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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft bestimmte Oligonukleotide, pharmazeutische Mittel, die diese Oligonukleo-
tide enthalten, und deren therapeutische Verwendung. Die Oligonukleotide sind beispielsweise in der Lage, die Proli-
feration von Pankreastumoren zu hemmen. Damit besitzen diese Oligonukleotide ein therapeutisches Potential zur
Behandlung humaner Tumoren.

[0002] Trotz grolRer Fortschritte bei der Aufklarung der Kanzerogenese, bleibt die effektive Behandlung von Krebs
eines der dringlichsten Probleme der heutigen Medizin. Beispielsweise haben Pankreaskarzinome mit einer 5-Jahres-
Uberlebensrate von 0,4 % eine extrem schlechte Prognose.

[0003] Oligodesoxyribonukleotide (ODN) haben sich in jlingerer Zeit als eine Gruppe vielversprechender Wirkstoffe
erwiesen, wobei unterschiedliche Wirkungsmechanismen diskutiert werden. Grof3e Erwartungen sind in die sogenann-
ten Antisense-Oligodesoxyribonukleotide (ASODN) gesetzt worden, welche die Expression eines spezifischen Prote-
ins, z.B. eines Onkogens, unterdriicken sollen.

[0004] Trotz dieser groRen Erwartungen und dem Nachweis in vitro, dass ein bestimmtes Gen weniger exprimiert
wird, ist bisher nur ein einziges ASODN als Arzneimittel, Vitravene (ISIS, Carlsbad), gegen die zur Erblindung fiihrende
Zytomegalie-Retinitis zugelassen worden. Ausgehend von der urspriinglichen Vorstellung einer sterischen Blockade
des entsprechenden ribosomalen Translationsprozesses hat sich mittlerweile ein wesentlich differenzierteres Bild mog-
licher Wirkungsweisen von Antisense-Oligodesoxiribonukleotiden ergeben.

[0005] Dariber hinaus wird auch Uber sogenannte unspezifische biologische Wirkungen von Oligodesoxyribonu-
kleotide berichtet, die nicht die Sequenz eines ASODN aufweisen.

[0006] So sind in der WO 02/26754 neben spezifisch gegen p53 gerichteten ASODN auch Sequenzen aus rando-
misierten Oligonukleotid-Bibliotheken beschrieben, die eine dhnlich starke proliferationshemmende Wirkung auf Pan-
kreastumorzellen zeigen wie die ASODN. Uber eine &hnliche Beobachtung wird auch in Fiedler A. et al., Langenbecks
Arch Surg (1998) 383: 269-275 berichtet.

[0007] Es wurden nun weitere nicht sequenzspezifische Oligonukleotide gefunden, mit denen die Proliferation hu-
maner Pankreastumoren in vitro in Zellkulturen und in vivo im orthotopen Xenotransplantationsmodell unterdriickt wer-
den kann. Von Vorteil sind dabei insbesondere solche Oligonukleotide, die in den terminalen 3'- und/oder 5'-Stellungen
kovalent gebundene, lipophile Molekilgruppen aufweisen.

[0008] Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind daher die in den Anspriichen angegebenen Oligonukleotide.
[0009] Erfindungsgemale Oligonukleotide weisen somit wenigstens einen Teil der Sequenz SEQ ID NO:1 auf. Zu-
satzlich zur Sequenz SEQ ID NO:1 oder einer Teilsequenz davon kénnen erfindungsgemafe Oligonukleotide weitere
Nukleobasen aufweisen, die bei linearen Oligonukleotiden am 3'-Terminus und/oder 5'-Terminus der Sequenz bzw.
Teilsequenz angeordnet sind. Diese zusatzlichen Nukleobasen sind im Prinzip frei wahlbar, werden aber vorteilhafter-
weise den hier beschriebenen erfindungsgemaflen Ausfihrungsformen entsprechend gewahlt.

[0010] Von der Sequenz SEQ ID NO:1 abgeleitete Teilsequenzen erfindungsgeméfer Oligonukleotide kénnen von
unterschiedlicher Ladnge sein. Im Hinblick auf die erfindungsgemalie Verwendung der Oligonukleotide sollte die Teil-
sequenz wenigstens 6, insbesondere wenigstens 8, bevorzugt wenigstens 10 und noch bevorzugter wenigstens 12
konsekutiven Nukleobasen aus der Sequenz SEQ ID NO:1 entsprechen. Der Begriff "konsekutiv" wird hier im Sinne
von aufeinanderfolgend verwendet. Damit ergeben sich fir den Fachmann bestimmte Teilsequenzen der Sequenz
SEQ ID NO:1. Einige Teilsequenzen sind in Figur 6 dargestellt. Zum Aufbau erfindungsgemafer Oligonukleotide kann
der Fachmann eine oder mehr als eine, beispielsweise 2, gleiche oder verschiedene dieser Teilsequenzen, gegebe-
nenfalls unter Hinzufligung von zusatzlichen Nukleobasen, in geeigneter Weise anordnen, um so ein erfindungsge-
mafRes Oligonukleotid zu erhalten.

