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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft ein Verfahren, eine Verwendung und ein Medikament zur Hemmung der Expression eines
Zielgens.
[0002] Aus der WO 99/32619 sowie der WO 00/44895 sind Verfahren zur Hemmung der Expression von medizinisch
oder biotechnologisch interessanten Genen mit Hilfe einer doppelsträngigen Ribonukleinsäure (dsRNA) bekannt. Die
bekannten Verfahren sind zwar hoch effektiv. Es besteht gleichwohl das Bedürfnis, deren Effizienz weiter zu steigern.
[0003] Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, die Nachteile nach dem Stand der Technik zu beseitigen. Es sollen
insbesondere ein Verfahren, eine Verwendung und ein Medikament angegeben werden, mit denen eine noch effizientere
Hemmung der Expresion eines Zielgens erreichbar ist.
[0004] Diese Aufgabe wird durch die Merkmale der Ansprüche 1, 34 und 69 gelöst. Vorteilhafte Ausgestaltungen
ergeben sich aus den Merkmalen der Ansprüche 2 bis 33, 35 bis 68 und 70 bis 103.
[0005] Mit den erfindungsgemäß beanspruchten Merkmalen wird überraschenderweise eine drastische Erhöhung der
Effektivität der Hemmung der Expression eines Zielgens in vitro und in vivo erreicht. Durch die besondere Ausbildung
der Enden der dsRNA kann sowohl deren Effizienz bei der Vermittlung der hemmenden Wirkung auf die Expression
eines Zielgens als auch deren Stabilität gezielt beeinflusst werden. Durch die Vergößerung der Stabilität wird die wirksame
Konzentration in der Zelle erhöht.
[0006] Unter einem "Zielgen" im Sinne der Erfindung wird der DNA-Strang der doppelsträngigen DNA in der Zelle
verstanden, welcher koplementär zu einem bei der Transkription als Matritze dienenden DNA-Strang einschließlich aller
transkibierten Bereiche ist. Bei dem "Zielgen" handelt es sich also im allgemeienen um den Sinnstrang. Der eine Strang
bzw. Antisinnstrang (as1) kann komplementär zu einem bei der Expression des Zielgens gebildeten RNA-Transkipt oder
deren Prozessierungsprodukt, z .B. eine mRNA, sein. Unter "Einführen" wird die Aufnahme in die Zelle verstanden. Die
Aufnahme kann durch die Zelle selbst erfolgen; sie kann auch durch Hilfsstoffe oder Hilfsmittel vermittelt werden. Unter
einem "Überhang" wird ein endständiger einzelsträngiger Überstand verstanden, welcher nicht nach Watson & Crick
gepaarte Nukleotide aufweist. Unter einer "doppelsträngigen Struktur" wird eine Struktur verstanden, bei der die Nu-
kleotide der Einzelstränge im wesentlichen nach Watson & Crick gepaart sind. Im Rahmen der vorliegenden Erfindung
kann eine doppelsträngige Struktur auch einzelne Fehlpaarungen ("Mismatches") aufweisen.
[0007] Nach einer besonderes vorteilhaften Ausgestaltung weist die dsRNA I den Überhang am 3’-Ende des einen
Strangs bzw. Antisinnstrangs as1 auf. Die dsRNA I kann auch an einem Ende glatt ausgebildet sein. In diesem Fall
befindet sich das glatte Ende vorteilhafterweise auf der Seite der dsRNA 1, die das 5’-Ende des einen Strangs (Antsinn-
strang; as1) aufweist. In dieser Ausbildung zeigt die dsRNA I einerseits eine sehr gute Effektivität und andererseits eine
hohe Stabilität im lebenden Organismus. Die Effektivität insgesamt in vivo ist hervorragend. Der Überhang ist zweck-
mäßigerweise aus 1 bis 4 Nukleotiden, vorzugsweise aus 1 oder 2 Nukleotiden, gebildet.
[0008] Nach einem weiteren Ausgestaltungsmerkmal kann die Effektivität des Verfahrens weiter erhöht werden, wenn
zumindest eine entsprechend der erfindungsgemäßen dsRNA I ausgebildete weitere dsRNA II in die Zelle eingeführt
wird, wobei der eine Strang oder zumindest ein Abschnitt des einen Strangs der doppelsträngigen Struktur der dsRNA
I komplementär zu einem ersten Bereich des Sinnstrangs des Zielgens ist, und wobei ein weiterer Strang oder zumindest
ein Abschnitt des weiteren Strangs der doppelsträngigen Struktur der weiteren dsRNA II komplementär zu einem zweiten
Bereich des Sinnstrangs des Zielgens ist. Die Hemmung der Expression des Zielgens ist in diesem Fall deutlich gesteigert.
Der erste und der zweite Bereich können abschnittsweise überlappen, aneinander grenzen oder auch voneinander
beabstandet sein.
[0009] Es hat sich weiter als vorteilhaft erwiesen, wenn die dsRNA I und/oder die weitere dsRNA II eine Länge von
weniger als 25 aufeinander folgenden Nukleotidpaaren aufweisen. Als besonders effektiv hat sich eine Länge im Bereich
zwischen 19 und 23 Nukleotidpaaren erwiesen. Die Effizienz kann weiter gesteigert werden, wenn an den vorzugsweise
aus 19 bis 23 Nukleotidpaaren gebildeten Doppelsträngen einzelsträngige Überhänge von 1 bis 4 Nukleotiden vorhanden
sind.
[0010] Das Zielgen kann nach einem weiteren Ausgestaltungsmerkmal eine der in dem anhängenden Sequenzpro-
tokoll wiedergegebenen Sequenzen SQ001 bis SQ140 aufweisen. Es kann auch aus der folgenden Gruppe ausgewählt
sein: Onkogen, Cytokin-Gen, Id-Protein-Gen, Priongen, Gene zur Expression von Angiogenese induzierenden Molekü-
len, von Adhäsions-Molekülen und Zelloberflächenrezeptoren, Gene von Proteinen, die an metastasierenden und/oder
invasiven Prozessen beteiligt sind, Gene von Proteinasen sowie Apoptose- und Zellzyklusregulierende Molekülen sowie
Gene zur Expression des EGF-Rezeptors. Beim Zielgen kann es sich insbesondere um das MDR1-Gen handeln. Es
kann in diesem Zusammenhang eine [Streichung(en)] aus jeweils zusammengehörenden Antisinn (as)- und Sinnse-
quenzen (ss) der Sequenzen SQ141 - 173 kombinierte dsRNA I/II verwendet werden.
[0011] Nach einem weiteren vorteilhaften Ausgestaltungsmerkmal wird die Expression nach dem Prinzip der RNA-
Interferenz gehemmt.
[0012] Das Zielgen wird zweckmäßigerweise in pathogenen Organismen, vorzugsweise in Plasmodien, exprimiert.
Es kann Bestandteil eines Virus oder Viroids, insbesondere eines humanpathogenen Virus oder Viroids, sein. Das Virus
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oder Viroid kann auch ein tier- oder pflanzenpathogenes Virus oder Viroid sein.
[0013] Nach einem weiteren Ausgestaltungsmerkmal ist vorgesehen, dass die ungepaarten Nukleotide durch Nukleo-
sidthiophosphate substituiert sind.
[0014] Zumindest ein Ende der dsRNA I/II kann modifiziert werden, um einem Abbau in der Zelle oder einer Dissoziation
in die Einzelstränge entgegenzuwirken. Vorteilhafterweise wird dazu der durch die komplementären Nukleotidpaare
bewirkte Zusammenhalt der doppelsträngigen Struktur durch mindestens eine chemische Verknüpfung erhöht. Die
chemische Verknüpfung kann durch eine kovalente oder ionische Bindung, eine Wasserstoffbrückenbindung, hydro-
phobe Wechselwirkungen, vorzugsweise van-der-Waals- oder Stapelungswechelwirkungen, oder durch Metall-Ionen-
koordination gebildet werden. Es hat sich weiter als zweckmäßig und die Stabilität erhöhend erwiesen, wenn die che-
mische Verknüpfung in der Nähe des einen Endes gebildet ist. Weitere vorteilhafte Ausgestaltungen hinsichtlich der
chemischen Verknüpfung können den Merkmalen der Ansprüche 19 bis 25 entnommen werden, ohne dass es dafür
einer näheren Erläuterung bedarf.
[0015] Die dsRNA I/II kann dann besonders einfach in die Zelle eingeschleust werden, wenn sie in micellare Strukturen,
vorteilhafterweise in Liposomen, eingeschlossen wird. Zum Transport der dsRNA I/II in die Zelle hat es sich auch als
vorteilhaft erwiesen, dass diese an mindestens ein von einem Virus stammendes, davon abgeleitetes oder ein synthetisch
hergestelltes virales Hüllprotein gebunden, damit assoziiert oder davon umgeben werden. Das Hüllprotein kann vom
Polyomavirus abgeleitet sein. Das Hüllprotein kann insbesondere das Virus-Protein 1 und/oder das Virus-Protein 2 des
Polyomavirus enthalten. Nach einer weiteren Ausgestaltung ist vorgesehen, dass bei Bildung eines Kapsids oder kap-
sidartigen Gebildes aus dem Hüllprotein die eine Seite zum Inneren des Kapsids oder kapsidartigen Gebildes gewandt
ist. Ferner ist es von Vorteil, dass der eine Strang der dsRNA I/II (as1/2) zum primären oder prozessierten RNA-Transkript
des Zielgens komplementär ist. Die Zelle kann eine Vertebratenzelle oder eine menschliche Zelle sein.
[0016] Weiterhin hat es sich gezeigt, dass die dsRNA I/II vorteilhafterweise bereits in einer Menge von höchstens 5
mg/kg Körpergewicht pro Tag einem Säugetier, vorzugsweise einem Menschen, verabreicht werden kann. Bereits in
dieser geringen Dosis wird eine ausgezeichnete Effektivität erzielt.
[0017] Überraschenderweise hat sich gezeigt, dass die dsRNA I/II zur Applikation in eine Pufferlösung aufgenommen
und dann oral oder mittels Injektion oder Infusion intravenös, intratumoral, inhalativ, intraperitoneal verabreicht werden
kann.
[0018] Erfindungsgemäß ist weiterhin die Verwendung einer doppelsträngigen Ribonukleinsäure (dsRNA I) zur Hem-
mung der Expression eines Zielgens in einer Zelle vorgesehen, wobei die dsRNA I eine doppelsträngige aus höchstens
49 aufeinander folgenden Nukleotidpaaren gebildete Struktur aufweist, und wobei ein Strang (Antisinnstrang; as1) oder
zumindest ein Abschnitt des einen Strangs (as1) der doppelsträngigen Struktur komplementär zum Sinnstrang des
Zielgens ist, und wobei die dsRNA I zumindest an einem Ende einen aus 1 bis 4 Nukleotiden gebildeten Überhang
aufweist.
[0019] Nach weiterer Maßgabe der Erfindung ist ein Medikament zur Hemmung der Expression eines Zielgens in
einer Zelle vorgesehen, enthaltend eine doppelsträngige Ribonukleinsäure (dsRNA I) in einer zur Hemmung der Ex-
pression des Zielgens ausreichenden Menge, wobei die dsRNA I eine doppelsträngige aus höchstens 49 aufeinander
folgenden Nukleotidpaaren Struktur aufweist, und wobei ein Strang (as1) oder zumindest ein Abschnitt des einen Strangs
(as1) der doppelsträngigen Struktur komplementär zum Sinnstrang des Zielgens ist, und wobei die dsRNA I zumindest
an einem Ende einen aus 1 bis 4 Nukleotiden gebildeten Überhang aufweist.
[0020] Wegen der weiteren vorteilhaften Ausgestaltung der dsRNA I/II wird auf die vorangegangenen Ausführungen
verwiesen.
[0021] Die Erfindung wird nachfolgend anhand der Zeichnungen und Ausführungsbeispiele beispielhaft erläutert. Es
zeigen:

Fig. 1a, b schematisch eine erste und zweite doppelsträngige RNA und

Fig. 2 schematisch ein Zielgen,

Fig. 3 relative YFP-Fluoreszenz nach Applikation verschiedener dsRNA in NIH/3T3-Zellen (erstes Experiment),

Fig. 4 relative YFP-Fluoreszenz nach Applikation verschiedener dsRNA in NIH/3T3-Zellen (zweites Experiment),

Fig. 5 relative YFP-Fluoreszenz nach Applikation verschiedener dsRNA in NIH/3T3-Zellen (drittes Experiment),

Fig. 6 relative YFP-Fluoreszenz nach Applikation verschiedener dsRNA in NIH/3T3-Zellen (viertes Experiment),

Fig. 7 relative YFP-Fluoreszenz nach Applikation verschiedener dsRNA in HeLa-S3-Zellen (fünftes Experiment),
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Fig. 8 fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von NIH/3T3-Zellen nach Transfektion mit pcDNA-YFP bzw nach
Kotransfektion mit pcDNA-YFP und verschiedenen dsRNAs,

Fig. 9 fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von HeLa-S3-Zellen nach Transfektion mit pcDNA-YFP bzw. nach
Kotransfektion mit pcDNA-YFP und verschiedenen dsRNAs,

Fig. 10 gelelektrophoretische Auftrennung von S1 nach Inkubation in Maus-Serum,

Fig. 11 gelelektrophoretische Auftrennung von S1 nach Inkubation in humanem Serum,

Fig. 12 gelelektrophoretische Auftrennung von S7 nach Inkubation in Maus-Serum,

Fig. 13 gelelektrophoretische Auftrennung von S7 nach Inkubation in humanem Serum,

Fig. 14 gelelektrophoretische Auftrennung von K3 nach Inkubation in Maus-Serum,

Fig. 15 gelelektrophoretische Auftrennung von PKC1/2 nach Inkubation in Maus-Serum,

Fig. 16 gelelektrophoretische Auftrennung von S1A/S4B nach Inkubation in humanem Serum,

Fig. 17 gelelektrophoretische Auftrennung von K2 nach Inkubation in humanem Serum und

Fig. 18 GFP-spezifische Immunoperoxidase-Färbung an Nieren-Paraffinschnitten transgener GFP-Mäuse,

Fig. 19 GFP-spezifische Immunoperoxidase-Färbung an Herz-Paraffinschnitten transgener GFP-Mäuse,

Fig. 20 GFP-spezifische Immunoperoxidase-Färbung an Pankreas-Paraffinschritten transgener GFP-Mäuse,

Fig. 21 Western-Blot-Analyse der GFP-Expression im Plasma,

Fig. 22 Western-Blot-Analyse der GFP-Expression in der Niere,

Fig. 23 Western-Blot-Analyse der GFP-Expression im Herz,

Fgi. 24 Western-Blot-Analyse der EGFR-Expression in U-87 MG Glioblastom-Zellen,

Fig. 25a Northern-Blot-Analyse des MDRI mRNA-Niveaus in der Kolonkarzinom-Zelllinie LS174T, wobei die Zellen
nach 74 Stunden geerntet wurden,

Fig. 25b Quantifizierung der Banden nach Fig. 25a, wobei die Mittelwerte aus zwei Werten dargestellt sind,

Fig. 26a Northern-Blot-Analyse des MDRI mRNA-Niveaus in der Kolonkarzinom-Zelllinie LS174T, wobei die Zellen
nach 48 Stunden geerntet wurden,

Fig. 26b Quantifizierung der Banden nach Fig. 26a, wobei die Mittelwerte aus zwei Werten dargestellt sind,

Fig. 27 vergleichende Darstellung einer durchlicht- und fluoreszenzmikroskopischen Aufnahme einer Transfektion
mit 175 nM dsRNA (Sequenz R1 in Tabelle 4).

[0022] Die in den Fig. 1a und 1b schematisch gezeigten doppelsträngigen Ribonukleinsäuren dsRNA I und dsRNA II
weisen jeweils ein erstes Ende E1 und ein zweites Ende E2 auf. Die erste und die zweite Ribonukleinsäure dsRNA I/
dsRNAII weisen an ihren beiden Enden E1 und E2 einzelsträngige, aus etwa 1 bis 4 ungepaarten Nukleotiden gebildete
Abschnitts auf. Es sind zwei mögliche Varianten dargestellt (Variante 1 und 2), wobei Variante 2 ein glattes Ende (E2)
aufweist. Das glatte Ende kann jedoch auch in einer weiteren Variante am anderen Ende (E1) liegen.
[0023] In Fig. 2 ist schematisch ein auf einer DNA befindliches Zielgen gezeigt. Das Zielgen ist durch einen schwarzen
Balken kenntlich gemacht. Es weist einen ersten Bereich B1 und einen zweiten Bereich B2 auf.
[0024] Jeweils der eine Strang der ersten dsRNA I (as1) bzw. der zweiten dsRNA II (as2) ist komplementär zum
entsprechenden Bereich B1 bzw. B2 auf dem Zielgen.
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[0025] Die Expression des Zielgens wird dann besonders wirkungsvoll gehemmt, wenn die dsRNA I/dsRNA II an ihren
Enden E1, E2 einzelsträngige Abschnitte aufweist. Die einzelsträngigen Abschnitte können sowohl am Strang as1 oder
as2 als auch am Gegenstrang (ss1 bzw. ss2) oder am Strang as1, as2 und am Gegenstrang ausgebildet sein.
[0026] Die Bereiche B1 und B2 können, wie in Fig. 2 gezeigt, von einander beabstandet sein. Sie können aber auch
aneinander grenzen oder überlappen.

I. Hemmung der Expression des YFP-Gens in Fibroblasten:

[0027] Es wurden aus Sequenzen des Yellow Fluorescent Proteine (YFP), einer Variante des GFP (Grün-fluoreszie-
rendes Protein) der Alge Aequoria victoria abgeleitete doppelsträngige RNAs (dsRNAs) hergestellt und zusammen mit
einem YFP-kodierenden Plasmid in Fibroblasten mikroinjiziert. Anschließend wurde die Fluoreszenzabnahme gegen-
über Zellen ohne dsRNA ausgewertet.

Versuchsprotokoll:

[0028] Mittels eines RNA-Synthesizer (Typ Expedite 8909, Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland) und her-
kömmlicher chemischer Verfahren wurden die aus den Sequenzprotokollen SQ148, 149 und SQ159 ersichtlichen RNA-
Einzelstränge und die zu ihnen komplementären Einzelstränge synthetisiert. Anschließend erfolgte die Reinigung mit
Hilfe der HPLC. Die Hybridisierung der Einzelstränge zum Doppelstrang erfolgte durch Erhitzen des stöchiometrischen
Gemischs der Einzelstränge in 10 mM Natriumphosphatpuffer, pH 6,8, 100 mM NaCl, auf 90°C und nachfolgendes
langsames Abkühlen über 6 Stunden auf Raumtemperatur. Die so erhaltenen dsRNAs wurden in die Testzellen mikro-
injiziert.
[0029] Als Testsystem für diese Zellkultur-Experimente diente die murine Fibroblasten-Zellinie NIH/3T3, ECACC No.
93061524 (European Collection of Animal Cell Culture). Für die Mikroinjektionen wurde das Plasmid pcDNA-YFP ver-
wendet, das ein 800bp großes Bam HI/Eco RI-YFP-Fragment in den entsprechenden Restriktionsschnittstellen des
Vectors pcDNA3 enthält. Die Expression des YFP wurde unter dem Einfluß gleichzeitig mittransfizierter sequenzhomo-
loger dsRNA untersucht. Die Auswertung unter dem Fluoreszenzmikroskop erfolgte frühestens 3 Stunden nach Injektion
anhand der grünen Fluoreszenz.

Vorbereitung der Zellkulturen:

[0030] Die Kultivierung der Zellen erfolgte in DMEM mit 4,5 g/l Glucose, 10 % fötalem Kälberserum (FCS), 2 mM L-
Glutamin, Penicillin/Streptomycin (100 IE/100 Pg/ml, Biochrom) im Brutschrank unter 5 % CO2-Atmosphäre bei 37°C.
Die Zellen wurden alle 3 Tage passagiert, um sie in der exponentiellen Wachstumsphase zu halten. Einen Tag vor der
Durchführung der Transfektion wurden die Zellen trypsiniert (10x Trypsin/EDTA, Biochrom) und mit einer Zelldichte von
0,3 x 105 Zellen in beschichteten Petrischalen (CORNING® Cell Culture Dish, 35 mm, Corning Inc., Corning, USA)
ausgesät. Die Petrischalen wurden mit 0,2 % Gelatine (Biochrom) für mindestens 30 Minuten bei 37°C inkubiert, einmal
mit PBS gewaschen und sofort für die Aussaat der Zellen verwendet. Um ein Wiederfinden individueller Zellen zu
ermöglichen, wurden CELLocate Coverslips der Fa. Eppendorf (Square size 55 Pm) verwendet.

