzugt héchstens 100 pug, vorzugsweise hdchstens 50 ug,
insbesondere héchstens 25 ug, pro kg Kérpergewicht und
Tag verwendet wird.
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SEQUENZ PROTOROLL

<110> Ribopharma AG

<120> Medikament zur Behandlung eines Pankreaskarzinoms
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<400> 6
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<210> 7

<211> 22

<212> RNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Simn-Strang
einer zu einer Sequenz des Neomycin-Resistenzgens
komplementédren dsRNA

<400> 7

caaggaugag gaucguuucg ca 22

<210> 8

<211> 23

<212> RNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>

<223> Beschreibung der klnstlichen Sequenz:
Antisinn-Strang einer zu einer Sequenz des
Neomycin-Resistenzgens komplementdren dsRNA
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