[0011] Der Begriff "Oligonukleotid" meint ein Oligomer aus Ribonukleinsdure (RNA) oder Desoxyribonukleinsaure
(DNA) oder Mimetika davon. Hierzu gehéren Oligonukleotide, die aus natirlich vorkommenden Nukleobasen, Zuckern
und kovalenten Internukleosid-Verknupfungen (Rickgrat) bestehen, genauso wie Oligonukleotide mit Strukturen, die
in der Natur nicht vorkommen, deren Funktion aber den natirlich vorkommenden &hnlich ist. Derartig modifizierte
Oligonukleotide werden den nativen Formen erfindungsgemal vorgezogen, da sie gewlinschte Eigenschaften, bei-
spielsweise eine erhohte zelluldre Aufnahme, eine erhdhte Affinitat fiir Target-Nukleinsduren und eine erhdhte Stabilitat
in Gegenwart von Nukleasen aufweisen.

[0012] Insbesondere kénnen die Nukleotide Modifizierungen oder Substitutionen an den Nukleobasen (hier auch
einfach als "Base" bezeichnet) aufweisen. Zu den nicht modifizierten oder natiirlichen Nukleobasen gehdren die Purin-
basen Adenin (A) und Guanin (G), und die Pyrimidinbasen Thymin (T), Cytosin (C) und Uracil (U). Zu modifizierten
Nukleobasen (Mimetika der natirlichen Nukleobasen) gehéren synthetische Nukleobasen wie 5-Methylcytosin
(5-Me-C), 5-Hydroxymethylcytosin, Xanthin, Hypoxanthin, 2-Aminoadenin, 6-Methyl- und weitere Alkyl-Derivate von
Adenin und Guanin, 2-Thiouracil, 2-Thiothymin und 2-Thiocytosin, 5-Halouracil und 5-Halocytosin, 5-Propinyluracil
und 5-Propinylcytosin, 6-Azouracil, 6-Azocytosin und 6-Azothymin, 5-Uracil (Pseudouracil), 4-Thiouracil, 8-Halo-,
8-Amino-, 8-Thiol-, 8-Thioalkyl-, 8-Hydroxyl- und weitere 8-substituierte Adenine und Guanine, 5-Halo-, insbesondere
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5-Bromo-, 5-Trifluormethyl- und weitere 5-substituierte Uracile und Cytosine, 7-Methylguanin und 7-Methyladenin,
8-Azaguanin und 8-Azaadenin, 7-Deazaguanin und 7-Deazaadenin und 3-Deazaguanin und 3-Deazaadenin. Von die-
sen Nukleobasen sind bestimmte besonders brauchbar zur Erhéhung der Bindungsaffinitat. Hierzu gehéren 5-substi-
tuierte Pyrimidine, 6-Azapyrimidine und N-2-, N-6- und O-6-substituierte Purine, z.B. 2-Aminopropyladenin, 5-Propi-
nyluracil und 5-Propinylcytosin. Beispielsweise konnte gezeigt werden, dass 5-Methylcytosin die Stabilitat eines Nu-
kleinsdure-Duplex um 0,6-1,2°C erhéht.

[0013] Erfindungsgemal geeignet sind T-reiche Oligonukleotide, in denen mehr als 50 %, insbesondere mehr als
60 % und vorzugsweise mehr als 70 % der Nukleobasen Thymidinreste oder Mimetika davon sind. Mimetika von
Thymidinresten sind in obigem Sinne modifizierte Nukleobasen, die dhnliche Bindungseigenschaften, also vor allem
gleiche Basenpaarungsspezifitat, aber durchaus unterschiedliche Affinitat fiir komplemetare Nukleobasen aufweisen.
Analoges gilt fir Mimetika anderer Nukleobasen.

[0014] Ein im Vergleich zur insbesondere in S&dugern und vor allem Menschen vorkommenden natiirlichen Basen-
verteilung erhéhtes Verhaltnis von Thymidin oder Mimetika davon zu Cytosin oder Mimetika davon ist erfindungsgeman
zweckmaRig. Ein T/C-Verhéltnis von 2:1 oder mehr und vorzugsweise von 3:1 oder mehr ist von Vorteil.