Mikroinjektion:

[0031] Zur Durchführung der Mikroinjektion wurden die Petrischalen ca. 10 Minuten aus dem Brutschrank genommen.
Pro Schale und Ansatz wurden ca. 50 Zellen mikroinjiziert (FemtoJet; Mikromanipulator 5171, Eppendorf). Für die
Mikroinjektion wurden Glaskapillaren (FemtoTip) der Firma Eppendorf mit einem Spitzeninnendurchmesser von 0,5 Pm
verwendet. Die Injektionsdauer betrug 0,8 Sekunden und der Druck 30 hPa. Durchgeführt wurden die Mikroinjektionen
an einem Olympus IX50 Mikroskop mit Fluoreszenzeinrichtung. Als Injektionspuffer wurde 14 mM NaCl, 3 mM KCl, 10
mM KH2PO4, pH 7,0 verwendet, der 0,01 Pg/Pl pcDNA-YFP enthielt. Zur Überprüfung einer erfolgreichen Mikroinjektion
wurde der Injektionslösung jeweils 0,08% (w/v) an Dextran-70000 gekoppeltes Texas-Rot (Molecular Probes, Leiden,
Niederlande) zugesetzt. Um die Inhibition der YFP-Expression mit spezifischer dsRNA zu untersuchen, wurden der
Injektionslösung dsRNAs zugegeben: Ansatz 1: 0,1 PM dsRNA (Sequenzprotokoll SQ148/149); Ansatz 2: 0,1 PM dsRNA
(Sequenzprotokoll SQ148/159); Ansatz 3: ohne RNA. Nach der Mikroinjektion wurden die Zellen für mindestens drei
weitere Stunden im Brutschrank inkubiert. Danach wurde die intrazelluläre YFP-Fluoreszenz am Mikroskop ausgewertet:
gleichzeitig rot und grün-fluoreszierende Zellen: Mikroinjektion war erfolgreich, es wird keine Inhibition der YFP-Expres-
sion durch dsRNA beobachtet; bzw. es handelt sich um Kontrollzellen, in die keine dsRNA injiziert wurde; nur rot-
fluoreszierende Zellen: Mikroinjektion war erfolgreich, die dsRNA inhibiert YFP-Expression.
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Ergebnisse:

[0032] Bei einer dsRNA-Konzentration von 0,1 PM konnte beim Einsatz der dsRNA mit den an beiden 3’-Enden um
je zwei Nukleotide überstehenden Einzelstrangbereichen (Sequenzprotokoll SQ148/159) eine merklich erhöhte Hem-
mung der Expression des YFP-Gens in Fibroblasten beobachtet werden im Vergleich zur dsRNA ohne überstehende
Einzelstrangenden (Tabelle 1).
[0033] Die Verwendung von kurzen, 19-25 Basenpaare enthaltenden, dsRNA-Molekülen mit Überhängen aus weni-
gen, vorzugsweise 1 bis 3 nicht-basengepaarten, einzelsträngigen Nukleotiden ermöglicht somit eine vergleichsweise
stärkere Hemmung der Genexpression in Säugerzellen als die Verwendung von dsRNAs mit derselben Anzahl von
Basenpaaren ohne die entsprechenden Einzelstrangüberhänge bei jeweils gleichen RNA-Konzentrationen.

II. Hemmung der Genexpression eines Zielgens in kultivierten HELA-S3-Zellen und Mausfibroblasten durch dsRNA:

[0034] Die Effektivität der Inhibition der YFP-Expression nach transienter Transfektion eines YFP-codierenden Plas-
mids auf der Basis der RNA-Interferenz mit dsRNAs läßt sich durch Gestaltung der 3’-Enden und der Länge des ba-
sengepaarten Bereichs modulieren.

Ausführungsbeispiel:

[0035] Zum Wirksamkeitsnachweis der dsRNA bei der spezifischen Inhibition der Genexpression wurden transient
transfizierte NIH/3T3-Zellen (Fibroblasten aus NIH Swiss Mausembryo, ECCAC (European collection of animal cell
culture) Nr. 93061524) und HELA-S3 (humane cervikale Karzinomzellen, DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorga-
nismen und Zellkulturen) Nr. ACC 161) verwendet. Für die Transfektion wurde das Plasmid pcDNA-YFP verwendet,
das ein 800 bp großes Bam HI /Eco RI-YFP-Fragment in den entsprechenden Schnittstellen des Vektors pcDNA3 enthält.
Aus der Sequenz des gelb-fluoreszierenden Proteins (YFP) abgeleitete doppelsträngige RNAs (dsRNAs) wurden her-
gestellt und zusammen mit dem Plasmid pcDNA-YFP transient in die Fibroblasten transfiziert (Die verwendeten spezi-
fischen dsRNAs sind in ihren Antisinn-Strängen komplementär zu entsprechenden Abschnitten der Gensequenzen von
sowohl YFP als auch GFP). Nach 48 Stunden wurde die Fluoreszenzabnahme quantifiziert. Als Kontrollen fungierten
Zellen, die entweder nur mit pcDNA-YFP oder mit pcDNA-YFP und einer Kontroll-dsRNA (nicht aus der YFP-Sequenz
abgeleitet) transfiziert wurden.

Versuchsprotokoll:

dsRNA-Synthese:

[0036] Mittels eines RNA-Synchesizers (Typ Expedite 8909, Applied Biosystems, Meiterstadt, Deutschland) und her-
kömmlicher chemischer Verfahren wurden die aus den Sequenzprotokollen ersichtlichen RNA-Eintelstränge und die zu
ihnen komplementären Einzelstränge synthetisiert. Anschließend erfolgte die Reinigung der rohen Syntheseprodukte
mit Hilfe der HPLC. Verwendet wurde die Säule NucleoPac PA-100, 9x250 mm, der Fa. Dionex; als Niedersalz-Puffer
20 mM Tris, 10 mM NaClO4, pH 6,8, 10% Acetonitril und als Hochsalz-Puffer 20 mM Tris, 400 mM NaClO4, pH 6,8, 10%
Acetonitril. Der Fluß betrug 3 ml/ Minute. Die Hybridisierung der Einzelstränge zum Doppelstrang erfolgte durch Erhitzen
des stöchiometrischen Gemischs der Einzelstränge in 10 mM Natriumphosphatpuffer, pH 6,8, 100 mM NaCl, auf 80-90°C
und nachfolgendes langsames Abkühlen über 6 Stunden auf Raumtemperatur.

Tabelle 1: Die Symbole geben den relativen Anteil an nicht oder schwach grün-fluoreszierenden Zellen an (+++ > 
90%; ++ 60-90%; + 30-60%; - < 10%).

Ansatz Name Sequenzprotokoll-Nr. 0.1 PM

1 S1A/ SQ148 +
S1B SQ149

2 S1A/ SQ148 (überstehende 
Enden)

+++

S4B SQ159

3 ohne RNA -
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Aussaat der Zellen:

[0037] Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen in einer entsprechenden Werkbank (HS18, Hera
Safe, Kendro, Heraeus) durchgeführt. Die Kultivierung der NIH/3T3-Zellen und der HELA-S3 erfolgte im Brutschrank
(CO2-Inkubator T20, Hera cell, Kendro, Heraeus) bei 37°C, 5% CO2 und gesättigter Luftfeuchtigkeit in DMEM (Dulbecco’s
modified eagle medium, Biochrom), für die Mausfibroblasten, und Ham’s F12 für die HELA-Zellen mit 10% FCS (fetal
calf serum, Biochrom), 2 mM L-Glutamin (Biochrom) und Penicillin/Streptomycin (100 IE/100 Pg/ml, Biochrom). Um die
Zellen in der exponentiellen Wachstumsphase zu halten, wurden die Zellen alle 3 Tage passagiert. 24 Stunden vor der
Durchführung der Transfektion wurden die Zellen trypsiniert (10x Trypsin/EDTA, Biochrom, Deutschland) und mit einer
Zelldichte von 1,0 x 104 Zellen/Vertiefung in einer 96-Loch-Platte (Multiwell Schalen 96-Well Flachboden, Labor Schubert
& Weiss GmbH) in 150 Pl Wachstumsmedium ausgesät.

Durchführung der transienten Transfektion:

[0038] Die Transfektion wurde mit Lipofectamine Plus™ Reagent (Life Technologies) gemäß den Angaben des Her-
stellers durchgeführt. Pro Well wurden 0,15 Pg pcDNA-YFP-Plasmid eingesetzt. Das Gesamt-Transfektionsvolumen
betrug 60 Pl. Es wurden jeweils 3-fach-Proben angesetzt. Die Plasmid-DNA wurde zuerst zusammen mit der dsRNA
komplexiert. Dazu wurde die Plasmid-DNA und die dsRNA in serumfreiem Medium verdünnt und pro 0,1 Pg Plasmid-
DNA 1 Pl PLUS Reagent eingesetzt (in einem Volumen von 10 Pl) und nach dem Mischen für 15 Minuten bei Raum-
temperatur inkubiert. Während der Inkubation wurde pro 0,1 Pg Plasmid-DNA 0,5 Pl Lipofectamine in insgesamt 10 Pl
serumfreiem Medium verdünnt, gut gemischt, zu dem Plasmid/dsRNA/PLUS-Gemisch zugegeben und nochmals 15
Minuten inkubiert. Während der Inkubation wurde ein Mediumwechsel durchgeführt. Die Zellen wurden dazu 1 x mit
200 Pl serumfreiem Medium gewaschen und danach mit 40 Pl serumfreiem Medium bis zur Zugabe von DNA/dsRNA/
PLUS/Lipofectamine weiter im Brutschrank inkubiert. Nach der Zugabe von 20 Pl DNA/dsRNA/PLUS/Lipofectamine pro
Well wurden die Zellen für 2,5 Stunden im Brutschrank inkubiert. Anschließend wurden die Zellen nach der Inkubation
1 x mit 200 Pl Wachstumsmedium gewaschen und für 24 Stunden bis zur Detektion der Fluoreszenz in 200 Pl Wachs-
tumsmedium im Brutschrank inkubiert.

Detektion der Fluoreszenz:

[0039] 24 Stunden nach dem letzten Mediumwechsel wurde die Fluoreszenz der Zellen am Fluoreszenz-Mikroskop
(IX50-S8F2, Fluoreszenz-Einheit U-ULS100Hg, Brenner U-RFL-T200, Olympus) mit einer USH-I02D-Quecksilber-Lam-
pe (USHIO Inc., Tokyo, Japan), ausgestattet mit einem WIB-Fluoreszenz-Würfel und einer digitalen CCD-Kamera (Orca
IIIm, Hamamatsu) und C4742-95 Kamera-Controller photographiert. Die Auswertung der Fluoreszenzaufnahmen erfolgte
mit der analysis-Software 3.1 (Soft Imaging System GmbH, Deutschland). Um die YFP-Fluoreszenz in Relation zur
Zelldichte zu setzen, wurde eine Zellkernfärbung (Hoechst-Staining) durchgeführt. Dazu wurden die Zellen in 100 Pl
Methylcarnoy (75% Methanol, 25% Eisessig) zuerst für 5 und danach nochmals für 10 Minuten in Methylcarnoy fixiert.
Nach dem Lufttrocknen wurden die fixierten Zellen für 30 Minuten im Dunkeln mit 100 Pl pro Well Hoechst-Farbstoff (75
ng/ml) inkubiert. Nach 2maligem Waschen mit PBS (PBS Dulbecco w/o Ca 2+, Mg 2+, Biochrom) wurden die Hoechst-
gefärbten Zellen unter dem Fluoreszenz-Mikroskop (Olympus, WU-Fluoreszenz-Würfel für Hoechst) photographiert.
In den Fig. 3 bis 9 sind die Ergebnisse zur Inhibition der YFP-Expression durch dsRNA in kultivierten Zellen zusammen-
gefasst:
[0040] In Fig. 3, 4, 5 und 6 sind die Effekte von YFP-spezifischen dsRNAs und von Kontroll-dsRNAs auf die YFP-
Expression in NIH/3T3-Mausfibroblasten nach transienter Transfektion zusammengefasst. Die Experimente wurden wie
im Versuchsprotokoll beschrieben durchgeführt. Die Konzentration der dsRNA bezieht sich auf die Konzentration im
Medium während der Transfektionsreaktion. Die Bezeichnungen für die dsRNAs sind der Tabelle 2 zu entnehmen.
Dargestellt ist die relative Fluoreszenz pro Bildausschnitt in Flächenprozent. Pro Well wurden 3 verschiedene Bildaus-
schnitte ausgewertet. Die Mittelwerte ergeben sich aus den 3-fach-Ansätzen.
In den Fig. 7 und 9 ist die spezifische Inhibition der YFP-Genexpression durch dsRNAs in HELA-S3-Zellen dargestellt.
In Fig. 7 ist die hemmende Wirkung unterschiedlich gestalteter dsRNA-Konstrukte (Tabelle 2) in verschiedenen Kon-
zentrationen auf die Expression von YFP in HeLa-Zellen dargestellt.
Fig. 8 zeigt repräsentative fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von transient mit YFP transfizierten NIH/3T3-Maus-
fibroblasten ohne dsRNA und mit spezifisch gegen YFP gerichteten dsRNAs (x 100 Vergrößerung).

8A: YFP-Kontrolle
8B: S1, 10 nM
8C: S4, 10 nM
8D: S7, 10 nM
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8E: S7/S11, 1 nM
8F: S7/S12, 1 nM

[0041] Fig. 9 zeigt repräsentative fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von transient mit YFP transfizierten HELA-
3S-Zellen ohne dsRNA und mit spezifisch gegen YFP gerichteten dsRNAs (x 100 Vergrößerung).

9A: K2-Kontrolle, 10 nM
9B : S1, 10 nM
9C: S4, 10 nM
9D: S7, 10 nM
9E: S7/11, 1 nM
9F: S7/12, 1 nM
9G: S1A/S4B, 10 nM
9H: YFP-Kontrolle

Ergebnisse:

[0042] Fig. 3 zeigt, dass die YFP-Expression nach transienter Kotransfektion von Mausfibroblasten mit dem YFP-
Plasmid und spezifisch gegen die YFP-Sequenz gerichteten dsRNAs dann besonders wirkungsvoll gehemmt wird, wenn
die 3’-Enden der 22 und 19 Basenpaare enthaltenden Bereiche der dsRNAs einzelsträngige Abschnitte von 2 Nukleotiden
(nt) aufweisen. Während die dsRNA S1 mit glatten 3’-Enden bei einer Konzentration von 1 nM (bezogen auf die Kon-
zentration im Zellkultur-Medium während der Durchführung der Transfektion) keine inhibitorischen Effekte auf die YFP-
Expression zeigt, inhibieren die dsRNAs S7 (19 Nukleotidpaare) und S4 (22 Nukleotidpaare) mit jeweils 2nt Überhängen
an beiden 3’-Enden die YFP-Expression um 50 bzw. um 70% im Vergleich zu den entsprechenden Kontroll-dsRNAs
K3 und K2. Bei einer Konzentration von 10 nM inhibiert die als S1 bezeichnete dsRNA mit glatten Enden die YFP-
Expression um ~65%, während die Inhibition der YFP-Expression durch die S4 dsRNA ~93% beträgt (Fig. 4). Der
inhibitorische Effekt der mit S4 und S7 bezeichneten dsRNAs ist konzentrationsabhängig (Fig. 3 und 4, siehe auch Fig. 7).
[0043] Fig. 4 zeigt, dass für die effiziente Unterdrückung der YFP-Genexpression die einzelsträngige Ausbildung nicht
an beiden 3’-Enden (auf Sinn- und Antisinn-Strang) notwendig ist. Um eine möglichst effektive Inhibition der YFP-
Expression zu erreichen, ist lediglich der 2nt-Überhang am 3’-Ende auf dem Antisinn-Strang notwendig. So liegt die
Inhibition der YFP-Expression bei einer Konzentration von 1 nM bei den beiden dsRNAs S4 (mit 2nt-Überhängen auf
beiden 3’-Enden) und S1A/S4B (mit einem 2nt-Überhang auf dem 3’-Ende des Antisinn-Stranges) bei ~70%. Befindet
sich dagegen der 2nt-Überhang auf dem 3’-Ende des Sinn-Stranges (und das 3’-Ende des Antisinn-Stranges trägt
keinen einzelsträngigen Bereich), so liegt die Inhibition der YFP-Genexpression lediglich bei 50%. Analog ist die Inhibition
bei höheren Konzentrationen deutlich besser, wenn mindestens das 3’-Ende des Antisinn-Stranges einen 2nt-Überhang
trägt.
[0044] Eine deutlichere Hemmung der YFP-Expression wird erreicht, wenn der basengepaarte Bereich 21 Nukleotid-
Paare statt 22 (S1 und S4), 20 (S13 bzw. S13/14) oder 19 (S7) umfasst (Fig. 5, 6 und 7). So beträgt die Inhibition der
YFP-Expression durch S1 (22 Basenpaarungen mit glatten Enden) in einer Konzentration von 5 nM ~40%, während die
Inhibition durch S7/S12 (21 Basenpaarungen mit glatten Enden), ebenfalls mit 5 nM bei ~92% liegt. Weist die dsRNA
mit 21 Basenpaarungen noch einen 2nt-Überhang am Antisinnstrang-3’-Ende (S7/S11) auf, so liegt die Inhibition bei ~
97% (verglichen mit ~73% Inhibition durch S4 und ~70% Inhibition durch S7).

III. Untersuchung der Serumstabilität der doppelsträngigen RNA (dsRNA):

[0045] Ziel ist es, die in den Zellkulturen gefundene Effektivität der durch dsRNAs vermittelten Hemmung der Gen-
expression von Zielgenen für den Einsatz in vivo zu steigern. Dies wird durch eine verbesserte Stabilität der dsRNAs
im Serum und durch eine daraus resultierende verlängerte Verweilzeit des Moleküls im Kreislauf bzw. die damit ver-
bundenen erhöhte wirksame Konzentration des funktionellen Moleküls erreicht.

Ausführungsbeispiel:

[0046] Die Serumstabilität der die GFP-Expression hemmenden dsRNAs wurde ex vivo in murinem und humanem
Serum getestet.