[0015] GemaR einer besonderen Ausfiihrungsform weisen erfindungsgeméfe Oligonukleotide wenigstens ein GT-
bzw. TG-Motiv auf, d.h. mindestens ein Thymidinrest oder ein Mimetikum davon ist in konsekutiver Abfolge (Sequenz)
zu einem Guanin oder einem Mimetikum davon angeordnet.

[0016] Ferner ist ein relativ geringer Anteil, vorzugsweise von weniger als 15 % und insbesondere von weniger als
10 % Adenin oder Mimetika davon an der Gesamtsequenz des Oligonukleotids erfindungsgemafl zweckméfRig. Geman
einer besonderen Ausflihrungsform enthalten erfindungsgemafie Oligonukleotide eine Anordnung von 6, insbesondere
8, vorzugsweise 10 und noch bevorzugter 12 konsekutiven Basen ohne Adenin. Insbesondere enthalten erfindungs-
gemale Oligonukleotide kein Adenin.

[0017] In der Regel ist es zweckmalig, dass die erfindungsgemafien Oligonukleotide wenigstens 8, vorzugsweise
wenigstens 10 und insbesondere wenigstens 12 Nukleobasen aufweisen. Dies ist insbesondere fir die Wirksamkeit
der Oligonukleotide von Bedeutung. Einem weiteren Aspekt zufolge weisen erfindungsgemaliie Oligonukleotide in der
Regel weniger als 50, vorzugsweise weniger als 30 und insbesondere weniger als 25 Nukleobasen auf. Dieser Aspekt
ist fur die Aufnahme der Oligonukleotide in Zellen und damit fiir die Bioverfiigbarkeit von Bedeutung und entspricht
daruber hinaus auch ZweckmaRigkeitserwagungen, wonach ein erfindungsgemafies Oligonukleotid bei gegebener
Wirkung méglichst wenig Nukleobasen aufweisen sollte, um die Komplexizitdt und den Syntheseaufwand so gering
wie mdglich zu halten. Besonders bevorzugt sind daher Oligonukleotide mit 8 bis 50, insbesondere mit 10 bis 30 und
vor allem mit 12 bis 25, beispielsweise mit 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23 oder 24 Basen.

[0018] Die Anordnung der Nukleobasen in erfindungsgemafen Oligonukleotiden wird in der Regel dadurch gewahr-
leistet, dass die Nukleobasen in geeigneter Weise miteinander verknipft sind. In der Regel ergibt sich ein Oligomer
mit einer konsekutiven Abfolge von Nukleobasen (Sequenz), die Uber ein die Hauptkette bildendes Riickgrat mitein-
ander verknipft sind. Wahrend lineare Oligomere bevorzugt sind, kdnnen in bestimmten Féllen auch verzweigte, cy-
klische oder gar vernetzte Strukturen geeignet sein.

[0019] Bei den Oligonukleotiden handelt es sich in der Regel um miteinander verknipfte Nukleoside, d.h. Base-
Zucker-Kombinationen. Der Basenteil der Nukleoside ist normalerweise eine heterozyklische Base, in den meisten
Fallen ein Purin oder ein Pyrimidin. Die Nukleoside werden in der Regel durch eine kovalent an den Zuckerteil des
Nukleosids gebundene Gruppe miteinander verknipft. In denjenigen Nukleosiden, die einen Pentofuranosyl-Zucker
aufweisen, kann diese Gruppe entweder an die 2'-, 3'- oder 5'-Hydroxylgruppe des Zuckers gebunden sein. In der
Regel verkniipfen diese Gruppen kovalent benachbarte Nukleoside miteinander zu einer linearen, oligomeren Verbin-
dung. Die jeweiligen Enden dieser linearen, oligomeren Struktur kénnen wiederum miteinander verbunden werden,
um cyclische Strukturen zu bilden. Offene, lineare Strukturen sind allerdings bevorzugt. Innerhalb der Oligonukleotid-
struktur bilden die verknipfenden Gruppen im Allgemeinen das Internukleosid-Rickgrat des Oligonukleotids. Die nor-
male Verknipfung oder das normale Ruckgrat von RNA und DNA sind 3'-5'-Phosphodiester-Verknilpfungen, d.h. die
verknupfenden Gruppen sind Phosphatgruppen.

[0020] Erfindungsgemal bevorzugt sind allerdings Oligonukleotide, die ein modifiziertes Riickgrat bzw. nicht natr-
liche Internukleosid-Verknipfungen aufweisen.