Versuchsprotokoll:

[0047] Die Inkubation mit humanem bzw. murinem Serum mit der entsprechenden dsRNA erfolgte bei 37°C. Es wurden
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je 85 Pl Serum mit 15 Pl 10PM dsRNA inkubiert. Nach bestimmten Inkubationszeiten (30 min, 1h, 2h, 4h, 8h, 12h, 24h)
wurden die Proben bei -80°C eingefroren. Als Kontrolle wurde dsRNA ohne Serum (+85 Pl ddH2O) und dsRNA mit
Serum zum Zeitpunkt 0 verwendet.
[0048] Für die Isolierung der dsRNA aus dem Inkubationsansatz, die auf Eis erfolgte, wurden jeweils 400 Pl 0,1%
SDS zu den Ansätzen gegeben und diese einer Phenolextraktion unterzogen: Pro Ansatz wurden 500 Pl Phenol :
Chloroform : Isoamylalkohol (IAA, 25:24:1, Roti® -Phenol, Roth, Karlsruhe) zugegeben und für 30 sec auf höchster
Stufe gevortext (Vortex Genie-2; Sciencific Industries). Nach 10minütiger Inkubation auf Eis erfolgte die Phasentrennung
durch Zentrifugation bei 12.000xg, 4°C, für 10 min (Sigma 3K30, Rotor 12131-H). Die obere wässrige Phase (ca. 200
Pl) wurde abgenommen und zuerst einem DNase I- und danach einem Proteinase K - Verdau unterzogen: Zugabe von
20 Pl 10xfach DNaseI-Puffer (100 mM Tris, pH 7,5, 25 mM MgCl2, 1 mM CaCl2) und 10 U DNase I (D7291, Sigma-
Aldrich), 30 min Inkubation bei 37°C, erneute Zugabe von 6 U DNase I und Inkubation für weitere 20 min bei 37°C,
Zugabe von 5 Pl Proteinase K (20 mg/ml, 04-1075, Peqlab, Deutschland) und 30 min Inkubation bei 37°C. Danach
wurde eine Phenolextraktion durchgeführt. Dazu wurde 500 Pl Phenol : Chloroform : IAA (25:24:1) zugegeben, 30 sec
auf höchster Stufe gevortext, 10 min bei 12.000xg, 4°C, zentrifugiert, der Überstand abgenommen und nacheinander
mit 40 Pl 3 M Na-Ac (Natriumacetat), pH 5,2, und 1 ml 100% EtOH versetzt, dazwischen gut gemischt und für mindestens
1 h bei -80°C gefällt. Das Präzipitat wurde durch Zentrifugation bei 12.000xg für 30 min und 4°C pelletiert, mit 70% EtOH
gewaschen und erneut zentrifugiert (10 min, 12.000xg, 4°C). Das luftgetrocknete Pellet wurde in 30 Pl RNA-Gelauf-
tragspuffer (7 M Harnstoff, 1 x TBE (0,09 M Tris-Borat, 0,002 M EDTA (Ethylendiamintetraacetat)), 0,02% (w/v) Brom-
phenolblau, 0,02% (w/v) Xylencyanol) aufgenommen und bis zum Gelauftrag bei -20°C gelagert.
[0049] Zur Charakterisierung der dsRNA wurde eine analytische, denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(analytische PAGE) durchgeführt. Die Harnstoffgele wurden kurz vor dem Lauf hergestellt: 7M Harnstoff (21g) wurde
in 25 ml 40% wässrige Acrylamid/Bisacrylamid Stammlösung (Rotiphorese-Gel, A515.1, Roth) und 5 ml 10 x TBE (108
g Tris, 55 g Borsäure, 9,3 g EDTA pro L Aqua dest.) unter Rühren gelöst und auf 50 ml mit Aqua desto aufgefüllt. Kurz
vor dem Gießen wurden 50 Pl TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin) und 500 Pl 10% APS (Ammoniumperoxi-
disulfat) zugesetzt. Nach dem Auspolymerisieren wurde das Gel in eine vertikale Elektrophorese-Apparatur (Merck,
Darmstadt) eingesetzt und ein Vorlauf für 30 min bei konstant 40 mA Stromstärke durchgeführt. Als Laufpuffer wurde
1 x TBE-Puffer verwendet. Vor dem Auftrag auf das Gel wurden die RNA-Proben für 5 min bei 100°C erhitzt, auf Eis
abgekühlt und für 20 sec in einer Tischzentrifuge (Eppendorf, minispin) abzentrifugiert. Es wurden je 15 Pl auf das Gel
aufgetragen. Der Lauf erfolgte für ca. 2h bei einem konstanten Stromfluß von 40 mA. Nach dem Lauf wurde das Gel 30
min bei RT (Raumtemperatur) mit Stains all-Färbelösung (20 ml Stains all Stammlösung (200 mg Stains all in 200 ml
Formamid gelöst) mit 200 ml Aqua dest. und 180 ml Formamid versetzt) gefärbt und die Hintergrundfärbung danach
durch Spülen in Aqua dest. für 45 min entfernt. Die Gele wurden mit dem Photodokumentationssystem Image Master
VDS von Pharmacia photographiert.
[0050] Die Fig. 10 bis 17 zeigen die Serumstabilität der dsRNA nach Inkubation mit humanem bzw. murinem Serum
und nachfolgender elektrophoretischer Auftrennung im 20%igem 7M Harnstoffgel.
Fig. 10: Inkubation von S1 (0-22-0) in Maus-Serum

1. zum Zeitpunkt 0 (ohne Serum)
2. zum Zeitpunkt 0
3. für 30 Minuten
4. für 1 Stunde
5. für 2 Stunden
6. für 4 Stunden
7. für 12 Stunden
8. 2 Pl 100 PM S1 ohne Inkubation
S1A) Sinnstrang S1 (10 Pl 20 PM S1A)
S1B) Antisinnstrang S1 (10 Pl 20 PM S13)

Fig. 11: Inkubation von S1 (0-22-0) in humanem Serum

1. 2 Pl 100 PM S1 unbehandelt (ohne Inkubation)
2. für 30 Minuten
3. für 2 Stunden
4. für 4 Stunden
5. für 6 Stunden
6. für 8 Stunden
7. für 12 Stunden
8. für 24 Stunden
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S1A) Sinnstrang S1 (10 Pl 20 PM S1A)
S1B) Antisinnstrang S1 (10 Pl 20 PM S1B)

Fig. 12: Inkubation von S7 (2-19-2) in Maus-Serum

1. zum Zeitpunkt 0 (ohne Serum)
2. für 30 Minuten
3. für 4 Stunden
4. für 12 Stunden

Fig. 13: Inkubation von S7 (2-19-2) in humanem Serum

1. Sinnstrang S7 (10 Pl 20 PM S7A)
2. Antisinnstrang S7 (10 Pl 20 PM S7B)
3. für 30 Minuten
4. für 1 Stunde
5. für 2 Stunden
6. für 4 Stunden
7. für 6 Stunden
8. für 12 Stunden
9. für 24 Stunden
10. zum Zeitpunkt 0 (ohne Serum)

Fig. 14: Inkubation von K3 (2-19-2) in Maus-Serum

1. Sinnstrang K3 (10 Pl 20 PM K3A)
2. Antisinnstrang K3 (10 Pl 20 PM K3B)
3. zum Zeitpunkt 0 (ohne Serum)
4. zum Zeitpunkt 0 (mit Serum)
5. für 30 Minuten
6. für 1 Stunde
7. für 2 Stunden
8. für 4 Stunden
9. für 12 Stunden

Fig. 15: Inkubation von PKC1/2 (0-22-2) in Maus-Serum

1. für 30 Minuten
2. für 1 Stunde
3. für 2 Stunden
4. für 4 Stunden
5. für 12 Stunden
6. 2 Pl 100 PM PKC1/2 (unbehandelt)

Fig. 16: Inkubation von S1A/S4B (0-22-2) in humanem Serum

1. zum Zeitpunkt 0 (ohne Serum)
2. für 24 Stunden
3. für 12 Stunden
4. für 8 Stunden
5. für 6 Stunden
6. für 4 Stunden
7. für 2 Stunden
8. für 30 Minuten
9. Sinnstrang S1A (10 Pl 20 PM S1A)
10. Antisinnstrang S4B (10 Pl 20 uM S4B)

Fig. 17: Inkubation von K2 (2-22-2) in humanem Serum
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1. Sinnstrang K2 (10 Pl 20 PM K2A)
2. Antisinnstrang K2 (10 Pl 20 PM K2B)
3. zum Zeitpunkt 0 (ohne Serum)
4. für 30 Minuten
5. für 2 Stunden
6. für 4 Stunden
7. für 6 Stunden
8. für 8 Stunden
9. für 12 Stunden
10. für 24 Stunden

Ergebnisse:

[0051] dsRNAs ohne einzelsträngige Bereiche an den 3’-Enden sind im Serum sowohl von Mensch und Maus we-
sentlich stabiler als dsRNAs mit einzelsträngigen 2nt-Überhängen an den 3’-Enden (Fig. 10 bis 14 und 17). Nach 12
bzw. 24 Stunden Inkubation von S1 in murinem bzw. humanem Serum ist noch immer eine Bande in der ursprünglichen
Größe fast vollständig erhalten. Dagegen nimmt bei dsRNAs mit 2nt-Überhängen an beiden 3’-Enden die Stabilität in
humanem als auch im murinen Serum deutlich ab. Bereits nach 4 Stunden Inkubation von S7 (Fig. 12 und 13) oder K3
(Fig. 14) ist keine Bande in der Originalgröße mehr detektierbar.
[0052] Um die Stabilität von dsRNA im Serum zu erhöhen, ist es ausreichend, wenn die dsRNA ein glattes Ende
besitzt. Im Maus-Serum ist nach 4 Stunden Inkubation (Fig. 15, Bahn 4) die Bande in der Originalgröße kaum abgebaut
im Vergleich zu S7 (nach 4 Stunden vollständiger Abbau; Fig. 12, Bahn 3).
[0053] Als optimaler Kompromiß hinsichtlich der biologischen Wirksamkeit von dsRNA kann die Verwendung von
dsRNA mit einem glattem Ende und einem einzelsträngigem Bereich von 2 Nukleotiden angesehen werden, wobei sich
der einzelsträngige Überhang am 3’-Ende des Antisinn-Stranges befinden sollte.
[0054] Die hier verwendeten Sequenzen sind aus der nachstehenden Tabelle 2 und den Sequenzprotokollen
GQ148-151- und 153-167 ersichtlich.

Tabelle 2

Name Sequenzprotokoll-Nr. dsRNA-Sequenz

S1 SQ148 (A) 5’-CCACAUGAAGCAGCACGACUUC-3’ 0-22-0
SQ149 (B) 3’-GGUGUACUUCGUCGUGCUGAAG-5’

S7 SQ150 (A) 5’-CCACAUGAAGCAGCACGACUU-3’ 2-19-2
SQ151 (B) 3’-CUGGUGUACUUCGUCGUGCUG-5’

K1 SQ153 (A) 5’-ACAGGAUGAGGAUCGUUUCGCA-3’ 0-22-0
SQ154 (B) 3’-UGUCCUACUCCUAGCAAAGCGU-5’

K3 SQ155 (A) 5’-GAUGAGGAUCGUUUCGCAUGA-3’ 2-19-2
SQ156 (B) 3’-UCCUACUCCUAGCAAAGCGUA-5’

K2 SQ157 (A) 5’-ACAGGAUGAGGAUCGUUUCGCAUG-3’ 2-22-2
SQ158 (B) 3’-UCUGUCCUACUCCUAGCAAAGCGU-5’

S1A/ SQ148 (A) 5’-CCACAUGAAGCAGCACGACUUC -3’ 0-22-2
S4B SQ159 (B) 3’-CUGGUGUACUUCGUCGUGCUGAAG -5’

PKC 1/2 SQ160 (A) 5’-CUUCUCCGCCUCACACCGCUGCAA-3’ 2-22-0
SQ161 (B) 3’-GAAGAGGCGGAGUGUGGCGACG-5’

S7/S12 SQ150 (A) 5’-CCACAUGAAGCAGCACGACUU-3’ 0-21-0
SQ162 (B) 3’-GGUGUACUUCGUCGUGCUGAA-5’

S7/S11 SQ150 (A) 5’-CCACAUGAAGCAGCACGACUU-3’ 0-21-2
SQ163 (B) 3’-CUGGUGUACUUCGUCGUGCUGAA-5’

S13 SQ164 (A) 5’-CCACAUGAAGCAGCACGACU-3’ 0-20-2
SQ165 (B) 3’-CUGGUGUACUUCGUCGUGCUGA-5’



EP 1 352 061 B9

13

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

IV. In vivo-Studie:

[0055] Es wurde "GFP-Labormäusen", die das Grün-fluoreszierende Protein (GFP) in allen Proteinbiosynthese be-
treibenden Zellen exprimieren, doppelsträngige RNA (dsRNA), die aus der GFP-Sequenz abgeleitet wurde, bzw. un-
spezifische dsRNA intravenös in die Schwanzvene injiziert. Am Versuchsende wurden die Tiere getötet und die GFP-
Expression in Gewebeschnitten und im Plasma analysiert.

Versuchsprotokoll:

Synthese der dsRNA:

[0056] Mittels eines RNA-Synthesizers (Typ Expedite 8909, Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland) und her-
kömmlicher chemischer Verfahren wurden die aus den Sequenzprotokollen ersichtlichen RNA-Einzelstränge und die
zu ihnen komplementären Einzelstränge synthetisiert. Anschließend erfolgte die Reinigung der rohen Syntheseprodukte
mit Hilfe der HPLC. Als Säulen wurden NucleoPac PA-100, 9x250 mm der Fa. Dionex, verwendet; als Niedersalz-Puffer
20 m.N Tris, 10 mM NaClO4, pH 6,8, 10% Acetonitril und als Hochsalz-Puffer 20 mM Tris, 400 mM NaClO4, pH 6,8,
10% Acetonitril. Der Fluß betrug 3 ml/Minute. Die Hybridisierung der Einzelstränge zum Doppelstrang erfolgte durch
Erhitzen des stöchiometrischen Gemischs der Einzelstränge in 10 mM Natriumphosphatpuffer, pH 6, 8, 100 mM NaCl,
auf 80-90°C und nachfolgendes langsames Abkühlen über 6 Stunden auf Raumtemperatur.

Versuchstierhaltung und Versuchsdurchführung:

[0057] Es wurde der transgene Labormausstamm TgN(GFPU)5Nagy (The Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME, USA)
verwendet, der GFP (mit einem beta-Aktin-Promotor und einem CMV intermediate early enhancer) in allen bisher un-
tersuchten Zellen exprimiert (Hadjantonakis AK et al., 1993, Mech. Dev. 76: 79-90; Hadjantonakis AK et al., 1998 Nature
Genetics 19: 220-222). GFP-transgene Mäuse lassen sich eindeutig anhand der Fluoreszenz (mit einer UV-Handlampe)
von den entsprechenden Wildtypen (WT) unterscheiden. Für die Zucht wurde jeweils der entsprechende WT mit einem
heterozygoten GFP-Typ verpaart.
[0058] Die Versuchsdurchführung erfolgte gemäß den deutschen Tierschutzbestimmungen. Die Tiere wurden unter
kontrollierten Umweltbedingungen in Gruppen von 3-5 Tieren in Typ III Makrolon-Käfigen der Fa. Ehret, Emmendingen,
bei einer konstanten Temperatur von 22°C und einem Hell-Dunkel-Rhythmus von 12h gehalten. Als Sägemehleinstreu
wurde Weichholzgranulat 8/15 der Fa. Altromin, Lage, verwendet. Die Tiere erhielten Leitungswasser und Standardfutter
Altromin 1324 pelletiert (Altromin) ad libitum.
[0059] Für die Versuchsdurchführung wurden die heterozygoten GFP-Tiere zu je 3 Tieren gruppenweise in Käfigen
wie oben beschrieben gehalten. Die Injektionen der dsRNA-Lösung erfolgten intravenös (i.v.) in die Schwanzvene im
12h-Turnus (zwischen 530 und 700 sowie zwischen 1730 und 1900 Uhr) über 5 Tage hinweg. Das Injektionsvolumen
betrug 60 Pl pro 10 g Körpergewicht und die Dosis betrug 2,5 mg dsRNA bzw. 50 Pg pro kg Körpergewicht. Die Einteilung
in die Gruppen war wie folgt:

Gruppe A: PBS (phosphate buffered saline) je 60 Pl pro 10 g Körpergewicht,

(fortgesetzt)

Name Sequenzprotokoll-Nr. dsRNA-Sequenz

S13/14 SQ164 (A) 5’-CCACAUGAAGCAGCACGACU-3’ 0-20-0
SQ166 (B) 3’-GGUGUACUUCGUCGUGCUGA-5’

S4 SQ167 (A) 5’-CCACAUGAAGCAGCACGACUUCUU-3’ 2-22-2
SQ159 (B) 3’-CUGGUGUACUUCGUCGUGCUGAAG-5’

K1A/ SQ153 (A) 5’-ACAGGAUGAGGAUCGUUUCGCA-3’ 0-22-2
K2B SQ158 (B) 3’-UCUGUCCUACUCCUAGCAAAGCGU-5’

K1B/ SQ154 (A) 5’-ACAGGAUGAGGAUCGUUUCGCAUG-3’ 2-22-0
K2A SQ157 (B) 3’-UGUCCUACUCCUAGCAAAGCGU-5’

S1B/ SQ149 (A) 5’-CCACAUGAAGCAGCACGACUUCUU -3’ 2-22-0
S4A SQ167 (B) 3’-GGUGUACUUCGUCGUGCUGAAG -5’
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Gruppe B: 2,5 mg pro kg Körpergewicht einer unspezifischen Kontroll-dsRNA (K1-Kontrolle mit glatten Enden und
einem Doppelstrangbereich von 22 Nukleotidpaaren),

Gruppe C: 2,5 mg pro kg Körpergewicht einer weiteren unspezifischen Kontroll-dsRNA (K3-Kontrolle mit 2nt-Über-
hängen an beiden 3’-Enden und einem Doppelstrangbereich von 19 Nukleotidpaaren),

Gruppe D: 2,5 mg pro kg Körpergewicht dsRNA (spezifisch gegen GFP gerichtet, im weiteren als S1 bezeichnet, mit
glatten Enden und einem Doppelstrangbereich von 22 Nukleotidpaaren),

Gruppe E: 2,5 mg dsRNA pro kg Körpergewicht (spezifisch gegen GFP gerichtet, im Weiteren als S7 bezeichnet,
mit 2nt-Überhängen an den 3’-Enden beider Stränge und einem Doppelstrangbereich von 19 Nukleotid-
paaren)

Gruppe F: 50 Pg S1-dsRNA pro kg Körpergewicht (also 1/50 der Dosis der Gruppe D).

[0060] Nach der letzten Injektion von insgesamt 10 Injektionen wurden die Tiere nach 14-20h getötet und Organe und
Blut wie beschrieben entnommen.

Organentnahme:

[0061] Sofort nach dem Töten der Tiere durch CO2-Inhalation wurden Blut und verschiedene Organe entnommen
(Thymus, Lunge, Herz, Milz, Magen, Darm, Pankreas, Gehirn, Niere und Leber). Die Organe wurden kurz in kaltem,
sterilem PBS gespült und mit einem sterilen Skalpell zerteilt. Ein Teil wurde für immunhistochemische Färbungen in
Methyl Carnoys (MC, 60% Methanol, 30% Chloroform, 10% Eisessig) für 24h fixiert, ein Teil für Gefrierschnitte und für
Proteinisolierungen sofort in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert und ein weiterer, kleinerer Teil
wurde für RNA-Isolierungen in RNAeasy-Protect (Qiagen) bei -80°C eingefroren. Das Blut wurde sofort nach der Ent-
nahme 30 min auf Eis gehalten, gemixt, 5 min bei 2000 rpm (Mini spin, Eppendorf) zentrifugiert, der Überstand abge-
nommen und bei -80°C gelagert (hier als Plasma bezeichnet).

Prozessieren der Biopsien:

[0062] Nach 24h Fixierung der Gewebe in MC wurden die Gewebestücke in einer aufsteigenden Alkoholreihe bei RT
(Raumtemperatur) dehydriert: je 40 min 70% Methanol, 80% Methanol, 2 x 96% Methanol und 3 x 100% Isopropanol.
Danach wurden die Gewebe in 100% Isopropanol auf 60°C im Brutschrank erwärmt, nachfolgend für 1h in einem
Isopropanol/Paraffin-Gemisch bei 60°C und 3 x für 2h in Paraffin inkubiert und sodann in Paraffin eingebettet. Für
Immunperoxidase-Färbungen wurden mit einem Rotationsmikrotom (Leica) Gewebeschnitte von 3 Pm Schnittdicke
angefertigt, auf Objektträger (Superfrost, Vogel) aufgezogen und für 30 min bei 60°C im Brutschrank inkubiert.

Immunperoxidase-Färbung gegen GFP:

[0063] Die Schnitte wurden 3 x 5 min in Xylol deparaffiniert, in einer absteigenden Alkoholreihe (3 x 3 min 100%
Ethanol, 2 x 2 min 95% Ethanol) rehydriert und danach 20 min in 3% H2O2/Methanol zum Blocken endogener Peroxidasen
inkubiert Alle Inkubationsschritte wurden im Folgenden in einer feuchten Kammer durchgeführt. Nach 3 x 3 min Waschen
mit PBS wurde mit dem 1. Antikörper (goat anti-GFP, sc-5384, Santa Cruz Biotechnology) 1:500 in 1% BSA/PBS über
Nacht bei 4°C inkubiert. Die Inkubation mit dem biotinyliertem Sekundärantikörper (donkey anti-goat; Santa Cruz Bio-
technology; 1:2000 Verdünnung) erfolgte für 30 min bei RT, danach wurde für 30 min mit Avidin D Peroxidase (1:2000-
Verdünnung, Vector Laboratories) inkubiert. Nach jeder Antikörperinkubation wurden die Schnitte 3 x 3 min in PBS
gewaschen und Pufferreste mit Zellstoff von den Schnitten entfernt. Alle Antikörper wurden in 1% Rinderserumalbumin
(BSA)/PBS verdünnt. Die Färbung mit 3,3’-Diaminobenzidin (DAB) wurde mit dem DAB Substrat Kit (Vector Laboratories)
nach Herstellerangaben durchgeführt. Als nukleäre Gegenfärbung wurde Hämatoxylin III nach Gill (Merck) verwendet.
Nach der Dehydrierung in einer aufsteigenden Alkoholreihe und 3 x 5 min Xylol wurden die Schnitte mit Entellan (Merck)
eingedeckt. Die mikroskopische Auswertung der Färbung erfolgte mit dem IX50 Mikroskop von Olympus, ausgestattet
mit einer CCD-Camera (Hamamatsu).

Proteinisolierung aus Gewebestücken:

[0064] Zu den noch gefrorenen Gewebestücken wurden jeweils 800 Pl Isolierungspuifer (50 mM HEPES, pH 7,5; 150
mM NaCl; 1 mM EDTA; 2,5 mM EGTA; 10% Glycerol; 0,1% Tween; 1 mM DTT; 10 mM β-Glycerol-Phosohat; 1 mM
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NaF; 0, 1 mM Na3VO4 mit einer Protease-Inhibitor-Tablette "Complete" von Roche) zugegeben und 2 x 30 Sekunden
mit einem Ultraturrax (DIAX 900, Dispergierwerkzeug 6G, Heidolph) homogenisiert, dazwischen auf Eis abgekühlt. Nach
30 Minuten Inkubation auf Eis wurde gemischt und für 20 Minuten bei 10.000xg, 4 °C, zentrifugiert (3K30, Sigma). Der
Überstand wurde erneut 10 Minuten auf Eis inkubiert, gemischt und 20 Minuten bei 15.000xg, 4°C, zentrifugiert. Mit
dem Überstand wurde eine Proteinbestimmung nach Bradford, 1976, modifiziert nach Zor & Selinger, 1996, mit dem
Roti-Nanoquant-System von Roth nach den Angaben des Herstellers durchgeführt. Für die Protein-Eichgerade wurde
BSA (bovines Serumalbumin) in Konzentrationen von 10 bis 100 Pg/ml eingesetzt.

SDS-Gelelektrophorese:

[0065] Die elektrophoretische Auftrennung der Proteine erfolgte in einer Multigel-Long Elektrophoresekammer von
Biometra mit einer denaturierenden, diskontinuierlichen 15% SDS-PAGE (Polyacrylamid Gelelektrophorese) nach
Lämmli (Nature 277: 680-685, 1970). Dazu wurde zunächst ein Trenngel mit 1,5 mm Dicke gegossen: 7,5 ml Acrylamid/
Bisacrylamid (30%, 0,9%), 3,8 ml 1,5 M Tris/HCl, pH 8,4, 150 Pl 10% SDS, 3,3 ml Aqua bidest., 250 Pl Ammoniumpersulfat
(10%), 9 Pl TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylendiamin) und bis zum Auspolymerisieren mit 0,1% SDS überschichtet.
Danach wurde das Sammelgel gegossen: 0,83 Pl Acrylamid/Bisacrylamid (30%/0,9%), 630 Pl 1 M Tris/HCl, pH 6,8, 3,4
ml Aqua bidest. , 50 Pl 10% SDS, 50 Pl 10% Ammoniumpersulfat, 5 Pl TEMED.
[0066] Vor dem Auftrag auf das Gel wurden die Proteine mit einer entsprechenden Menge an 4fach Probenpuffer
(200 mM Tris, pH 6,8, 4% SDS, 100 mM DTT (Dithiotreithol), 0,02% Bromphenolblau, 20% Glycerin) versetzt, für 5 min
im Heizblock bei 100°C denaturiert, nach dem Abkühlen auf Eis kurz abzentrifugiert und auf das Gel aufgetragen. Pro
Bahn wurde die gleichen Plasma- bzw. Proteinmengen eingesetzt (je 3Pl Plasma bzw. 25 Pg Gesamtprotein). Die
Elektrophorese erfolgte wassergekühlt bei RT und konstant 50 V. Als Längenstandard wurde der Proteingelmarker von
Bio-Rad (Kaleidoscope Prestained Standard) verwendet.

Western Blot und Immundetektion:

[0067] Der Transfer der Proteine vom SDS-PAGE auf eine PVDF (Polyvenyldifluorid)-Membran (Hybond-P,
Amersham) erfolgte im semidry Verfahren nach Kyhse-Anderson (J. Biochem. Biophys. Methods 10: 203-210, 1984)
bei RT und einer konstanten Stromstärke von 0, 8 mA/cm2 für 1,5 h. Als Transferpuffer wurde ein Tris/Glycin-Puffer
eingesetzt (39 mM Glycin, 46 mM Tris, 0,1 % SDS und 20% Methanol). Zum Überprüfen des elektrophoretischen
Transfers wurden sowohl die Gele nach dem Blotten als auch die Blotmembranen nach der Immundetektion mit Coo-
massie gefärbt (0,1% Coomassie G250, 45% Methanol, 10% Eisessig). Zum Absättigen unspezifischer Bindungen
wurde die Blotmembran nach dem Transfer in 1% Magermilchpulver/PBS für 1h bei RT inkubiert. Danach wurde je
dreimal für 3 min mit 0,1% Tween-20/PBS gewaschen. Alle nachfolgenden Antikörperinkubationen und Waschschritte
erfolgten in 0,1% Tween-20/ PBS. Die Inkubation mit dem Primärantikörper (goat anti-GFP, sc-5384, Santa Cruz Bio-
technology) in einer Verdünnung von 1:1000 erfolgte für 1h bei RT. Danach wurde 3 x 5 min gewaschen und für 1h bei
RT mit dem Sekundärantikörper (donkey anti-goat IgG Hoseradish Peroxidase gelabelt, Santa Cruz Biotechnology)in
einer Verdünnung von 1 : 10.000 inkubiert. Die Detektion erfolgte mit dem ECL-System von Amersham nach den Angaben
des Herstellers.
[0068] In den Fig. 18 bis 20 ist die Inhibition der GFP-Expression nach intravenöser Injektion von spezifisch gegen
GFP gerichteter dsRNA mit Immunperoxidase-Färbungen gegen GFP an 3 Pm Paraffinschnitten dargestellt. Im Ver-
suchsverlauf wurde gegen GFP gerichtete dsRNA mit einem doppelsträngigen Bereich von 22 Nukleotid-(nt) paaren
ohne Überhänge an den 3’-Enden (D) und die entsprechende unspezifische Kontroll-dsRNA (B) sowie spezifisch gegen
GFP gerichtete dsRNA mit einem 19 Nukleotidpaare umfassenden Doppelstrangbereich mit 2nt-Überhängen an den
3’-Enden (E) und die entsprechende unspezifische Kontroll-dsRNA (C) im 12 Stunden-Turnus über 5 Tage hinweg
appliziert. (F) erhielt 1/50 der Dosis von Gruppe D. Als weitere Kontrolle wurden Tiere ohne dsRNA-Gabe (A) bzw. WT-
Tiere untersucht. Die Fig. 18 zeigt die Inhibition der GFP-Expression in Nierenschnitten, Fig. 19 in Herz- und Fig. 20 in
Pankreasgewebe. In den Fig. 21 bis 23 sind Western Blot-Analysen der GFP-Expression in Plasma und Geweben
dargestellt. In der Fig. 21 ist die Inhibition der GFP-Expression im Plasma, in Fig. 22 in der Niere und in Fig. 23 in Herz
gezeigt. In Fig. 23 sind Gesamtproteinisolate aus verschiedenen Tieren aufgetragen. Es wurden jeweils gleiche Ge-
samtproteinmengen pro Bahn aufgetragen. In den Tieren, denen unspezifische Kontroll-dsRNA verabreicht wurde (Tiere
der Gruppen B und C), ist die GFP-Expression gegenüber Tieren, die keinerlei dsRNA erhielten, nicht reduziert. Tiere,
die spezifisch gegen GFP gerichtete dsRNA mit 2nt-Überhängen an den 3’-Enden beider Stränge und einen 19 Nukleo-
tidpaare umfassenden Doppelstrangbereich erhielten, zeigten eine signifikant inhibierte GFP-Expression in den unter-
suchten Geweben (Herz, Niere, Pankreas und Blut), verglichen mit unbehandelten Tieren (Fig. 18 bis 23). Bei den Tieren
der Gruppen D und F, denen spezifisch gegen GFP gerichtete dsRNA mit glatten Enden und einem 22 Nukleotidpaare
umfassenden Doppelstrangbereich appliziert wurde, zeigten nur jene Tiere, die die dsRNA in einer Dosis von 50 Pg/kg
Körpergewicht pro Tag erhielten, eine spezifische Inhibition der GFP-Expression, die allerdings weniger deutlich aus-



EP 1 352 061 B9

16

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

geprägt war als die der Tiere in Gruppe E.
[0069] Die zusammenfassende Auswertung von GFP-Inhibition in den Gewebeschnitten und im Western Blot ergibt,
dass die Inhibition der GFP-Expression im Blut und in der Niere am stärksten ist (Fig. 18, 21 und 22).

V. Hemmung der Genexpression des EGF-Rezeptors mit dsRNA als therapeutischer Ansatz bei Krebsformen mit 
EGFR-Überexpression oder EGFR-induzierter Proliferation:

[0070] Der Epidermal Growth Factor (=EGF))-Rezeptor (=EGFR) gehört zu den Rezeptor-Tyrosinkinasen, transmem-
branen Proteinen mit einer intrinsischen Tyrosinkinase-Aktivität, die an der Kontrolle einer Reihe von zellulären Prozessen
wie Zellwachstum, Zelldifferenzierungen, migratorischen Prozessen oder der Zellvitalität beteiligt sind (Übersicht in: Van
der Geer et al. 1994). Die Familie der EGFR besteht aus 4 Mitgliedern, EGFR (ErbB1), HER2 (ErbB2), HER3 (ErbB3)
und HER4 (ErbB4) mit einer transmembranen Domäne, einer cysteinreichen extrazellulären Domäne und einer intra-
zellullären katalytischen Domäne. Die Sequenz des EGFR, einem 170 kDa Protein, ist seit 1984 bekannt (Ullrich et al.,
1984).
[0071] Aktiviert wird der EGFR durch Peptid-Wachstumsfaktoren wie EGF, TGFα (transforming growth factor), Am-
phiregulin, Betacellulin, HB-EGF (heparin-binding EGF-like growth factor) und Neureguline. Ligandenbindung induziert
die Bildung von Homo- oder Heterodimeren mit nachfolgender Autophosphorylierung zytoplasmatischer Tyrosine (Ullrich
& Schlessinger, 1990; Alroy & Yarden, 1997). Die phosphorylierten Aminosäuren bilden die Bindungsstellen für eine
Vielzahl von Proteinen, die an den proximalen Schritten der Signalweiterleitung in einem komplexen Netzwerk beteiligt
sind. Der EGFR isc an den verschiedensten Tumorerkrankungen beteiligt und damit ein geeignetes Target für thera-
peutische Ansätze (Huang & Harari, 1999). Die Mechanismen, die zu einer aberranten EGFR-Aktivierung führen, können
auf Überexpression, Amplifikation, konstitutiver Aktivierung mutanter Rezeptor-Formen oder autokrinen Loops beruhen
(Voldborg et al., 1997). Eine Überexpression des EGFR wurde für eine Reihe von Tumoren beschrieben, wie z.B.
Brustkrebs (Walker & Dearing, 1999), Nicht-Klein-Zell-Lungenkarzinom (Fontanini et al., 1998), Pankreaskarzinomen,
Kolonkarzinom (Salomon et al., 1995) und Glioblastomen (Rieske et al., 1998). Insbesondere für maligne Glioblastome
sind bisher keine effizienten und spezifischen Therapeutika verfügbar.

Ausführungsbeispiel:

[0072] Zum Nachweis der Wirksamkeit der dsRNA bei der spezifischen Inhibition der EGFR-Genexpression wurden
U-87 MG-Zellen (humane Glioblastomzellen), ECCAC (European collection of animal cell culture) Nr. 89081402, ver-
wendet, die mit spezifisch gegen den EGF-Rezeptor (Sequenzprotokoll SQ 51) gerichteten dsRNA transfiziert wurden.
Nach ca. 72 Stunden Inkubation wurden die Zellen geerntet, Protein isoliert und im Western Blot verfahren die EGFR-
Expression untersucht.

Versuchsprotokoll:

dsRNA-Synthese:

[0073] Mittels eines RNA-Synthesizers (Typ Expedite 8909, Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland) und her-
kömmlicher chemischer Verfahren wurden die aus den Sequenzprotokollen ersichtlichen RNA-Einzelstränge und die
zu ihnen komplementären Einzelstränge synthetisiert. Anschließend erfolgte die Reinigung der rohen Syntheseprodukte
mit Hilfe der HPLC. Verwendet wurde die Säule NucleoPac PA-100, 9x250 mm, der Fa. Dionex; als Niedersalz-Puffer
20 mM Tris, 10 mM NaClO4, pH 6,8, 10% Acetonitril 1 und als Hochsalz-Puffer 20 mM Tris, 400 mM NaClO4, pH 6,8,
10% Acetonitril. Der Fluß betrug 3 ml/Minute. Die Hybridisierung der Einzelstränge zum Doppelstrang erfolgte durch
Erhitzen des stöchiometrischen Gemischs der Einzelstränge in 10 mM Natriumpnosphatpuffer, pH 6,8, 100 mM NaCl,
auf 80-90°C und nachfolgendes langsames Abkühlen über 6 Stunden auf Raumtemperatur.

Aussaat der Zellen:

[0074] Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen in einer entsprechenden werkbank (HS18, Hera
Safe, Kendro, Heraeus) durchgeführt. Die Kultivierung der U-87 MG-Zellen erfolgte im Brutschrank (CO2-Inkubator T20,
Hera cell, Kendro, Heraeus) bei 37°C, 5% CO2 und gesättigter Luftfeuchtigkeit in DMEM (Dulbecco’s modified eagle
medium, Biochrom) mit 10% FCS (fetal calf serum, Biochrom), 2 mM L-Glutamin (Biochrom), 1 mM Natrium-Pyruvat
(Biochrom), 1xNEAA (Nonessetial Aminoacids, Biochrom) und Penicillin/Streptomycin (100 IE/100 Pg/ml, Biochrom).
Um die Zellen in der exponentiellen Wachstumsphase zu halten, wurden die Zellen alle 3 Tage passagiert. 24 Stunden
vor der Applikation der dsRNA mittels Transfektion wurden die Zellen trypsiniert (10x Trypsin/EDTA, Biochrom, Deutsch-
land) und mit einer Zelldichte von 5 x 105 Zellen/Vertiefung in einer 6-Well-Platte (6-Well Schalen, Labor Schubert &
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Weiss GmbH) in 1,5 ml Wachstumsmedium ausgesät.

Applikation der dsRNA in kultivierte U-87 MG-Zellen:

[0075] Die Applikation der dsRNA erfolgte mittels Transfektion mit dem OLIGOFECTAMINE™ Reagent (Life Techno-
logies) gemäß den Angaben des Herstellers. Das Gesamt-Transfektionsvolumen betrug 1 ml. Zuerst wurde die dsRNA
in serumfreiem Medium verdünnt: Dazu wurden pro Well 0,5 Pl einer 20 PM Stammlösung spezifisch gegen EGFR
gerichteten dsRNA und 9,5 Pl einer 20 PM Stammlösung unspezifischer dsRNA (K1A/K2B) mit 175 Pl serumfreiem
Medium verdünnt (200 nM dsRNA im Transfektionsansatz bzw. 10 nM spezifische EGFR-dsRNA). Das OLIGOFEC-
TAMINE™ Reagent wurde ebenfalls in serumfreien Medium verdünnt: pro Well 3 Pl mit 12 Pl Medium und danach 10
min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde das verdünnte OLIGOFECTAMINE™ Reagent zu den in Medium
verdünnten dsRNAs gegeben, gemischt und für weitere 20 min bei RT inkubiert. Während der Inkubation wurde ein
Mediumwechsel durchgeführt. Die Zellen wurden dazu 1 x mit 1 ml serumfreiem Medium gewaschen und mit 800 Pl
serumfreiem Medium bis zur Zugabe von dsRNA/OLlGOFECTAMINE™ Reagent weiter im Brutschrank inkubiert. Nach
der Zugabe von 200 Pl dsRNA/OLIGOFECTAMINE™ Reagent pro Well wurden die Zellen bis zur Proteinisolierung
weiter im Brutschrank inkubiert.

Proteinisolierung:

[0076] Ca. 72 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen geerntet und eine Proteinisolierung durchgeführt.
Dazu wurde das Medium abgenommen und das Zellmonolayer 1 x mit PBS gewaschen. Nach Zugabe von 200 Pl
Proteinisolierungspuffer (1x Protease-Inhibitor "Complete", Roche, 50 mM HEPES, pH 7,5, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA,
2,5 mM EGTA, 10% Glyzerin, 0,1% Tween-20, 1 mM DTT, 10 mM β-Glycerinphosphat, 1 mM NaF, 0,1 mM Na3VO4)
wurden die Zellen mit Hilfe eines Zellschabers abgelöst, 10 min auf Eis inkubiert, in ein Eppendorf-Reaktionsgefäß
überführt und bei -80°C für mindestens 30 min gelagert. Nach dem Auftauen wurde das Lysat für 10 sec mit einem
Dispergierer (DIAX 900, Dispergierwerkzeug 6G, Heidolph-Instruments GmbH & Co KG, Schwabach) auf Stufe 3 ho-
mogenisiert, für 10 min auf Eis inkubiert und für 15 min bei 14.000xg, 4°C (3K30, Sigma) zentrifugiert. Mit dem Überstand
wurde eine Proteinbestimmung nach Bradford mit dem Roti®-Nanoquant-System von Roth (Roth GmbH & Co., Karls-
ruhe) nach Angaben des Herstellers durchgeführt. Dazu wurden je 200 Pl Proteinlösung in geeigneter Verdünnung mit
800 Pl 1x Arbeitslösung gemischt und die Extinktion in Halbmikroküvetten bei 450 und 590 nm gegen Aqua dest. in
einem Beckman-Spektralphotometer (DU 250) gemessen. Für die Eichgerade wurden entsprechende BSA-Verdünnun-
gen verwendet (perliertes BSA, Sigma).

SDS-Gelelektrophorese:

[0077] Die elektrophoretische Auftrennung der Proteine erfolgte in einer Multigel-Long Elektrophoresekammer von
Biometra mit einer denaturierenden, diskontinuierlichen 7,5% SDS-PAGE (Polyacrylamid Gelelektrophorese) nach
Lämmli (Nature 277: 680-685, 19970). Dazu wurde zunächst ein Trenngel mit 1,5 mm Dicke gegossen: 3,75 ml Acrylamid/
Bisacrylamid (30%, 0,9%), 3,8 ml 1 M Tris/HCl, pH 8,4, 150 Pl 10% SDS, 7,15 ml Aqua bidest., 150 Pl Ammoniumpersulfat
(10%), 9 Pl TEMED (N, N, N’, N’-Tetramethylendiamin) und bis zum Auspolymerisieren mit 0,1% SDS überschichtet.
Danach wurde das Sammelgel gegossen: 0,83 ml Acrylamid/Bisacrylamid (30%/0,9%), 630 Pl 1 M Tris/HCl, pH 6,8, 3,4
ml Aqua bidest., 50 Pl 10% SDS, 50 Pl 10% Ammoniumpersulfat, 5 Pl TEMED.
[0078] Für den Auftrag auf das Gel wurden die Proteinproben 1:3 mit 4x Probenpuffer (200 mM Tris, pH 6,8, 4% SDS,
100 mM DTT (Dithiotreithol), 0,02% Bromphenolblau, 20% Glycerin) versetzt, für 5 min bei 100°C denaturiert, nach dem
Abkühlen auf Eis kurz abzentrifugiert und auf das Gel aufgetragen. Pro Bahn wurden 35 Pg Gesamtprotein aufgetragen.
Der Gellauf erfolgte wassergekühlt bei RT und konstant 50 V. Als Längenstandard wurde der Kaleidoskop-Proteingel-
marker (BioRad)) verwendet.