[0021] Insbesondere gehdren zu bevorzugten modifizierten Oligonukleotid-Riickgraten einerseits phosphatfreie
Analoga und andererseits Phosphatderivate.

[0022] Insbesondere sind Phosphothioate, partielll oder vollstandig sulfuriert, z.B. chirale Phosphothioate, Phos-
phomonothioate und Phosphodithioate zu nennen. Weitere modifizierte Riickgrate sind Phosphotriester, Alkylphos-
photriester, Aminoalkylphosphotriester, Methyl- und weitere Alkylphosphonate, z.B. 3'-Alkylenphosphonate und chirale
Phosphonate, Phosphinate, Phosphoramidate, z.B. 3'-Aminophosphoramidate und Aminoalkylphosphoramidate,
Thionophosphoramidate, Thionoalkylphosphonate, Thionoalkylphosphotriester und Borphosphate mit normalen 3'-5'-
Verknupfungen, 2'-5'-verkniipfte Analoga davon, und solche mit entgegengesetzter Polaritat, wobei die benachbarten
Paare von Nukleosid-Einheiten 3'-5' zu 5'-3' oder 2'-5' zu 5'-2' verknupft sind.
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[0023] Besondere modifizierte Oligonukleotid-Rickgrate ohne Phosphoratom werden im allgemeinen durch kurz-
kettige Alkyl- oder Cykloalkyl-Internukleosid-Verkniipfungen, die gegebenenfalls auch Heteroatome oder Heterocyklen
umfassen koénnen, gebildet. Hierzu gehéren diejenigen mit Morpholino-Verkniipfungen (teilweise vom Zuckerteil des
Nukleosids gebildet); Siloxan-Rickgrate; Sulfid-, Sulfoxid- und Sulfon-Ruckgrate; Formacetyl- und Thioformacetyl-
Ruckgrate; Methylenformacetyl- und Thioformacetyl-Rickgrate; Alkenenthaltende Rickgrate; Sulfamat-Rickgrate;
Methylenimino- und Methylenhydrazino-Riickgrate; Sulfonate- und Sulfonamid-Rickgrate; Amid-Rickgrate; und wei-
tere mit gemischten N-, O-, S- und CH,-Komponententeilen.

[0024] In weiteren besonderen Oligonukleotiden sind sowohl der Zucker als auch die Internukleosid-Verknlpfung,
d.h. das Rickgrat natlrlicher Nukleotid-Einheiten modifiziert. Eine derartige oligomere Verbindung, d.h. ein Oligonu-
kleotid mit ausgezeichneten Hybridisierungseigenschaften, wird als "Peptide Nucleic Acid" (PNA) bezeichnet. In
PNA-Verbindungen ist das Zucker-Riickgrat eines Oligonukleotids durch ein Amid-artiges Riickgrat, insbesondere ein
Aminoethylglycin-Rilckgrat, ersetzt. Die Nukleobasen sind erhalten und direkt oder indirekt, beispielsweise Uber einen
Methylcarbonyl-Linker, an die Stickstoffatome des Amidteils des Rickgrats gebunden.

[0025] GemaR einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform betrifft die vorliegende Erfindung Oligonukleotide mit
Phosphothioat-Rickgraten und ferner Oligonukleoside mit Heteroatom-Rickgraten, die insbesondere auf Strukturein-
heiten basieren, wie -CH,-NH-O-CH,-, -CH,-N(CH3)-O-CH,- [als Methylenmethylimino- oder kurz MMI-Ruckgrat be-
kannt], -CH,-O-N(CH3)-CH,-, -CH,-N(CHg)-N(CH3)-CH,- oder -O-N(CH3)-CH,-CH,-.

[0026] Modifizierte Oligonukleotide kdnnen auch eine oder mehrere substituierte Zuckergruppen enthalten. Neben
der Variation der 4'-Position, beispielsweise bei den 4'-Thio- und 4'-Aza-Derivaten, kann vor allem die 2'-Position sub-
stituiert sein, z.B. mit OH, F, O-, S- oder N-Alkyl, O-S- oder N-Alkenyl, O-, S- oder N-Alkinyl, oder O-Alkyl-O-Alkyl,
worin Alkyl, Alkenyl und Alkinyl vorzugsweise substituiertes oder unsubstituiertes C4-C45-Alkyl oder C,-C4-Alkenyl
bzw. -Alkinyl sind. Insbesondere bevorzugt sind Substituenten, wie O((CH,),,0],,CH5, O(CH,),,0CH5, O(CH,),NH,, O
(CH,),CHs;, O(CH,),NH5 und O(CH,),,ON[(CH,),CH3)],, worin n und m ganze Zahlen von 1 bis 10 sind. Zu bevorzugten
Modifizierungen gehort eine Alkoxy-Alkoxy-Gruppe, z.B. 2'-Methoxyethoxy (2'-O-CH,CH,OCH,, ebenfalls als 2'-
O-(2-Methoxymethyl) oder 2'-MOE bekannt). Zu einer weiteren bevorzugten Modifizierung gehdrt 2'-Dimethylamino-
oxyethoxy, d.h. eine O(CH,),ON(CH3),-Gruppe, ebenfalls als 2'-DMAOE bekannt.