Western Blot und Immundetektion:

[0079] Der Transfer der Proteine vom SDS-PAGE auf eine PVDF (Polyvenyldifluorid) -Membran (Hybond-P,
Amersham) erfolgte im semidry Verfahren nach Kyhse-Anderson (J. Biochem. Biophys. Methods 10: 203-210, 1984)
bei RT und einer konstanten Stromstärke von 0, 5 mA/cm2 für 1,5 h. Als Transferpuffer wurden verwendet: Kathodenpuffer
(30 mM Tris, 40 mM Glycin, 10% Methanol, 0,01% SDS; pH 9,4), Anodenpuffer I (300 mM Tris, pH 10,4, 10% Methanol)
und Anodenpuffer II (30 mM Tris, pH 10,4, 10% Methanol). Vor dem Zusammensetzen des Blotstapels mit 3MM Whatman-
Papier (Schleicher & Schüll) wurden das Gel in Kathodenpuffer und die PVDF-Membran (zuvor 30 sec in 100% Methanol)
in Anodenpuffer II inkubiert (5 min): 2 Lagen 3MM-Papier (Anodenpuffer I), 1 Lage 3MM-Papier (Anodenpuffer II), PVDF-
Membran, Gel, 3 Lagen 3MM-Papier (Kathodenpuffer). Zum Überprüfen des elektrophoretischen Transfers wurden
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sowohl die Gele nach dem Blotten als auch die Blotmembranen nach der Immundetektion mit Coomassie gefärbt (0,1%
Coomassie G250, 45% Methanol, 10% Eisessig).
[0080] Die Blotmembran wurde nach dem Transfer in 1% Magermilchpulver/PBS/0,1% Tween-20 für 1h bei RT inku-
biert. Danach wurde dreimal für 3 min mit 0,1% Tween-20/PBS gewaschen. Alle nachfolgenden Antiköperinkubationen
und Waschschritte erfolgten in 0,1% Tween-20/ PBS. Die Inkubation mit dem Primärantikörper (human EGFR extracel-
lular domain, specific goat IgG, Cat-Nr. AF231, R&D Systems) erfolgte auf einem Schüttler für 2h bei RT in einer
Konzentration von 1,5 Pg/ml. Danach wurde 3 x 5 min gewaschen und für 1h bei RT mit dem Sekundärantikörper (donkey
anti-goat IgG Horseradish Peroxidase gelabelt, Santa Cruz Biotechnology) inkubiert (1:10.000 verdünnt). Nach dem
Waschen (3 x 3min in PBS/0,1% Tween-20) erfolgte sofort die Detektion mittels ECL-Reaktion (enhanced chemilumi-
nescence): Zu 18 ml Aqua dest. wurden 200 Pl Lösung A (250 mM Luminol, Roth, gelöst in DMSO), 89 Pl Lösung B
(90 mM p-Coumarsäure, Sigma, gelöst in DMSO) und 2 ml 30% H2O2-Lösung pipettiert. Je nach Membrangröße wurden
4-6 ml direkt auf die Membran pipettiert, 1 min bei RT inkubiert und danach sofort ein Röntgenfilm (Biomax MS, Kodak)
aufgelegt.
[0081] Die hier verwendeten Sequenzen sind in der nachstehenden Tabelle 3 sowie in den Sequenzprotokollen SQ153,
157, 158, 168-173 wiedergegeben.

Inhibition der EGFR-Expression in U-87 MG Glioblastom-Zellen:

[0082] 24 Stunden nach dem Aussäen der Zellen wurden diese mit 10 nM dsRNA wie angegeben (Oligofectamine)
transfiziert. Nach 72 Stunden wurden die Zellen geerntet und Protein isoliert. Die Auftrennung der Proteine erfolgte im
7,5% SDS-PAGE. Pro Bahn wurden je 35 Pg Gesamtprotein aufgetragen. In Fig. 24 ist die entsprechende Western
Blot-Analyse gezeigt, aus der hervorgeht, dass sich mit der spezifisch gegen das EGFR-Gen gerichteten dsRNA mit
einem 2nt-Überhang am 3’-Ende des AntisinnStrangs die EGFR-Expression nach Transfektion in U-87 MG-Zellen si-
gnifikant gegenüber den entsprechenden Kontrollen inhibieren lässt. Diese Inhibition der Expression eines endogenen
Gens durch spezifische dsRNA bestätigt somit die in Ausführungsbeispiel II angeführten Ergebnisse zur Inhibition der
Expression eines nach transienter Transfektion in die Zelle eingebrachten artifiziellen Gens. Die durch ES-7 bzw. ES-
8 vermittelte Inhibition der EGFR-Expression ist deutlich geringer. Die in Fig. 24 verwendeten dsRNAs sind Tabelle 3
zu entnehmen.

VI. Hemmung der Expression des Multidrug resistance Gens 1(MDR1):

Versuchsprotokoll:

[0083] Der in vitro Nachweis für das Blockieren der MDR1-Expression wurde in der Kolonkarzinom-Zellinie LS174T
(ATCC - American Type Culture Collection; Tom et al., 1976) durchgeführt. Von dieser Zellinie ist bekannt, daß die
Expression von MDR1 durch Zugabe von Rifampicin zum Kulturmedium induzierbar ist (Geick et al., 2001). Transfek-
tionen wurden mit verschiedenen käuflichen Transfektions-Kits (Lipofectamine, Oligofectamine, beide Invitrogen; Trans-
Messenger, Qiagen) durchgeführt, wobei der TransMessenger Transfektions-Kit sich als für diese Zellinie am geeignet-
sten herausstellte.
[0084] Zur Durchführung der RNA-Interferenz-Experimente wurden 4 kurze doppelsträngige Ribonukleinsäuren R1-
R4 eingesetzt, deren Sequenzen in Tabelle 4 gezeigt sind. Die Ribonukleinsäuren sind mit Abschnitten der kodierenden
Sequenz von MDR1 (Sequenzprotokoll SQ 30) homolog. Die Sequenzen R1 - R3 bestehen aus einem 22-mer Sinn-

Tabelle 3

ES-7 SQ168 (A) 5’-AACACCGCAGCAUGUCAAGAU-3’ 2-19-2
SQ169 (B) 3’-UUUUGUGGCGUCGUACAGUUC-5’

ES-8 SQ170 (A) 5’-AAGUUAAAAUUCCCGUCGCUAU-3’ 25-19-25

SQ171 (B) 3’-CAAUUUUAAGGGCAGCGAUAGU-5’

ES2A/ ES5B SQ172 (A) 5’-AGUGUGAUCCAAGCUGUCCCAA-3’ 0-22-2
SQ173 (B) 3’-UUUCACACUAGGUUCGACAGGGUU-5’

K2 SQ157 (A) 5’-ACAGGAUGAGGAUCGUUUCGCAUG-3’ 2-22-2
SQ158 (B) 3’-UCUGUCCUACUCCUAGCAAAGCGU -5’

K1A/ K2B SQ153 (A) 5’-ACAGGAUGAGGAUCGUUUCGCA -3’ 0-22-2
SQ158 (B) 3’-UCUGUCCUACUCCUAGCAAAGCGU -5’
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und einem 24-mer Antisinn-Strang, wobei der entstehende Doppelstrang am 3’-Ende des Antisinn-Stranges einen 2-
Nukleotid-Überhang aufweist (0-22-2). Die Sequenz R4 entspricht R1, jedoch besteht sie aus einem 19-mer Doppelstrang
mit je 2-Nukleotid-Überhängen an jedem 3’-Ende (2-19-2).

[0085] Die in Tabelle 4 gezeigten Sequenzen sind nochmals im Sequenzprotokoll als Sequenzen SQ141-147, 152,
153, 158 wiedergegeben. Die dsRNAs wurden in einer Konzentration von 175 nM jeweils als doppelte Ansätze in die
Zellen transfiziert, welche am Tag zuvor in 12-Loch-Platten à 3,8 x 105 Zellen/Vertiefung ausgesät wurden. Dazu wurden
pro Transfektionsansatz 93,3 Pl EC-R-Puffer (TransMessenger Kit, Qiagen, Hilden) mit 3,2 Pl Enhancer-R vermengt
und danach 3,5 Pl der jeweiligen 20 PM dsRNA zugegeben, gut gemischt und 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach Zugabe von jeweils 6 Pl TransMessenger Transfection Reagent wurden die Transfektionsansätze 10 Sekunden
kräftig gemischt und 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. In der Zwischenzeit wurde das Medium von den Zellen
abgesaugt, einmal mit PBS (Phosphate buffered saline) gewaschen und 200 Pl frisches Medium ohne FCS pro Vertiefung
auf die Zellen gegeben. Nach Ablauf der 10-minütigen Inkubationszeit wurden je 100 Pl FCS-freies Medium zu den
Transfektionsansätzen pipettiert, gemischt, und die Mischung tropfenweise zu den Zellen pipettiert (die dsRNA-Kon-
zentration von 175 PM bzieht sich auf 400 Pl Medium Gesamtvolumen). Die dsRNA/Trans-Messenger-Komplexe wurden
4 Stunden bei 37°C mit den Zellen in FCS-freiem Medium inkubiert. Danach wurde ein Mediumwechsel durchgeführt,
wobei das frische Medium 10 PM Rifampicin und 10% FCS enthielt. Als Kontrolle wurde eine unspezifische dsRNA-
Sequenz, die keinerlei Homologie mit der MDR1-Gensequenz aufweist, eingesetzt (K) und eine MOCK-Transfektion
durchgeführt, die alle Reagenzien außer dsRNA enthielt.
[0086] Die Zellen wurden nach 24, 48 und 72 Stunden geerntet und die Gesamt-RNA mit dem RNeasy-Mini-Kit von
Qiagen extrahiert. 10 Pg Gesamt-RNA jeder Probe wurden auf einem 1%igen Agarose-Formaldehyd-Gel elektropho-
retisch aufgetrennt, auf eine Nylon-Membran geblottet und mit 5’-α32P-dCTP random-markierten, spezifischen Sonden
zuerst gegen MDR1 und nach dem Strippen des Blots gegen GAPDH als interne Kontrolle hybridisiert und auf Rönt-
genfilmen exponiert.
[0087] Die Röntgenfilme wurden digitalisiert (Image Master, VDS Pharmacia) und mit der Image-Quant-Software
quantifiziert. Dabei wurde ein Abgleich der MDR1-spezifischen Banden mit den entsprechenden GAPDH-Banden durch-
geführt.

Tabelle 4

Name Sequenzprotokoll-Nr. Sequenz Position in Datenbank-# 
AF016535

Seq R1 SQ141 5’- CCA UCU CGA AAA GAA GUU 
AAG A-3’

1320-1342

SQ142 3’-UG GGU AGA GCU UUU CUU 
CAA UUC U-5’

1335-1318

Seq R2 SQ143 5’- UAU AGG UUC CAG GCU UGC 
UGU A-3’

2599-2621

SQ152 3’-CG AUA UCC AAG GUC CGA 
ACG ACA U-5’

2621-2597

Seq R3 SQ144 5’- CCA GAG AAG GCC GCA CCU 
GCA U-3’

3778-3799

SQ145 3’-UC GGU CUC UUC CGG CGU 
GGA CGU A-5’

3799-3776

Seq R4 SQ146 5’- CCA UCU CGA AAA GAA GUU 
AAG-3’

1320-1341

SQ147 3’-UG GGU AGA GCU UUU CUU 
CAA U -5’

1339-1318

Position in Datenbank-# 
AF402779

K1A/ K2B SQ153 5’- ACA GGA UGA GGA UCG UUU 
CGC A-3’

2829-2808

SQ158 3’-UC UGU CCU ACU CCU AGC 
AAA GCG U-5’

2808-2831
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Ergebnisse:

[0088] Die Fig. 25 und 26 zeigen Northern-Blots (Fig. 25a, 26a) mit quantitativer Auswertung der MDR1-spezifischen
Banden nach Abgleich mit den entsprechenden GAPDH-Werten (Fig. 25b, 26b). Es konnte eine Reduktion der MDR1-
mRNA um bis zu 55 % im Vergleich zur MOCK-Transfektion und um bis zu 45 % im Vergleich zur unspezifischen Kontroll-
Transfektion beobachtet werden. Nach 48 h ist eine signifikante Reduktion des MDR1-mRNA-Niveaus mit den als R1,
R2, R3 (Tabelle 4) bezeichneten dsRNA-Konstrukten erreicht worden. Mit den R4-dsRNA-Konstrukten wurde nach 48
h keine signifikante Reduktion gegenüber den Kontrollen beobachtet (Fig. 26a und 26b).
Nach 74 h war eine deutlich stärkere Reduktion des MDR1-mRNA-Levels mit R1, R2 und R3 gegenüber den Kontrollen
im Vergleich zu den 48 h-Werten zu beobachten (Fig. 25a und 25b).
[0089] Mit R4 konnte konnte zu diesem Zeitpunkt ebenfalls eine siginifikante Verringerung des MDR1-mRNA-Niveaus
erzielt werden. Somit reduzieren die Konstrukte mit einem 2nt-Überhang am 3’-Ende des Antisinnstrangs und einem
doppelsträngigen Bereich aus 22 Nukleotidpaaren, relativ unabhängig von dem jeweiligen zum MDR1-Gen homologen
Sequenzbereich (nach 48 h; Fig. 26b) das MDR1-mRNA-Level effizienter als die Konstrukte mit mit 2nt-Überhängen an
den 3’-Enden beider Stränge (Antisinn- und Sinnstrang) und einem Doppelstrangbereich von 19 Nukleotidpaaren. Die
Ergebnisse bekräftigen damit die in Ausführungsbeispiel IV beschriebene Inhibition der EGFR-Genexpression durch
spezifische dsRNAs nach Transfektion in U-87 MG-Zellen.
[0090] Die Transfektionserfizienz wurde in einem getrennten Experiment mit Hilfe eines Texas-Red-markierten DNA-
Oligonukleotids (TexRed-A(GATC)5T; ebenfalls 175 nM transfiziert) ermittelt (Fig. 27a, 27b; 400fache Vergrößerung,
48h nach Transfektion). Sie betrug etwa 50% auf der Grundlage der rot fluoreszierenden Zellen im Vergleich zur Ge-
samtzellzahl. Berücksichtigt man die Transfektionsrate der Zellen von etwa 50%, so legt die beobachtete Verringerung
des MDR1-mRNA-Niveaus um ca. 45-55% liegt (verglichen mit den Kontrollen), den Schluss nahe, dass in allen Zellen,
die mit spezifischer dsRNA erfolgreich transfiziert werden konnten, die MDR1-mRNA nahezu vollständig und spezifisch
abgebaut wurde.
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SEQUENZPROTOKOLL

[0092]

<110> Ribopharma AG

<120> Verfahren zur Hemmung der Expression eines Zielgens

<130>

<140>
<141>

<160> 142

<170> PatentIn Ver. 2.1

<210> 1
<221> 2955
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> Eph A1
<310> NM00532

<300>
<302> ephrin A1
<310> NM00532

<400> 1
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<210> 2
<211> 3042
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> ephrin A2
<310> XM002088
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<400> 2

<210> 3
<211> 2953
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> ephrin A3
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<310> NM005233

<400> 3

<210> 4
<211> 2784
<212> DNA
<213> Homo sapiens
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<300>
<302> ephrin A4
<310> XM002578

<400> 4

<210> 5
<211> 2997
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
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<302> ephrin A7
<310> XM004485

<400> 5

<210> 6
<211> 3217
<212> DNA
<213> Homo sapiens
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<300>
<302> ephrin A8
<310> XM001921

<400> 6
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<210> 7
<211> 1497
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<308> U83508

<300>
<302> angiopoietin 2
<310> U83508

<400> 7

<210> 8
<211> 3417
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<310> XM001924

<300>
<302> Tiel

<400> 8
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<210> 9
<211> 3375
<212> DNA
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<213> Homo sapiens

<300>
<302> TEK
<310> L06139

<400> 9
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<210> 10
<211> 2409
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>

<300>
<302> beta5 integrin
<310> X53002

<400> 10
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<210> 11
<211> 2367
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> beta3 integrin
<310> MM000212

<400> 11
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<210> 12
<211> 3147
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> alpha v intergrin
<310> NM0022210

<400> 12
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<210> 13
<211> 402
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> CaSm (cancer associated SM-like oncogene)
<310> AF000177
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<400> 13

<210> 14
<211> 1923
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> c-myb
<310> NM005375

<400> 14

<210> 15
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<211> 544
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> c-myc
<310> J00120

<400> 15

<210> 16
<211> 618
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> ephrin-A1
<310> NM004428

<400> 16

<210> 17
<211> 642
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<400> 17



EP 1 352 061 B9

38

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

<210> 18
<211> 717
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> ephrin-A3
<310> XM001787

<400> 18

<210> 19
<211> 606
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> ephrin-A3
<310> XM001784

<400> 19

<210> 20
<211> 687
<212> DNA
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<213> Homo sapiens

<300>
<302> ephrin-A5
<310> NM001962

<400> 20

<210> 21
<211> 2955
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<400> 21
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<210> 22
<211> 3168
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<400> 22
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<210> 23
<211> 2997
<212> DNA
<213> Homo sapiens
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<400> 23

<210> 24
<211> 2964
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<400> 24
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<210> 25
<211> 1041
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> ephrin-B1
<310> NM004429

<400> 25
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<210> 26
<211> 1002
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>

<400> 26

<210> 27
<211> 1023
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<400> 27
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<210> 28
<211> 3399
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> telomerase reverse transcriptase
<310> AF015950

<400> 28
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<210> 29
<211> 567
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> K-ras
<310> M54968

<400> 29

<210> 30
<211> 3840
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> mdr-1
<310> AF016535



EP 1 352 061 B9

47

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

<400> 30
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<210> 31
<211> 1318
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> UPAR (urokinase-type plasminogen activator receptor)
<310> XM009232

<400> 31

<210> 32
<211> 636
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> Bak
<310> U16811

<400> 32



EP 1 352 061 B9

49

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

<210> 33
<211> 579
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> Bax alpha
<310> L22473

<400> 33

<210> 34
<211> 657
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> Bax beta
<310> L22474

<400> 34

<210> 35
<211> 432
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> Bax delta
<310> U19599

<400> 35
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<210> 36
<211> 495
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> Bax epsolin
<310> AF007826

<400> 36

<210> 37
<211> 582
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> bcl-w
<310> U59747

<400> 37

<210> 38
<211> 2481
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
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<302> HIF-alpha
<310> U22431

<400> 38

<210> 39
<211> 481
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> ID1
<310> X77956

<400> 39
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<210> 40
<211> 110
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> ID2B
<310> M96843

<400> 40

<210> 41
<211> 486
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> ID4
<310> Y07958

<400> 41

<210> 42
<211> 462
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> IGF1
<310> NM000618

<400> 42
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<210> 43
<211> 591
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> PDGFA
<310> NM002607

<400> 43

<210> 44
<211> 528
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> PDGFRA
<310> XM003568

<400> 44

<210> 45
<211> 1911
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<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> PDGFRB
<310> XM003790

<400> 45

<210> 46
<211> 1176
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> TGFbetal
<310> NM000660

<400> 45
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<210> 47
<211> 1245
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> TGFbeta2
<310> NM003238

<400> 47

<210> 48
<211> 1239
<212> DNA
<213> Homo sapiens
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<300>
<302> TGFbeta3
<310> XM007417

<400> 48

<210> 49
<211> 1704
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> TGFbetaR2
<310> XM003094

<400> 49
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<210> 50
<211> 609
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> TCFbeta3
<310> XM001924

<400> 50

<210> 51
<211> 3633
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> EGFR
<310> X00588
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<400> 51
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<210> 52
<211> 3768
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> ERBB2
<310> NM004448

<400> 52
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<210> 53
<211> 1986
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> ERBB3
<310> XM006723

<400> 53

<210> 54
<211> 1437
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<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> ERBB4
<310> XM002260

<400> 54

<210> 55
<211> 627
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> FGF10
<310> NM4004465

<400> 55

<210> 56
<211> 679
<212> DNA



EP 1 352 061 B9

62

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

<213> Homo sapiens

<300>
<302> FGF11
<310> XM008660

<400> 56

<210> 57
<211> 732
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> FGF12
<310> NM021032

<400> 57

<210> 58
<211> 738
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> FGF13
<310> XM010269

<400> 58
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<210> 59
<211> 624
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> FGF16
<310> NM003868

<400> 59

<210> 60
<211> 551
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> FGF17
<310> XM005316

<400> 60
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<210> 61
<211> 624
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> FGF18
<310> AF075292

<400> 61

<210> 62
<211> 651
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> FGF19
<310> AF110400

<400> 62
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<210> 63
<211> 468
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<400> 63

<210> 64
<211> 636
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> FGF20
<310> NM019851

<400> 64

<210> 65
<211> 630
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> FGF21
<310> XM009100

<400> 65
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<210> 66
<211> 513
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> FGF22
<310> XM009271

<400> 66

<210> 67
<211> 621
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> FGF4
<310> NM002007

<400> 67

<210> 68
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<211> 597
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> FGF6
<310> MM020996

<400> 68

<210> 69
<212> 150
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> FGF7
<310> XM007559

<400> 69

<210> 70
<211> 628
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> FGF9
<310> XM007105

<400> 70
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<210> 71
<311> 2469
<212> DNA
<213>Homo sapiens

<300>
<302> FGFR1
<310> NM00604

<400> 71
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<210> 72
<211> 2409
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> FGFR4
<310> XM003910

<400> 72
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<210> 73
<212> 1695
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> MT2MMP
<310> D86331

<400> 73

<210> 74
<211> 1824
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> MT3MMP
<310> D85511

<400> 74
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<210> 75
<211> 1818
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> MT4MMP
<310> AB021225

<400> 75
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<210> 76
<211> 1938
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> MT5MMP
<310> AB021227

<400> 76
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<210> 77
<211> 1689
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> MT6MMP
<310> AJ27137

<400> 77
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<210> 78
<212> 1749
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> MTMMP
<310> X90925

<400> 78
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<210> 79
<211> 744
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> FGF1
<310> XM003647

<400> 79

<210> 80
<211> 468
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<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> FGF2
<310> NM002006

<400> 80

<210> 81
<211> 756
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> FGF23
<310> NM020638

<400> 81

<210> 82
<211> 720
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> FGF3
<310> NM005247

<400> 82
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<210> 83
<211> 807
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> FGF5
<310> NM004464

<400> 83

<210> 84
<211> 649
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> FGF8
<310> NM006119

<400> 84
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<210> 85
<211> 2466
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> FGFR2
<310> NM000141

<400> 85
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<210> 86
<211> 2421
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> FGFR3
<310> NM000142

<400> 86
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<210> 87
<211> 2102
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> HGF
<310> E08541

<400> 87
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<210> 88
<211> 360
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> ID3
<310> XM001539

<400> 88

<210> 89
<211> 743
<212> DNA
<313> Homo sapiens
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<300>
<302> IGF2
<310> NM000612

<400> 89

<210> 90
<211> 7476
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> IGF2R
<310> NM000876

<400> 90
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<210> 91
<211> 4104
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> IGF1R
<310> NM000875

<400> 91
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<210> 92
<211> 726
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> PDGFB
<310> NM002608

<400> 92

<210> 93
<212> 1512
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> TGFbetaR1
<310> NM004612

<400> 93
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<210> 94
<211> 4044
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> Flk1
<310> AF035121

<400> 94
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<210> 95
<222> 4017
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> Flt1
<310> AF063657

<400> 95
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<210> 96
<211> 3897
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> Flt4
<310> XM003852

<400> 96
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<210> 97
<211> 4071
<212> DNA

<213> Homo sapiens
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<300>
<302> KDR
<310> AF063658

<400> 97
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<210> 98
<211> 1410
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> MMP1
<310> M13509

<400> 98

<210> 99
<211> 1743
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> MMP10
<310> XM006269
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<400> 99

<210> 100
<211> 1467
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> MMP11
<310> XM009873

<400> 100
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<210> 101
<211> 1653
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> MMP12
<310> XM006272

<400> 101
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<210> 102
<211> 1416
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<400> 102
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<210> 103
<211> 1749
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> MMP14
<310> NM004995

<400> 103

<210> 104
<211> 2010
<212> DNA
<213> Homo sapiens
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<300>
<302> MMP15
<310> NM002428

<400> 104

<210> 105
<211> 1824
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> MMP16
<310> NM005941

<400> 105
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<210> 106
<211> 1550
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> MMP17
<310> NM004141

<400> 106
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<210> 107
<211> 1983
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> MMP2
<310> NM004530

<400> 107
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<210> 108
<211> 1434
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> MMP2
<310> XM006271

<300>
<302> MMP3
<310> XM006271

<400> 108
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<210> 109
<211> 1404
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> MMP8
<310> NM002424

<400> 109

<210> 110
<211> 2124
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<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> MMP9
<310> XM009491

<400> 110

<210> 111
<211> 2019
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> PKC alpha
<310> NM002737

<400> 111
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<210> 112
<211> 2022
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> PKC beta
<310> X07109

<400> 112
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<210> 113
<211> 2031
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> PKC delta
<310> NM006254

<400> 113
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<210> 114
<211> 2049
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> PKC eta
<310> NM006255

<400> 114
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<210> 115
<211> 948
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> PKC epsilon
<310> XM002370

<400> 115
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<210> 116
<211> 1764
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> PKC iota
<310> NM002740

<400> 116

<210> 117
<211> 2451
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> PKC mu
<310> XM007234
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<400> 117

<210> 118
<211> 2673
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> PKC nu
<310> NM005813

<400> 118
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<210> 119
<211> 2121
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> PKC tau
<310> NM006257

<400> 119
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<210> 120
<211> 1779
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> PKC zeta
<310> NM2744

<400> 120
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<210> 121
<211> 576
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> VEGF
<310> NM003376

<400> 121

<210> 122
<211> 624
<212> DNA
<213> Homo sapiens
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<300>
<302> VEGF B
<310> NM003377

<400> 122

<210> 123
<211> 1260
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> VEGP C
<310> NM005429

<400> 123

<210> 124
<212> 1074
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
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<302> VEGF D
<310> AJ000135

<400> 124

<210> 125
<211> 1314
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> E2F
<310> M96577

<400> 125
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<210> 126
<211> 166
<212> DNA
<213> Human papillomavirus

<300>
<302> EBER-1
<310> Jo2078

<400> 126

<210> 127
<211> 172
<212> DNA
<213> Hepatitis C virus

<300>
<302> EBER-2
<310> J02078

<400> 127

<210> 128
<211> 651
<212> DNA
<213> Hepatitis C virus

<300>
<302> NS2
<310> AJ238799

<400> 128

<210> 129
<211> 161
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<212> DNA
<213> Hepatitis C virus

<300>
<302> NS4A
<310> AJ235799

<400> 129

<210> 130
<211> 783
<212> DNA
<213> Hepatitis C virus

<300>
<302> NS4B
<310> AJ238799

<400> 130

<210> 131
<211> 1341
<212> DNA
<213> Hepatitis C virus

<300>
<302> NS5A
<310> AJ238799

<400> 131
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<210> 132
<211> 1772
<212> DNA
<213> Hepatitis C virus

<300>
<302> NS5B
<310> AJ238799

<400> 132
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<210> 133
<211> 1892
<212> DNA
<213> Hepatitis C virus

<300>
<302> NS3
<310> AJ238799

<400> 133

<210> 134
<211> 822
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> stmn cell factor
<310> M59964
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<400> 134

<210> 135
<211> 483
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> TGFalpha
<310> AF123238

<400> 135

<210> 136
<211> 1071
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> GD3 synthase
<310> NM003034

<400> 136
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<210> 137
<211> 744
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<300>
<302> FGF14
<310> NM004115

<400> 137

<210> 138
<211> 1503
<212> DNA
<213> Human immunodeficiency virus

<300>
<302> gag (HIV)
<310> NC001802

<400> 138
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<210> 139
<211> 1101
<212> DNA
<213> Human immunodeficiency virus

<300>
<302> TARBP2
<310> NM004178

<400> 139
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<210> 140
<211> 219
<212> DNA
<213> Human immunodeficiency virus

<300>
<302> TAT (HIV)
<310> U44023

<400> 140

<210> 141
<211> 22
<212> RNA
<213> Künstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der künstlichen Sequenz: Sense-Strang (R1A) einer dsRNA, die homolog zur MDR-1-Sequenz
ist

<400> 141

<210> 142
<211> 24
<212> RNA
<213> Künstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der künstlichen Sequenz: antisense-Strang (R1B) einer dsRNA, die komplementär zur MDR-
1-Sequenz ist

<400> 142

<210> 143
<211> 22
<222> RNA
<213> Künszliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der künstlichen Sequenz: sense-Strang (R2A) einer dsRNA, die homolog zur MDR-1- Sequenz
ist

<400> 143



EP 1 352 061 B9

126

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

<210> 144
<211> 22
<212> RNA
<213> Künstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der künstlichen Sequenz: sense-Strang (R3A) einer dsRNA, die homolog zur Sequenz des
MDR 1-Gens ist

<400> 144

<210> 145
<211> 24
<212> RNA
<213> Künstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der künstlichen Sequenz: antisense-Strang (R3B) einer dsRNA, die komplementär zur MDR-
1-Sequenz ist

<400> 145

<210> 146
<211> 21
<212> RNA
<213> Künstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der künstlichen Sequenz: sense-Strang (R4A) einer dsRNA, die homolog zur MDR-1-Sequenz
ist

<400> 146

<210> 147
<211> 21
<212> RNA
<213> Künstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der künstlichen Sequenz: antisense-Strang (R4B) einer dsRNA, die komplementär zur MD3-1-
Sequenz ist

<400> 147

<210> 148
<211> 22
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<212> RNA
<213> Künstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der künstlichen Sequenz: sense-Strang (S1A) einer dsRNA, die homolog zur YFP- bzw. GFP-
Sequenz ist

<400> 148

<210> 149
<211> 22
<212> RNA
<213> Künstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der künstlichen Sequenz: antisense-Strang (S1B) einer dsRNA, die komplementär zur YFP-
bzw. GFP-Sequenz ist

<400> 149

<210> 150
<211> 21
<212> RNA
<213> Künstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der künstlichen Sequenz: antisense-Strang (S7A) einer dsRNA, die homolog zur YFP- bzw.
GFP-Sequenz ist

<400> 150

<210> 151
<211> 21
<212> RNA
<213> Künstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der künstlichen Sequenz: antisense-Strang (S7B) einer dsRNA, die komplementär zur YFP-
bzw. GFP-Sequenz ist

<400> 151

<210> 152
<211> 24
<212> RNA
<213> Künstliche Sequenz
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<220>
<223> Beschreibung der künstlichen Sequenz: antisense-Strang (R2B) einer dsRNA, die komplementär zur MDR-
1-Sequenz ist

<400> 152

<210> 153
<211> 22
<212> RNA
<213> Künstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der künstlichen Sequenz: sense-Strang (K1A) einer dsRNA, die homolog zur 5’-UTR der
Neomycin-Sequenz ist

<400> 153

<210> 154
<211> 22
<212> RNA
<213> Künstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der künstlichen Sequenz: antisense-Strang (K1B) einer dsRNA, die komplementär zur 5’-UTR
der Neomycin-Sequenz ist

<400> 154

<210> 155
<211> 21
<212> RNA
<213> Künstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der künstlichen Sequenz: sense-Strang (K3A) einer dsRNA, die homolog zur 5’-UTR der
Neomycin-Sequenz ist

<400> 155

<210> 156
<211> 21
<212> RNA
<213> Künstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der künstlichen Sequenz: antisense-Strang (K3B) einer dsRNA, die komplementär zur 5’-UTR
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der Neomycin-Sequenz ist

<400> 156

<210> 157
<211> 24
<212> RNA
<213> Künstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der künstlichen Sequenz: sense-Strang (K2A) einer dsRNA, die homolog zur 5’-UTR der
Neomycin-Sequenz ist

<400> 157

<210> 158
<211> 24
<212> RNA
<213> Künstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der künstlichen Sequenz: antisense-Strang (K2B) einer dsRNA, die komplementär zur 5’-UTR
der Neomycin-Sequenz ist

<400> 158

<210> 159
<211> 24
<212> RNA
<213> Künstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der künstlichen Sequenz: antisense-Strang (S4B) einer dsRNA, die komplementär zur YFP-
bzw. GFP-Sequenz ist

<400> 159

<210> 160
<211> 24
<212> RNA
<213> Künstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der künstlichen Sequenz: sense-Strang (PKC1 A) einer dsRNA, die homolog zur Proteinkinase
C-Sequenz ist
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<400> 160

<210> 161
<211> 22
<212> RNA
<213> Künstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der künstlichen Sequenz: antisense-Strang (PKC2 B) einer dsRNA, die komplementär zur
Proteinkinase C-Sequenz ist

<400> 161

<210> 162
<211> 21
<212> RNA
<213> Künstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der künstlichen Sequenz: antisense-Strang (S12B) einer dsRNA, die komplementär zur YFP-
bzw. GFP-Sequenz ist

<400> 162

<210> 163
<211> 23
<212> RNA
<213> Künstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der künstlichen Sequenz: antisense-Strang (S11B) einer dsRNA, die komplementär zur YFP-
bzw. GFP-Sequenz ist

<400> 163

<210> 164
<211> 20
<212> RNA
<213> Künstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der künstlichen Sequenz: sense-Strang (S13A) einer dsRNA, die homolog zur YFP- bzw.
GFP-Sequenz ist

<400> 164
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<210> 165
<211> 22
<212> RNA
<213> Künstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der künstlichen Sequenz: antisense-Strang (S13B) einer dsRNA, die komplementär zur YFP-
bzw. GFP-Sequenz ist

<400> 155

<210> 166
<211> 20
<212> RNA
<213> Künstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der künstlichen Sequenz: antisense-Strang (S14B) einer dsRNA, die komplementär zur YFP-
bzw. GFP-Sequenz ist

<400> 166

<210> 167
<211> 24
<212> RNA
<213> Künstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der künstlichen Sequenz: sense-Strang (S4A) einer dsRNA, die homolog zur YFP- bzw. GFP-
Sequenz ist

<400> 167

<210> 168
<211> 21
<212> RNA
<213> Künstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der künstlichen Sequenz: sense-Strang (ES-7A) einer dsRNA, die homolog zur humanen
EGFR-Sequenz ist

<400> 168
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<210> 169
<211> 21
<212> RNA
<213> Künstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der künstlichen Sequenz: antisense-Strang (ES-7B) einer dsRNA, die komplementär zur hu-
manen EGFR-Sequenz ist

<400> 169

<210> 170
<211> 22
<212> RNA
<213> Künstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der künstlichen Sequenz: sense-Strang (ES-8A) einer dsRNA, die homolog zur humanen
EGFR-Sequenz ist

<400> 170

<210> 171
<211> 22
<212> RNA
<213> Künstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der künstlichen Sequenz: antisense-Strang (ES-8B) einer dsRNA, die komplementär zur hu-
manen EGFR-Sequenz ist

<400> 171

<210> 172
<211> 22
<212> RNA
<213> Künstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der künstlichen Sequenz: sense-Strang (ES-2A) einer dsRNA, die homolog zur humanen
EGFR-Sequenz ist

<400> 172

<210> 173
<211> 24
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<212> RNA
<213> Künstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der künstlichen Sequenz: antisense-Strang (ES-5B) einer dsRNA, die komplementär zur hu-
manen EGFR-Sequenz ist

<400> 173

Patentansprüche

1. Verfahren zur Hemmung der Expression eines Zielgens in einer Zelle umfassend die folgenden Schritte:

Einführen mindestens einer doppelsträngigen Ribonukleinsäure (dsRNA I) in einer zur Hemmung der Expression
des Zielgens ausreichenden Menge,
wobei die dsRNA I eine doppelsträngige aus höchstens 49 aufeinander folgenden Nukleotidpaaren gebildete
Struktur aufweist, und wobei ein Strang (as1) oder zumindest ein Abschnitt des einen Strangs (as1) der dop-
pelsträngigen Struktur komplementär zum Zielgen ist,
wobei die dsRNA I einen aus 1 bis 4 Nukleotiden gebildeten Überhang am 3’-Ende des einen Strangs (as1)
aufweist und wobei die dsRNA I an einem das 5’-Ende des einen Strangs (as1) enthaltenden Ende (E1, E2)
glatt ausgebildet ist, wobei das Zielgen das MDR1-Gen ist oder eine der Sequenzen SQ001 bis SQ140 aufweist,
wobei jedes Verfahren zur chirurgischen oder therapeutischen Behandlung des menschlichen oder tierischen
Körpers und jedes Diagnostizierverfahren, welches am menschlichen oder tierischen Körper vorgenommen
wird, ausgenommen ist.

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei der Überhang aus 1 oder 2 Nukleotiden gebildet ist.

3. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprüche, wobei zumindest eine entsprechend der dsRNA I nach
einem der vorhergehenden Ansprüche ausgebildete weitere doppelsträngige Ribonukleinesäure (dsRNA II) in die
Zelle eingeführt wird, wobei der eine Strang (as1) oder zumindest ein Abschnitt des einen Strangs (as1) der dsRNA
I komplementär zu einem ersten Bereich (B1) des Zielgens ist, und wobei ein weiterer Strang (as2) oder zumindest
ein Abschnitt des weiteren Strangs (as2) der dsRNA II komplementär zu einem zweiten Bereich (B2) des Zielgens ist.

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprüche, wobei die dSRNA I und/oder die dsRNA II eine Länge von
weniger als 25, vorzugsweise 19 bis 23, aufeinander folgenden Nukleotidpaaren aufweist/en.

5. Verfahren nach Anspruch 3 oder 4, wobei der erste (B1) und der zweite Bereich (B2) abschnittsweise überlappen
oder aneinander grenzen.

6. Verfahren nach Anspruch 3 oder 4, wobei der erste (B1) und der zweite Bereich (B2) voneinander beabstandet sind.

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprüche, wobei das Zielgen aus der folgenden Gruppe ausgewählt
ist: Onkogen, Cytokin-Gen, Id-Protein-Gen, Priongen, Gene von Angiogenese induzierenden Molekülen, von Ad-
häsions-Molekülen und von Zelloberflächenrezeptoren, Gene von Proteinen, die an metastasierenden und/oder
invasiven Prozessen beteiligt sind, Gene von Proteinasen sowie Apoptose- und Zellzyklusregulierenden Molekülen.

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprüche, wobei als dsRNA I/II [Streichung(en)] ein aus [Streic-
hung(en)] jeweils zusamanengehörenden Antisinn- (as1/2) und Sinnsequenzen (ss1/2) der Sequenzen SQ141 -
173 kombiniertes dsRNA-Konstrukt verwendet wird.

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprüche, wobei die Expression nach dem Prinzip der RNA-Interferenz
gehemmt wird.

10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprüche, wobei das Zielgen in pathogenen Organismen exprimiert
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wird.

11. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprüche, wobei das Zielgen Bestandteil eines Virus oder Viroids ist.

12. Verfahren nach Anspruch 11, wobei das Virus ein humanpathogenes Virus oder Viroid ist.

13. Verfahren nach Anspruch 11, wobei das Virus oder Viroid ein tierpathogenes Virus oder Viroid ist.

14. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprüche, wobei ungepaarte Nukleotide durch Nukleosidthiophosphate
substituiert sind.

15. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprüche, wobei zumindest ein Ende (E1, E2) der dsRNA I/II modifiziert
wird, um einem Abbau in der Zelle oder einer Dissoziation in die Einzelstränge entgegenzuwirken.

16. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprüche, wobei der durch die komplementären Nukleotidpaare be-
wirkte Zusammenhalt der doppelsträngigen Struktur durch mindestens eine chemische Verknüpfung erhöht wird.

17. Verfahren nach Anspruch 16, wobei die chemische Verknüpfung durch eine kovalente oder ionische Bindung, eine
Wasserstoffbrückenbindung, hydrophobe Wechselwirkungen, vorzugsweise van-der-Waals- oder Stapelungswech-
selwirkungen, oder durch Metall-Ionenkoordination gebildet wird.

18. Verfahren nach Anspruch 16 oder 17, wobei die chemische Verknüpfung in der Nähe des einen Endes (E1, E2)
gebildet ist.

19. Verfahren nach einem der Ansprüch 16 bis 18, wobei die chemische Verknüpfung mittels einer oder mehrerer
Verbindungsgruppen gebildet wird, wobei die Verbindungsgruppen vorzugsweise Poly-(oxyphosphinicooxy-1,3-
propandiol)- und/oder Oligoethylenglycol-Ketten sind.