[0027] Zu weiteren bevorzugten Modifizierungen gehdren 2-Methoxy (2'-O-CHj), 2-Aminopropoxy
(2'-OCH,CH,CH,NH,) und 2'-Fluoro (2'-F). Ahnliche Modifizierungen kénnen auch an anderen Positionen des Oligo-
nukleotids, insbesondere an der 3'-Position des Zuckers des 3'terminalen Nukleotids oder in 2'-5'-verknipften Oligo-
nukleotiden, und an der 5'-Position des 5'-terminalen Nukleotids vorgenommen werden. Ebenfalls kénnen erfindungs-
gemale Oligonukleotide Zucker-Mimetika, wie Cyclobutyl-Gruppen anstatt des Pentofuranosyl-Zuckers aufweisen.
[0028] Eine weitere bevorzugte Zuckermodifikation ist unter dem Begriff "locked nucleic acid”, kurz LNA bekannt.
Hierbei sind das C4'-Atom und das C2'-Atom Uber eine Methylenbriicke miteinander verknlpft, so dass sich ein [2.2.1]
-Bicyclo-Nukleosid ergibt.

[0029] Weitere Modifikationen erfindungsgemaler Oligonukleotide beinhalten, dass man an das Oligonukleotid eine
oder mehrere Molekilgruppen knupft, die Aktivitat, cellulare Verteilung oder celluldre Aufnahme der Oligonukleotide
modifizieren. Zu derartigen Gruppen gehdren insbesondere solche, die den lipophilen Charakter der Oligonukleotide
erhodhen. Polyglykole, insbesondere Polyalkylenglykole, vorzugsweise Polyethylenglykole, Peptide, Proteine und vor
allem lipophile Reste, wie alicyclische Kohlenwasserstoffe, Wachse, Terpene und Fettsdurereste mit vorzugsweise 8
bis 32 Kohlenstoffatomen, die gesattigt oder einfach oder mehrfach ungesattigt sein kénnen, Steroide und vor allem
Vitamine sowie Derivate davon sind insbesondere zu nennen. Zu geeigneten Steroidmolekiilen gehéren insbesondere
die Gallensduren, z.B. Cholinsaure, Desoxycholinsaure und Dehydrocholinsaure, Cortison, Digoxigenin, Testosteron,
Cholesterol und kationische Steroide, z.B. Cortison mit einer an die 3-Position des Cortisonrings tiber eine Doppelbin-
dung gebundenen Trimethylaminomethylhydrazid-Gruppe. Zu geeigneten Vitaminen gehéren sowohl wasserldsliche
als auch fettlosliche Vitamine. Thiamin, Riboflavin, Nicotinsure oder Niacin, die Pyridoxal-Gruppe des Vitamins Bg,
Pantothensaure, Biotin, Folsaure, die B4,-Cobamid-Coenzyme, Inositol, Cholin und Ascorbinsdure sind insbesondere
als wasserldsliche Vitamine zu nennen. Erfindungsgemaf bevorzugt sind die fettldslichen Vitamine, wie die Vitamin-
A-Familie, z.B. Retinsdure und Retinol, Vitamin D und dessen Derivate, z.B. Vitamin D und dessen Ergosterol-Vorstu-
fen, die Vitamin-E-Familie, z.B. a-(D,L)Tocopherol und weitere Tocopherole, und Vitamin K und dessen Derivate, z.B.
Vitamin K und verwandte Chinon- bzw. Phytolverbindungen.

[0030] Ferner gehdren zu geeigneten Molekilgruppen auch Konjugate, wie Nanopartikel, die zweckmaRigerweise
positiv geladen sind. Durchmesser von 100 bis 500 nm sind brauchbar. Polymere finden in diesem Zusammenhang
besondere Verwendung. So sind insbesondere Partikel auf Polystyrol- oder Polyacrylatbasis zu nennen.