20. Verfahren nach einem der Ansprüch 16 bis 18, wobei die chemische Verknüpfung durch anstelle von Nukleotiden
benutzte verzweigte Nukleotidanaloga gebildet wird.

21. Verfahren nach einem der Ansprüch 16 bis 18, wobei die chemische Verknüpfung durch Purinanaloga gebildet wird.

22. Verfahren nach einem der Ansprüch 16 bis 18, wobei die chemische Verknüpfung durch Azabenzoleinheiten gebildet
wird.

23. Verfahren nach einem der Ansprüch 16 bis 18, wobei zur Herstellung der chemischen Verknüpfung mindestens
eine der folgenden Gruppen benutzt wird: Methylenblau; bifunktionelle Gruppen, vorzugsweise Bis-(2-chlore-
thyl)-amin; N-acetyl-N’-(p-glyoxyl-benzoyl)-cystamin; 4-Thiouracil; Psoralen.

24. Verfahren nach einem der Ansprüch 16 bis 18, wobei die chemische Verknüpfung durch in der Nähe der Enden
(E1, E2) des doppelsträngigen Bereichs angebrachte Thiophosphoryl-Gruppen gebildet wird.

25. Verfahren nach einem der Ansprüch 16 bis 18, wobei die chemische Verknüpfung durch in der Nähe der Enden
(E1, E2) befindliche Tripelhelix-Bindungen hergestellt wird.

26. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprüche, wobei die dsRNA I/II in micellare Strukturen, vorteilhafter-
weise in Liposomen, eingeschlossen wird.

27. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprüche, wobei die dsRNA I/II an mindestens ein von einem Virus
stammendes, davon abgeleitetes oder ein synthetisch hergestelltes virales Hüllprotein gebunden, damit assoziiert
oder davon umgeben wird. [Streichung(en)]

28. Verfahren nach Anspruch 27, wobei das Hüllprotein vom Polyomavirus abgeleitet ist.

29. Verfahren nach Anspruch 27 oder 28, wobei das Hüllprotein das Virus-Protein 1 (VP1) und/oder das Virus-Protein
2 (VP2) des Polyomavirus enthält.
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30. Verfahren nach einem der Ansprüch 27 bis 29, wobei bei Bildung eines Kapsids oder kapsidartigen Gebildes aus
dem Hüllprotein die eine Seite zum Inneren des Kapsids oder kapsidartigen Gebildes gewandt ist.

31. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprüche, wobei der eine Strang (as1, as2) der dsRNA I/II zum primären
oder prozessierten RNA-Transkript des Zielgens komplementär ist.

32. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprüche, wobei die Zelle eine Vertebratenzelle oder eine menschliche
Zelle ist.

33. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprüche, wobei die dsRNA I/II zur Applikation in einer Pufferlösung
aufgenommen ist.

34. Verwendung einer doppelsträngigen Ribonukleinsäure (dsRNA I) zur Herstellung eines Medikaments,
wobei die dsRNA I eine doppelsträngige aus höchstens 49 aufeinander folgenden Nukleotidpaaren gebildete Struktur
aufweist, und wobei ein Strang (as1) oder zumindest ein Abschnitt des einen Strangs (as1) der doppelsträngigen
Struktur komplementär zu einem Zielgen in einer Zelle ist, wobei die dsRNA I einen aus 1 bis 4 Nukleotiden gebildeten
Überhang am 3’-Ende des einen Strangs (as1) aufweist und wobei die dsRNA I an einem das 5’-Ende des einen
Strangs (as1) enthaltenden Ende (E1, E2) glatt ausgebildet ist, wobei das Zielgen das MDR1-Gen ist oder eine der
Sequenzen SQ001 bis SQ140 aufweist.

35. Verwendung nach Anspruch 34, wobei der Überhang aus 1 oder 2 Nukleotiden gebildet ist.

36. Verwendung nach Anspruch 34 oder 35, wobei zumindest eine weitere entsprechend der dsRNA I nach einem der
Ansprüche 34 oder 35 ausgebildete doppelsträngige Ribonukleinesäure (dsRNA II) zur Herstellung des Medikaments
verwendet wird, wobei der eine Strang (as1) oder zumindest ein Abschnitt des einen Strangs (as1) der dsRNA I
komplementär zu einem ersten Bereich (B1) des Sinn-Strangs des Zielgens ist, und wobei ein weiterer Strang (as2)
oder zumindest ein Abschnitt des weiteren Strangs (as2) der dsRNA II komplementär zu einem zweiten Bereich
(B2) des Zielgens ist.

37. Verwendung nach einem der Ansprüche 34 bis 36, wobei die dsRNA I und/oder die dsRNA II eine Länge von weniger
als 25, vorzugsweise 19 bis 23, aufeinander folgenden Nukleotidpaaren aufweist/en.

38. Verwendung nach Anspruch 36 oder 37, wobei der erste (B1) und der zweite Bereich (B2) abschnittsweise über-
lappen oder aneinander grenzen.

39. Verwendung nach Anspruch 36 oder 37, wobei der erste (B1) und der zweite Bereich (B2) voneinander beabstandet
sind.

40. Verwendung nach einem der Ansprüche 34 bis 39, wobei das Zielgen aus der folgenden Gruppe ausgewählt ist:
Onkogen, Cytokin-Gen, Id-Protein-Gen, Priongen, Gene von Angiogenese induzierenden Molekülen, von Adhäsi-
ons-Molekülen und von Zelloberflächenrezeptoren, Gene von Proteinen, die an metastasierenden und/oder inva-
siven Prozessen beteiligt sind, Gene von Proteinasen sowie von Apoptose- und Zellzyklusregulierende Molekülen.

41. Verwendung nach einem der Ansprüche 34 bis 40, wobei als dsRNA I/II [Streichung(en)] ein aus [Streichung(en)]
jeweils zusammengehörenden Antisinn- (as1/2) und Sinnsequenzen (ss1/2) der Sequenzen SQ141 - 173 kombi-
niertes dsRNA-Konstrukt verwendet wird.

42. Verwendung nach einem der Ansprüche 34 bis 41, wobei die Expression nach dem Prinzip der RNA-Interferenz
gehemmt wird.

43. Verwendung nach einem der Ansprüche 34 bis 42, wobei das Zielgen in pathogenen Organismen exprimiert wird.

44. Verwendung nach einem der Ansprüche 34 bis 43, wobei das Zielgen Bestandteil eines Virus oder Viroids ist.

45. Verwendung nach Anspruch 44, wobei das Virus ein humanpathogenes Virus oder Viroid ist.

46. Verwendung nach Anspruch 44, wobei das Virus oder Viroid ein tierpathogenes Virus oder Viroid ist.
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47. Verwendung nach einem der Ansprüche 34 bis 46, wobei ungepaarte Nukleotide durch Nukleosidthiophosphate
substituiert sind.

48. Verwendung nach einem der Ansprüche 34 bis 47, wobei zumindest ein Ende (E1, E2) der dsRNA modifiziert wird,
um einem Abbau in der Zelle oder einer Dissoziation in die Einzelstränge entgegenzuwirken.

49. Verwendung nach einem der Ansprüche 34 bis 48, wobei der durch die komplementären Nukleotidpaare bewirkte
Zusammenhalt der doppelsträngigen Struktur durch mindestens eine chemische Verknüpfung erhöht wird.

50. Verwendung nach Anspruch 49, wobei die chemische Verknüpfung durch eine kovalente oder ionische Bindung,
eine Wasserstoffbrückenbindung, hydrophobe Wechselwirkungen, vorzugsweise van-der-Waals- oder Stapelungs-
wechselwirkungen, oder durch Metall-Ionenkoordination gebildet wird.

51. Verwendung nach Anspruch 49 oder 50, wobei die chemische Verknüpfung in der Nähe des einen Endes (E1, E2)
gebildet ist.

52. Verwendung nach einem der Ansprüche 49 bis 51, wobei die chemische Verknüpfung mittels einer oder mehrerer
Verbindungsgruppen gebildet wird, wobei die Verbindungsgruppen vorzugsweise Poly-(oxyphosphinicooxy-1,3-
propandiol)- und/oder Oligoethylenglycol-Ketten sind.

53. Verwendung nach einem der Ansprüche 49 bis 51, wobei die chemische Verknüpfung durch anstelle von Nukleotiden
benutzte verzweigte Nukleotidanaloga gebildet wird.

54. Verwendung nach einem der Ansprüche 49 bis 51, wobei die chemische Verknüpfung durch Purinanaloga gebildet
wird.

55. Verwendung nach einem der Ansprüche 49 bis 51, wobei die chemische Verknüpfung durch Azabenzoleinheiten
gebildet wird.

56. Verwendung nach einem der Ansprüche 49 bis 51, wobei zur Herstellung der chemischen Verknüpfung mindestens
eine der folgenden Gruppen benutzt wird: Methylenblau; bifunktionelle Gruppen, vorzugsweise Bis-(2-chlore-
thyl)-amin; N-acetyl-N’-(p-glyoxyl-benzoyl)-cystamin; 4-Thiouracil; Psoralen.

57. Verwendung nach einem der Ansprüche 49 bis 51, wobei die chemische Verknüpfung durch in der Nähe der Enden
(E1, E2) des doppelsträngigen Bereichs angebrachte Thiophosphoryl-Gruppen gebildet wird.

58. Verwendung nach einem der Ansprüche 49 bis 51, wobei die chemische Verknüpfung durch in der Nähe der Enden
(E1, E2) befindliche Tripelhelix-Bindungen hergestellt wird.

59. Verwendung nach einem der Ansprüche 34 bis 58, wobei die dsRNA I/II in micellare Strukturen, vorteilhafterweise
in Liposomen, eingeschlossen wird.

60. Verwendung nach einem der Ansprüche 34 bis 59, wobei die dsRNA I/II an mindestens ein von einem Virus stam-
mendes, davon abgeleitetes oder ein synthetisch hergestelltes virales Hüllprotein gebunden, damit assoziiert oder
davon umgeben wird. [Streichung(en)]

61. Verwendung nach Anspruch 60, wobei das Hüllprotein vom Polyomavirus abgeleitet ist.

62. Verwendung nach Anspruch 60 oder 61, wobei das Hüllprotein das Virus-Protein 1 (VP1) und/oder das Virus-Protein
2 (VP2) des Polyomavirus enthält.

63. Verwendung nach einem der Ansprüche 60 bis 62, wobei bei Bildung eines Kapsids oder kapsidartigen Gebildes
aus dem Hüllprotein die eine Seite zum Inneren des Kapsids oder kapsidartigen Gebildes gewandt ist.

64. Verwendung nach einem der Ansprüche 34 bis 63, wobei der eine Strang (as1, as2) der dsRNA I/II zum primären
oder prozessierten RNA-Transkript des Zielgens komplementär ist.

65. Verwendung nach einem der Ansprüche 34 bis 64, wobei die Zelle eine Vertebratenzelle oder eine menschliche
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Zelle ist.

66. Verwendung nach einem der Ansprüche 34 bis 65, wobei das Medikament dazu geeignet ist, die dsRNA I/II in einer
Menge von höchstens 5 mg je Kilogramm Körpergewicht pro Tag einem Säugetier, vorzugsweise einem Menschen,
zu verabreichen.

67. Verwendung nach einem der Ansprüche 34 bis 66, wobei die dsRNA I/II zur Applikation in einer Pufferlösung
aufgenommen ist.

68. Verwendung nach einem der Ansprüche 34 bis 67, wobei das Medikament dazu geeignet ist, die dsRNA I/II oral,
inhalativ oder mittels Injektion oder Infusion intravenös, intratumoral [Streichung(en)] oder intraperitoneal zu ver-
abreichen.

69. Medikament zur Hemmung der Expression eines Zielgens in einer Zelle enthaltend eine doppelsträngige Ribonu-
kleinsäure (dsRNA I) in einer zur Hemmung der Expression des Zielgens ausreichenden Menge,
wobei die dsRNA I eine doppelsträngige aus höchstens 49 aufeinander folgenden Nukleotidpaaren gebildete Struktur
aufweist,
wobei ein Strang (as1) oder zumindest ein Abschnitt des einen Strangs (as1) der doppelsträngigen Struktur kom-
plementär zum Zielgen ist,
wobei die dsRNA I einen aus 1 bis 4 Nukleotiden gebildeten Überhang am 3’-Ende des einen Strangs (as1) aufweist
und wobei die dsRNA I an einem das 5’-Ende des einen Strangs (as1) enthaltenden Ende (E1, E2) glatt ausgebildet
ist, wobei das Zielgen das MDR1-Gen ist oder eine der Sequenzen SQ001 bis SQ140 aufweist.

70. Medikament nach Anspruch 69, wobei der Überhang aus 1 oder 2 Nukleotiden gebildet ist.

71. Medikament nach Anspruch 69 oder 70, enthaltend zumindest eine weitere entsprechend der dsRNA I nach einem
der Ansprüche 69 oder 70 ausgebildete doppelsträngige Ribonukleinesäure (dsRNA II), wobei der eine Strang (as1)
oder zumindest ein Abschnitt des einen Strangs (as1) der dsRNA I komplementär zu einem ersten Bereich (B1)
des Zielgens ist, und wobei ein weiterer Strang (as2) oder zumindest ein Abschnitt des weiteren Strangs (as2) der
dsRNA II komplementär zu einem zweiten Bereich (B2) des Zielgens ist.

72. Medikament nach einem der Ansprüche 69 bis 71, wobei die dsRNA I und/oder die dsRNA II eine Länge von weniger
als 25, vorzugsweise 19 bis 23. aufeinander folgenden Nukleotidpaaren aufweist/en.

73. Medikament nach Anspruch 71 oder 72, wobei der erste (B1) und der zweite Bereich (B2) abschnittsweise überlappen
oder aneinander grenzen.

74. Medikament nach einem der Ansprüche 69 bis 73, wobei das Zielgen aus der folgenden Gruppe ausgewählt ist:
Onkogen, Cytokin-Gen, Id-Protein-Gen, Priongen, Gene von Angiogenese induzierenden Molekülen, von Adhäsi-
ons-Molekülen und von Zelloberflächenrezeptoren, Gene von Proteinen, die an metastasierenden und/oder inva-
siven Prozessen beteiligt sind, Gene von Proteinasen sowie von Apoptose- und Zellzyklusregulierende Molekülen.

75. Medikament nach einem der Ansprüche 69 bis 74, wobei als dsRNA [Streichung(en)] ein aus [Streichung(en)]
jeweils zusammengehörenden Antisinn- (as1/2) und Sinnsequenzen (ss1/2) der Sequenzen SQ141 - 173 kombi-
niertes dsRNA-Konstrukt verwendet wird.

76. Medikament nach einem der Ansprüche 69 bis 75, wobei die Expression nach dem Prinzip der RNA-Interferenz
gehemmt wird.

77. Medikament nach einem der Ansprüche 69 bis 76, wobei das Zielgen in pathogenen Organismen exprimierbar ist.

78. Medikament nach einem der Ansprüche 69 bis 77, wobei das Zielgen Bestandteil eines Virus oder Viroids ist.

79. Medikament nach Anspruch 78, wobei das Virus ein humanpathogenes Virus oder Viroid ist.

80. Medikament nach Anspruch 78, wobei das Virus oder Viroid ein tierpathogenes Virus oder Viroid ist.

81. Medikament nach einem der Ansprüche 69 bis 80, wobei ungepaarte Nukleotide durch Nukleosidthiophosphate
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substituiert sind.

82. Medikament nach einem der Ansprüche 69 bis 81, wobei zumindest ein Ende (E1, E2) der dsRNA modifiziert ist,
um einem Abbau in der Zelle oder einer Dissoziation in die Einzelstränge entgegenzuwirken.

83. Medikament nach einem der Ansprüche 69 bis 82, wobei der durch die komplementären Nukleotidpaare bewirkte
Zusammenhalt der doppelsträngigen Struktur durch mindestens eine chemische Verknüpfung erhöht ist.

84. Medikament nach Anspruch 83, wobei die chemische Verknüpfung durch eine kovalente oder ionische Bindung,
eine Wasserstoffbrückenbindung, hydrophobe Wechselwirkungen, vorzugsweise van-der-Waals- oder Stapelungs-
wechselwirkungen, oder durch Metall-Ionenkoordination gebildet ist.

85. Medikament nach Anspruch 83 oder 84, wobei die chemische Verknüpfung in der Nähe des einen Endes (E1, E2)
gebildet ist.

86. Medikament nach einem der Ansprüche 83 bis 85, wobei die chemische Verknüpfung mittels einer oder mehrerer
Verbindungsgruppen gebildet wird, wobei die Verbindungsgruppen vorzugsweise Poly-(oxyphosphinicooxy-1,3-
propandiol)- und/oder Oligoethylenglycol-Ketten sind.

87. Medikament nach einem der Ansprüche 83 bis 85, wobei die chemische Verknüpfung durch anstelle von Nukleotiden
benutzte verzweigte Nukleotidanaloga gebildet ist.

88. Medikament nach einem der Ansprüche 83 bis 85, wobei die chemische Verknüpfung durch Purinanaloga gebildet ist.

89. Medikament nach einem der Ansprüche 83 bis 85, wobei die chemische Verknüpfung durch Azabenzoleinheiten
gebildet ist.

90. Medikament nach einem der Ansprüche 83 bis 85, wobei zur Herstellung der chemischen Verknüpfung mindestens
eine der folgenden Gruppen benutzt wird: Methylenblau; bifunktionelle Gruppen, vorzugsweise Bis-(2-chlore-
thyl)-amin; N-acetyl-N’-(p-glyoxyl-benzoyl)-cystamin; 4-Thiouracil; Psoralen.

91. Medikament nach einem der Ansprüche 83 bis 85, wobei die chemische Verknüpfung durch in der Nähe der Enden
(E1, E2) des doppelsträngigen Bereichs angebrachte Thiophosphoryl-Gruppen gebildet ist.

92. Medikament nach einem der Ansprüche 83 bis 85, wobei die chemische Verknüpfung durch in der Nähe der Enden
(E1, E2) befindliche Tripelhelix-Bindungen hergestellt ist.

93. Medikament nach einem der Ansprüche 69 bis 92, wobei die dsRNA I/II in micellare Strukturen, vorteilhafterweise
in Liposomen, eingeschlossen ist.

94. Medikament nach einem der Ansprüche 69 bis 93, wobei die dsRNA I an mindestens ein von einem Virus stam-
mendes, davon abgeleitetes oder ein synthetisch hergestelltes virales Hüllprotein gebunden, damit assoziiert oder
davon umgeben ist [Streichung(en)].

95. Medikament nach Anspruch 94, wobei das Hüllprotein vom Polyomavirus abgeleitet ist.

96. Medikament nach Anspruch 94 oder 95, wobei das Hüllprotein das Virus-Protein 1 (VP1) und/oder das Virus-Protein
2 (VP2) des Polyomavirus enthält.

97. Medikament nach einem der Ansprüche 94 bis 96, wobei bei Bildung eines Kapsids oder kapsidartigen Gebildes
aus dem Hüllprotein die eine Seite zum Inneren des Kapsids oder kapsidartigen Gebildes gewandt ist.

98. Medikament nach einem der Ansprüche 69 bis 97, wobei der eine Strang (as1, as2) der dsRNA I zum primären
oder prozessierten RNA-Transkript des Zielgens komplementär ist.

99. Medikament nach einem der Ansprüche 69 bis 98, wobei die Zelle eine Vertebratenzelle oder eine menschliche
Zelle ist.
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100.Medikament nach einem der Ansprüche 71, 72 oder 74 bis 99, wobei der erste (B1) und der zweite Bereich (B2)
voneinander beabstandet sind.

101.Medikament nach einem der Ansprüche 69 bis 100, wobei die dsRNA in einer Menge von höchstens 5 mg pro
Verabreichungseinheit enthalten ist.

102.Medikament nach einem der Ansprüche 69 bis 101, wobei die dsRNA in einer Pufferlösung aufgenommen ist.

103.Medikament nach einem der Ansprüche 69 bis 102, wobei die dsRNA oral, inhalativ oder mittels Injektion oder
Infusion intravenös, intractumoral oder intraperitoneal verabreichbar ist.