[0031] Durchdie Modifikation mit derartigen Molekilgruppen vor allem in 3'- und 5'-Stellung kann die Bioverflugbarkeit
wegen der um GréfRenordnungen verlangerten Halbwertszeit gegentiber dem Angriff von Nukleasen erhdht werden.
Konjugiert man die erfindungsgemafien Oligonukleotide an positiv geladene Nanopartikel, wird ebenfalls die Stabilitat
gegenlber dem Angriff von Nukleasen sowohl bei nicht modifizierten, Phosphothioat-Verknipfungen aufweisenden,
als auch terminal modifizierten Oligonukleotiden erhéht und eine vorzugliche Aufnahme in Tumorzellen beobachtet.
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[0032] Erfindungsgemal besonders bevorzugt sind Oligonukleotide, die terminal modifiziert sind. Zu terminal mo-
difizierten Oligonukleotiden gehoéren insbesondere solche, die keine freie 3'-OH-Gruppe und/oder 5'-Phosphat-Gruppe
aufweisen. Dementsprechend sind erfindungsgemalRe Oligonukleotide am 3'- und/oder 5'-Terminus modifiziert. Zu
diesem Zweck eignen sich insbesondere die oben beschriebenen Molekulgruppen, wobei Polyalkylenglykole, lipophile
Reste und Peptide bevorzugt sind. Von den Polyalkylenglykolen sind insbesondere Polyethylenglykole, beispielsweise
Hexaethylenglykol oder solche mit einer mittleren Molmasse von 150 bis 5000 Dalton zu nennen. Von den lipophilen
Resten sind insbesondere Fettsaurereste, Steroidreste und Vitaminreste sowie deren Derivate zu nennen. Besonders
bevorzugt sind Reste fettldslicher Vitamine wie Tocopherole.

[0033] GemalR einer besonderen Ausfiihrungsform weisen erfindungsgemafe Oligonukleotide terminal gebundenes
a-Tocopheryl, vorzugsweise a-D-Tocopheryl und/oder Polyethylenglykol auf. Insbesondere kénnen erfindungsgemalie
Oligonukleotide im Rahmen dieser Ausfiihrungsform an einem Terminus einen Polyethylenglykolrest und am anderen
Terminus einen Tocopherylrest aufweisen, wobei es bevorzugt ist, dass der Polyethylenglykolrest am 3'-Terminus und
der Tocopherylrest am 5'-Terminus gebunden ist. Besonders bevorzugt sind im Rahmen dieser Ausfilhrungsform er-
findungsgemafe Oligonukleotide, die an beiden Termini einen Tocopherylrest aufweisen.

[0034] Die terminalen Reste kdnnen im Prinzip beliebig an das Oligonukleotid gebunden sein. Aufgrund struktureller
Vorgaben durch das Oligonukleotid und ihrer relativ einfachen synthetischen Zugénglichkeit bieten sich allerdings
Amid-, Ester- oder Etherbindungen insbesondere fiir die 3'- und 5'-Termini an. Die Bindung an die Termini kann die
direkt oder Gber geeignete Linkerverbindungen, die gegebenenfalls den unten erlduterten Ankerverbindungen oder
Teilen davon entsprechen kénnen, erfolgen.

[0035] Zudem kdnnen weitere Modifizierungen erfindungsgemafer Oligonukleotide einzelne Nukleoside betreffen,
wobei mehrere Nukleoside unterschiedlich oder einheitlich modifiziert sein kénnen. Auch Gemische aus unterschiedlich
modifizierten Oligonukleotiden sind insbesondere im Hinblick auf die erfindungsgemafiie Anwendung erfindungsgemafn
brauchbar.

[0036] Brauchbar sind ebenfalls pharmazeutisch vertragliche Salze, Ester, Salze der Ester oder beliebige weitere
Verbindungen, die nach Verabreichung an ein Tier, insbesondere Menschen, in der Lage sind, direkt oder indirekt den
biologisch aktiven Metaboliten oder einen Teil davon, zu liefern.

[0037] Sosind beispielsweise auch sogenannte "Prodrugs” brauchbar. Hierbei handelt es sich um eine inaktive Form
des Wirkstoffs, die in-vivo in eine aktive Form umgewandelt wird. Prodrug-Versionen von Oligonukleotiden kénnen
beispielsweise als S-(Acetyl-2-thioethyl)phosphat-Derivate bereitgestellt werden.

[0038] Zu den pharmazeutisch vertraglichen Basenadditionssalzen gehdren Salze mit Metallen oder Aminen, wie
Alkali- und Erdalkalimetallen oder organischen Aminen, insbesondere Kationen wie Natrium, Kalium, Ammonium, Ma-
gnesium und Calcium bzw. Polyaminen wie Spermin und Spermidin.

[0039] Zu den pharmazeutisch akzeptablen S3ureadditionssalzen gehdren Salze mit anorganischen Basen, z.B.
Chlorwasserstoffsdure, Bromwasserstoffsdure, Schwefelsdure, Phosphorsdure, Salpetersdure und dergleichen, sowie
mit organischen Sauren, z.B. Essigsaure, Oxalsaure, Weinsdure, Bernsteinsdure, Maleinsdure, Fumarsaure, Glucon-
saure, Zitronensaure, Apfelsdure, Ascorbinséure, Benzoeséure, Tanninsdure, Palmitinsaure, Algininsdure, Polyglut-
aminsdure, Naphthalinsulfonsdure, Methansulfonsdure, p- Toluolsulfonsdure, Naphthalindisulfonsdure, Polygalacto-
ronsdure und dergleichen.

[0040] Die erfindungsgemaflen Verbindungen kénnen in an sich bekannter Art und Weise hergestellt werden. Ins-
besondere finden bekannte Festphasensynthese-Systeme, wie die Phosphoramidit-Methode, Anwendung. Geeignete
Vorrichtungen sind kommerziell erhaltlich, beispielsweise von Applied Biosystems (Foster City, Kalifornien). Demnach
werden die Verbindungen in-vitro synthetisiert.

[0041] Auch die Synthese von sulfurierten Oligonukleotiden (Phosphothioaten) kann in Anlehnung an die Phosph-
oramidit-Chemie erfolgen. Im Unterschied zur Herstellung von Phosphodiestern wird anstelle der Oxydation des drei-
wertigen Phosphors ein Sulfurierungsschritt durchgefiihrt. Hierfur eignen sich eine Vielzahl bekannter Sulfurierungs-
mittel, wobei 3H-1,2-Benzodithiol-3-on-1,1-dioxid, das sogenannte Beaucage-Reagens, lblicherweise und ferner Te-
traethylthiuramdisulfid (TETD) haufig verwendet werden. Auch Phenylacetyldisulfid, das sogenannte Van-Boom-Rea-
gens, hat sich als glinstig erwiesen. Neben der Phosphoramidit-Chemie kann auch die allgemeine Phosphonat-Me-
thode in entsprechend modifizierter Form zur Herstellung von Phosphothioaten verwendet werden.

[0042] Auch die Modifizierung der Oligonukleotide mit Molekilgruppen kann in an sich bekannter Weise erfolgen.
Je nach Anknilpfungspunkt stehen verschiedene Methoden bereit, um insbesondere an Base, Zucker und/oder Phos-
phat-Rickgrat Modifizierungen vomehmen zu kénnen.

[0043] Fir die terminale Modifizierung am 3'-Terminus bieten sich grundsatzlich zwei Méglichkeiten an. Die Modifi-
zierung kann nach Beendigung der eigentlichen Synthese, also nach der Abspaltung des Oligonukleotids vom Trager-
material und der Entfernung der Schutzgruppen, an das Oligonukleotid erfolgen. Alternativkann man Tragermaterialien
verwenden, die mit trifunktionellen Ankerverbindungen ausgeristet sind. Diese Ankerverbindungen weisen neben ei-
ner spaltbaren Bindungsstelle zum Tragermaterial (erstes Reaktionszentrum) und einer gegebenenfalls geschiitzten
Hydroxygruppe, an der das Oligonukleotid schrittweise aufgebaut wird (zweites Reaktionszentrum), eine weitere Funk-
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tionalisierung, tblicherweise eine Hydroxy- oder Aminogruppe, auf (drittes Reaktionszentrum), an welche die einzu-
fuhrende Gruppe gebunden werden kann. Letzteres kann prinzipiell vor oder nach der Oligonukleotid-Synthese erfol-
gen, wobei erforderlichenfalls eine geeignete sdurestabile Schutzgruppe, z.B. Fmoc am dritten Reaktionszentrum ver-
wendet wird. Diese kann nach der Oligonukleotid-Synthese in an sich bekannter Weise abgespalten werden. So kann
das Oligonukleotid schlie3lich vom Tragermaterial abgespalten werden, wobei der Oligonukleotid und die einzuflih-
rende Molekillgruppe verkniipfende Teil der Ankerverbindung erhalten bleibt.

[0044] Die Struktur geeigneter Ankerverbindungen ist weitgehend variabel. Zu beachten ist, dass die Ankerverbin-
dung und deren Bindungen an die einzufiihrende Molekulgruppe mit der fir die Synthese des Oligonukleotids verwen-
deten Chemie kompatibel sein sollte. Da ublicherweise die Amidit-Chemie zur Anwendung kommt, sollten die Bindun-
gen weder sdure- noch basenlabil sein, weshalb Ester- und Amidbindungen zwischen der Ankerverbindung und der
einzufiihrenden Molekilgruppe nur bedingt geeignet sind, wohingegen Etherbindungen bevorzugt werden.

[0045] Geeignete Ankerverbindungen sind an sich bekannt. Beispielsweise sind Glycerinderivate als Cs-Anker zu
nennen. Hierbei dienen die Hydroxylgruppen in 1- und 3-Position zur Bindung der einzufiihrenden Molekilgruppe bzw.
des Oligonukleotids und die Hydroxylgruppe in 2-Position bildet den Anknipfungspunkt zum Trédgermaterial iber eine
spaltbare Bindung, die erforderlichenfalls mit Hilfe eines geeigneten Spacers zwischen Hydroxylgruppe und Trager-
material etabliert werden kann. Eine weitere Variante sind 2-substituierte 1,3-Propandiol-Derivate. Hierbei dienen die
Hydroxyl-Gruppen in 1- und 3-Position zur Bindung des Oligonukleotids bzw. des Tragermaterials. Der Substituent in
2-Position dient zur Bindung der einzuflihrenden Molekllgruppe. Beispielsweise kann man mit Amino-C,_g-Alkylresten
Amid- oder Urethanbindungen ausbilden. Ein bevorzugtes Beispiel fur eine derartige Ankerverbindung ist 2-(4-Amino-
butyl)-1,3-propandiol.

[0046] In bestimmten Fallen weisen die einzufiihrenden Molekiilgruppen selbst Hydroxylgruppen auf, an denen sich
das Oligonukleotid synthetisieren I&sst. Dies ist beispielsweise bei Alkylenglykolen der Fall. Diese kénnen daher zu-
nachst in geeigneter Weise an das Tragermaterial gebunden werden. Dabei sind die als Anknlpfungspunkt fir das
Oligonukleotid dienenden Hydroxylgruppen erforderlichenfalls in geeigneter Weise, beispielsweise mit Fmoc-Gruppen,
geschitzt. Die Abspaltung dieser Schutzgruppen stellt anschlieffend die zur Oligonukleotid-Synthese erforderlichen
Hydroxylgruppen bereit.

[0047] Geeignete Tragermaterialien sind an sich bekannt und entsprechen im Wesentlichen den lblichen, zur Fest-
phasensynthese von Oligonukleotiden verwendeten Tragern.

[0048] Am 5'-Terminus kénnen Molekllgruppen zweckmaRigerweise iber entsprechend modifizierte Monomere, al-
so insbesondere Phosphoramidite, eingefiihrt werden. Diese in an sich bekannter Weise zuganglichen Amidite werden
als letztes Monomer an das synthetisierte Oligonukleotid angekoppelt.

[0049] Ein erfindungsgemales Beispiel fur eine hervorragende Hemmung der Proliferation von humanen Pankre-
astumorzellen ist das Oligonukleotid mit folgender Sequenz:

5-CCTGTTGTT TTC TCT-3° (SEQ ID NO:1)

[0050] Insbesondere von Vorteil sind die entsprechenden Phosphothioate. Auch die Modifizierungen in 3'-Stellung
mit Polyethylenglykol (z.B. Hexaethylenglykol und insbesondere PEG mit einer mittleren Molmasse von 1500) oder
mit o-Tocopherol, und in 5'-Stellung mit a-Tocopherol bringen zusatzliche Vorteile, so dass folgende Oligonukleotide
besonders bevorzugt sind:

Tocopheryl-5- CCT GTT GTT GTT TTC TCT-3'-PEG;

Tocopheryi-5'- CCT GTT GTT GTT TTC TCT-3'-Tocopheryl.

[0051] Die Sequenz SEQ ID NO:1 ist ein Beispiel fir eine aus einer randomisierten Oilgonukleotidbibliothek ausge-
wahlte Sequenz. Weitere Sequenzen kdnnen aus randomisierten Qilgonukleotidbibliotheken im Rahmen der Erfindung
ausgewahlt und gegebenenfalls modifiziert werden, indem man insbesondere eines oder mehrere der folgenden Se-
lektionskriterien anwendet:

- Hemmung der Proliferation des Wachstums von Pankreastumorzellen durch Bestimmung
des 3H-Thymidineinbaus;
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