Claims

1. Method for inhibiting the expression of a target gene in a cell, comprising the following steps:

Introduction of at least one double-stranded ribonucleic acid (dsRNA I) in a quantity sufficient to inhibit expression
of the target gene,
wherein dsRNA I exhibits a double-stranded structure made up from a maximum of 49 successive nucleotide
pairs, and wherein one strand (as1) or at least one segment of said one strand (as1) of the double-stranded
structure is complementary to the target gene,
wherein the dsRNA I exhibits an overhang consisting of 1 to 4 nucleotides at the 3’-end of said one strand (as1)
and wherein the dsRNA I is blunt ended at an end (E1, E2) containing the 5’-end of said one strand (as1),
wherein the target gene is the MDR1 gene or exhibits one of the sequences SQ001 to SQ140,
and wherein any method for the surgical or therapeutic treatment of a human or animal body, and any diagnostic
method which is performed on the human or animal body, is excluded.

2. Method in accordance with claim 1, wherein the overhang is made up from 1 or 2 nucleotides.

3. Method in accordance with any one of the preceding claims, wherein at least one further double-stranded ribonucleic
acid (dsRNA II) having a configuration according to the dsRNA I as defined in the preceding claims, is introduced
into the cell, wherein said one strand (as1) or at least one segment of said one strand (as1) of dsRNA I is comple-
mentary to a first region (B1) of the target gene, and wherein another strand (as2) or at least one segment of the
other strand (as2) of dsRNA II is complementary to a second region (B2) of the target gene.

4. Method in accordance with any one of the preceding claims, wherein dsRNA I and/or dsRNA II exhibit/s a length of
fewer than 25, preferably 19 to 23 successive nucleotide pairs.

5. Method in accordance with claim 3 or 4, wherein the first (B1) and the second region (B2) overlap segmentally or
adjoin each other.

6. Method in accordance with claim 3 or 4, wherein the first (B1) and the second region (B2) are separated from each
other.

7. Method in accordance with any one of the preceding claims, wherein the target gene is selected from the following
group: oncogene, cytokine gene, Id protein gene, prion gene; genes of angiogenesis-inducing molecules, of adhesion
molecules, and of cell-surface receptors; genes of proteins involved in metastatic and/or invasive processes; genes
of proteinases as well as of molecules that regulate apoptosis and the cell cycle.

8. Method in accordance with any one of the preceding claims, wherein a dsRNA construct being combined of antisense-
(as1/2) and sense sequences (ss1/2) of the sequences SQ141-173 belonging together each are used as the dsRNA
I/II.

9. Method in accordance with any one of the preceding claims, wherein expression is inhibited according to the principle
of RNA interference.

10. Method in accordance with any one of the preceding claims, wherein the target gene is expressed in pathogenic
organisms.
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11. Method in accordance with any one of the preceding claims, wherein the target gene is a component of a virus or viroid.

12. Method in accordance with claim 11, wherein the virus is a human pathogenic virus or viroid.

13. Method in accordance with claim 11, wherein the virus or viroid is a virus or viroid that is pathogenic in animals.

14. Method in accordance with any one of the preceding claims, wherein unpaired nucleotides are substituted by nucl-
eoside thiophosphates.

15. Method in accordance with any one of the preceding claims, wherein at least one end (E1, E2) of dsRNA I/II is
modified in order to counter degradation in the cell or dissociation in the individual strands.

16. Method in accordance with any one of the preceding claims, wherein the cohesion of the double-stranded structure
effected by the complementary nucleotide pairs is increased by at least one chemical linkage.

17. Method in accordance with claim 16, wherein the chemical linkage is formed either by a covalent or ionic bond, a
hydrogen bond, hydrophobic interactions, preferably by means of van der Waals or stacking interactions, or by
means of metal-ion coordination.

18. Method in accordance with claims 16 or 17, wherein the chemical linkage is formed in the vicinity of said one end
(E1, E2).

19. Method in accordance with any one of claims 16 to 18, wherein the chemical linkage is created by one or several
linkage groups, wherein the linkage groups are preferably poly-(oxyphosphinico-oxy-1,3-propandiol) and/or oligoeth-
yleneglycol chains.

20. Method in accordance with any one of claims 16 to 18, wherein the chemical linkage is formed by using branched
nucleotide analogs instead of nucleotides.

21. Method in accordance with any one of claims 16 to 18, wherein the chemical linkage is formed by purine analogs.

22. Method in accordance with any one of claims 16 to 18, wherein the chemical linkage is formed by azabenzene units.

23. Method in accordance with any one of claims 16 to 18, wherein at least one of the following groups is used in creating
the chemical linkage: methylene blue; bifunctional groups, preferably bis-(2-chlorethyl)-amine; N-acetyl-N’-(p-gly-
oxyl-benzoyl)-cystamine; 4-thiouracil; psoralen.

24. Method in accordance with any one of claims 16 to 18, wherein the chemical linkage is formed by thiophosphoryl
groups that are attached in the vicinity of the ends (E1, E2) of the double-stranded region.

25. Method in accordance with any one of claims 16 to 18, wherein the chemical linkage is generated by triple helix
bonds that are present in the vicinity of the ends (E1, E2).

26. Method in accordance with any one of the preceding claims, wherein the dsRNA I/II is enclosed in micellar structures,
most advantageously in liposomes.

27. Method in accordance with any one of the preceding claims, wherein the dsRNA I/II is bound to, associated with,
or enclosed by at least one viral coat protein that stems from a virus, is derived from it, or is synthetically generated.

28. Method in accordance with claim 27, wherein the coat protein is derived from polyomavirus.

29. Method in accordance with claim 27 or 28, wherein the coat protein contains Virus Protein 1 (VP1) and/or Virus
Protein 2 (VP2) of the polyomavirus.

30. Method in accordance with any one of claims 27 to 29, wherein at the formation of a capsid or capsid-like structure
from the coat protein, the one side is turned toward the inside of the capsid or capsid-like structure.

31. Method in accordance with any one of the preceding claims, wherein the one strand (as1, as2) of dsRNA I/II is
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complementary to the primary or processed RNA transcript of the target gene.

32. Method in accordance with any one of the preceding claims, wherein the cell is a vertebrate cell or a human cell.

33. Method in accordance with any one of the preceding claims, wherein the dsRNA I/II is taken up in a buffer solution
for application.

34. Use of a double-stranded ribonucleic acid (dsRNA I) for the manufacture of a medicament,
wherein dsRNA I exhibits a double-stranded structure made up from a maximum of 49 successive nucleotide pairs,
and wherein one strand (as1) or at least one segment of said one strand (as1) of the double-stranded structure is
complementary to the target gene,
wherein the dsRNA I exhibits an overhang consisting of 1 to 4 nucleotides at the 3’-end of said one strand (as1)
and wherein the dsRNA I is blunt ended at an end (E2) containing the 5’-end of said one strand (as1), wherein the
target gene is the MDR1 gene or exhibits one of the sequences SQ001 to SQ140.

35. Use in accordance with claim 34, wherein the overhang is made up from 1 or 2 nucleotides.

36. Use in accordance with claim 34 or 35, wherein at least one further double-stranded ribonucleic acid (dsRNA II)
having a configuration according to dsRNA I as defined in claim 34 or 35, is used for the manufacture of the
medicament, wherein said one strand (as1) or at least one segment of said one strand (as1) of the dsRNA I is
complementary to a first region (B1) of the sense strand of the target gene, and wherein another strand (as2) or at
least one segment of the other strand (as2) of dsRNA II is complementary to a second region (B2) of the target gene.

37. Use in accordance with any one of claims 34 to 36, wherein the dsRNA I and/or dsRNA II exhibit/s a length of fewer
than 25, preferably 19 to 23, successive nucleotide pairs.

38. Use in accordance with claim 36 or 37, wherein the first (B1) and the second region (B2) overlap segmentally or
adjoin each other.

39. Use in accordance with claim 36 or 37, wherein the first (B1) and the second region (B2) are separated from each other.

40. Use in accordance with any one of claims 34 to 39, wherein the target gene is selected from the following group:
oncogene, cytokine gene, Id protein gene, prion gene; genes of angiogenesis-inducing molecules, of adhesion
molecules, and of cell-surface receptors; genes of proteins involved in metastatic and/or invasive processes; genes
of proteinases as well as of molecules that regulate apoptosis and the cell cycle.

41. Use in accordance with any one of claims 34 to 40, wherein a dsRNA construct being combined of antisense-(as1/2)
and sense sequences (ssl/2) of the sequences SQ141-173 belonging together each are used as the dsRNA I/II.

42. Use in accordance with any one of claims 34 to 41, wherein expression is inhibited according to the principle of
RNA interference.

43. Use in accordance with any one of claims 34 to 42, wherein the target gene is expressed in pathogenic organisms.

44. Use in accordance with any one of claims 34 to 43, wherein the target gene is a component of a virus or viroid.

45. Use in accordance with claim 44, wherein the virus is a human pathogenic virus or viroid.

46. Use in accordance with claim 44, wherein the virus or viroid is a virus or viroid that is pathogenic in animals.

47. Use in accordance with any one of claims 34 to 46, wherein unpaired nucleotides are substituted by nucleoside
thiophosphates.

48. Use in accordance with any one of claims 34 to 47, wherein at least one end (E1, E2) of the dsRNA is modified in
order to counter degradation in the cell or dissociation in the individual strands.

49. Use in accordance with any one of claims 34 to 48, wherein the cohesion of the double-stranded structure effected
by the complementary nucleotide pairs is increased by at least one chemical linkage.
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50. Use in accordance with claim 49, wherein the chemical linkage is formed either by a covalent or ionic bond, a
hydrogen bond, hydrophobic interactions, preferably by means of van der Waals or stacking interactions, or by
means of metal-ion coordination.

51. Use in accordance with claim 49 or 50, wherein the chemical linkage is formed in the vicinity of said one end (E1, E2).

52. Use in accordance with any one of claims 49 to 51, wherein the chemical linkage is created by one or several linkage
groups, wherein the linkage groups are preferably poly-(oxyphosphinico-oxy-1,3-propandiol) and/or oligoethyleneg-
lycol chains.

53. Use in accordance with any one of claims 49 to 51, wherein the chemical linkage is formed by using branched
nucleotide analogs instead of nucleotides.

54. Use in accordance with any one of claims 49 to 51, wherein the chemical linkage is formed by purine analogs.

55. Use in accordance with any one of claims 49 to 51, wherein the chemical linkage is formed by azabenzene units.

56. Use in accordance with any one of claims 49 to 51, wherein at least one of the following groups is used in creating
the chemical linkage: methylene blue; bifunctional groups, preferably bis-(2-chlorethyl)-amine; N-acetyl-N’-(p-gly-
oxyl-benzoyl)-cystamine; 4-thiouracil; psoralen.

57. Use in accordance with any one of claims 49 to 51, wherein the chemical linkage is formed by thiophosphoryl groups
that are attached in the vicinity of the ends (E1, E2) of the double-stranded region.

58. Use in accordance with any one of claims 49 to 51, wherein the chemical linkage is generated by triple helix bonds
that are present in the vicinity of the ends (E1, E2).

59. Use in accordance with any one of claims 34 to 58, wherein the dsRNA I/II is enclosed in micellar structures, most
advantageously in liposomes.

60. Use in accordance with any one of claims 34 to 59, wherein the dsRNA I/II is bound to, associated with, or enclosed
by at least one viral coat protein that stems from a virus, is derived from it, or is synthetically generated.

61. Use in accordance with claim 60, wherein the coat protein is derived from polyomavirus.

62. Use in accordance with claims 60 or 61, wherein the coat protein contains Virus Protein 1 (VP1) and/or Virus Protein
2 (VP2) of the polyomavirus.

63. Use in accordance with any one of claims 60 to 62, wherein at the formation of a capsid or capsid-like structure
from the coat protein, the one side is turned toward the inside of the capsid or capsid-like structure.

64. Use in accordance with any one of claims 34 to 63, wherein the one strand (as1, as2) of dsRNA I/II is complementary
to the primary or processed RNA transcript of the target gene.

65. Use in accordance with any one of claims 34 to 64, wherein the cell is a vertebrate cell or a human cell.

66. Use in accordance with any one of claims 34 to 65, wherein the medicament is suitable for the delivery of a dose
of at most 5 mg per kg body weight per day of dsRNA I/II to a mammal, preferably a human.

67. Use in accordance with any one of claims 34 to 66, wherein the dsRNA I/II is taken up in a buffer solution for application.

68. Use in accordance with any one of claims 34 to 67, wherein the medicament is suitable for application of dsRNA
I/II orally, by inhalation, or by injection or infusion intravenously, intratumorally, or intraperitoneally.

69. Medicament for inhibiting the expression of a target gene in a cell, containing a double-stranded ribonucleic acid
(dsRNA I) in a dosage sufficient to inhibit the expression of the target gene,
wherein dsRNA I exhibits a double-stranded structure made up from a maximum of 49 successive nucleotide pairs,
and wherein one strand (as1) or at least one segment of said one strand (as1) of the double-stranded structure is
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complementary to the target gene,
wherein the dsRNA I exhibits an overhang consisting of 1 to 4 nucleotides at the 3’-end of said one strand (as1)
and wherein the dsRNA I is blunt ended at an end (E2) containing the 5’-end of said one strand (as1), wherein the
target gene is the MDR1 gene or exhibits one of the sequences SQ001 to SQ140.

70. Medicament in accordance with claim 69, wherein the overhang is made up from 1 or 2 nucleotides.

71. Medicament in accordance with any one of claims 69 or 70 containing at least one further double-stranded ribonucleic
acid (dsRNA II) having a configuration according to the dsRNA I as defined in claims 69 or 70, wherein said one
strand (as1) or at least one segment of said one strand (as1) of dsRNA I is complementary to a first region (31) of
the target gene, and wherein another strand (as2) or at least one segment of the other strand (as2) of dsRNA II is
complementary to a second region (B2) of the target gene.

72. Medicament in accordance with any one of claims 69 to 71, wherein the dsRNA I and/or dsRNA II exhibit/s a length
of fewer than 25, preferably in 19 to 23, successive nucleotide pairs.

73. Medicament in accordance with claim 71 or 72, wherein the first (B1) and the second region (B2) overlap segmentally
or adjoin each other.

74. Medicament in accordance with any one of claims 69 to 73, wherein the target gene is selected from the following
group: oncogene, cytokine gene, Id protein gene, prion gene; genes of angiogenesis-inducing molecules, of adhesion
molecules, and of cell-surface receptors; genes of proteins involved in metastatic and/or invasive processes; genes
of proteinases as well as of molecules that regulate apoptosis and the cell cycle.

75. Medicament in accordance with any one of claims 69 to 74, wherein a dsRNA construct being combined of anti-
sense-(as1/2) and sense sequences (ss1/2) of the sequences SQ141-173 belonging together each are used as the
dsRNA.

76. Medicament in accordance with any one of claims 69 to 75, wherein expression is inhibited according to the principle
of RNA interference.

77. Medicament in accordance with any one of claims 69 to 76, wherein the target gene can be expressed in pathogenic
organisms.

78. Medicament in accordance with any one of claims 69 to 77, wherein the target gene is a component of a virus or viroid.

79. Medicament in accordance with claim 78, wherein the virus is a human pathogenic virus or viroid.

80. Medicament in accordance with claim 78, wherein the virus or viroid is a virus or viroid that is pathogenic in animals.

81. Medicament in accordance with any one of claims 69 to 80, wherein unpaired nucleotides are substituted by nucl-
eoside thiophosphates.

82. Medicament in accordance with any one of claims 69 to 81, wherein at least one end (E1, E2) of the dsRNA is
modified in order to counter degradation in the cell or dissociation in the individual strands.

83. Medicament in accordance with any one of claims 69 to 82, wherein the cohesion of the double-stranded structure
effected by the complementary nucleotide pairs is increased by at least one chemical linkage.

84. Medicament in accordance with claim 83, wherein the chemical linkage is formed either by a covalent or ionic bond,
a hydrogen bond, hydrophobic interactions, preferably by means of van der Waals or stacking interactions, or by
means of metal-ion coordination.

85. Medicament in accordance with claim 83 or 84, wherein the chemical linkage is formed in the vicinity of said one
end (E1, E2).

86. Medicament in accordance with any one of claims 83 to 85, wherein the chemical linkage is created by one or
several linkage groups, wherein the linkage groups are preferably poly-(oxyphosphinico-oxy-1,3-propandiol) and/or
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oligoethyleneglycol chains.

87. Medicament in accordance with any one of claims 83 to 85, wherein the chemical linkage is formed by using branched
nucleotide analogs instead of nucleotides.

88. Medicament in accordance with any one of claims 83 to 85, wherein the chemical linkage is formed by purine analogs.

89. Medicament in accordance with any one of claims 83 to 85, wherein the chemical linkage is formed by azabenzene
units.

90. Medicament in accordance with any one of claims 83 to 85, wherein at least one of the following groups is used in
creating the chemical linkage: methylene blue; bifunctional groups, preferably bis-(2-chlorethyl)-amine; N-acetyl-
N’-(p-glyoxyl-benzoyl)-cystamine; 4-thiouracil; psoralen.

91. Medicament in accordance with any one of claims 83 to 85, wherein the chemical linkage is formed by thiophosphoryl
groups that are attached in the vicinity of the ends (E1, E2) of the double-stranded region.

92. Medicament in accordance with any one of claims 83 to 85, wherein the chemical linkage is generated by triple helix
bonds that are present in the vicinity of the ends (E1, E2).

93. Medicament in accordance with any one of claims 69 to 92, wherein the dsRNA I/II is enclosed in micellar structures,
most advantageously in liposomes.

94. Medicament in accordance with any one of claims 69 to 93, wherein the dsRNA I is bound to, associated with, or
enclosed by at least one viral coat protein that stems from a virus, is derived from it, or is synthetically generated.

95. Medicament in accordance with claim 94, wherein the coat protein is derived from polyomavirus.

96. Medicament in accordance with claims 94 or 95, wherein the coat protein contains Virus Protein 1 (VP1) and/or
Virus Protein 2 (VP2) of the polyomavirus.

97. Medicament in accordance with any one of claims 94 to 96, wherein at the formation of a capsid or capsid-like
structure from the coat protein, the one side is turned toward the inside of the capsid or capsid-like structure.

98. Medicament in accordance with any one of claims 69 to 97, wherein the one strand (as1, as2) of dsRNA I is
complementary to the primary or processed RNA transcript of the target gene.

99. Medicament in accordance with any one of claims 69 to 98, wherein the cell is a vertebrate cell or a human cell.

100.Medicament in accordance with any one of claims 71, 72 or 74 to 99, wherein the first (B1) and the second region
(B2) are separated from each other.

101.Medicament in accordance with any one of claims 69 to 100, wherein a maximum amount of 5 mg of the dsRNA is
contained in each dosing unit.

102.Medicament in accordance with any one of claims 69 to 101, wherein the dsRNA is taken up in a buffer solution.

103.Medicament in accordance with any one of claims 69 to 102, wherein the dsRNA is suitable to be administered
orally, by inhalation, or by injection or infusion intravenously, intratumorally, or intraperitoneally.

Revendications

1. Procédé d’inhibition de l’expression d’un gène cible dans une cellule, comportant les étapes suivantes :

introduction d’au moins un acide ribonucléique double brin (ARNdb I) dans une quantité suffisante pour inhiber
l’expression du gène cible,
l’ARNdb I possédant une structure double brin formée d’au plus 49 paires de nucléotides successives, et un
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brin (as1) ou au moins un segment d’un brin (as1) de la structure double brin étant complémentaire du gène cible,
l’ARNdb I présentant une extension formée de 1 à 4 nucléotides au niveau de l’extrémité 3’ d’un brin (as1) et
l’ARNdb I étant formé de façon lisse au niveau d’une extrémité (E1, E2) contenant l’extrémité 5’ d’un brin (as1),
le gène cible étant le gène MDR1 ou présentant une des séquences SQ001 à SQ140,
chaque procédé de traitement chirurgical ou thérapeutique du corps humain ou animal et chaque procédé de
diagnostic qui est entrepris sur le corps humain ou animal étant exclu.

2. Procédé selon la revendication 1, dans lequel l’extension est formée de 1 ou 2 nucléotides.

3. Procédé selon l’une des revendications précédentes, dans lequel au moins un autre acide ribonucléique double
brin (ARNdb II) réalisé de façon correspondante à l’ARNdb I selon l’une des revendications précédentes, est introduit
dans la cellule, où un brin (as1) ou au moins un segment d’un brin (as1) de l’ARNdb I est complémentaire d’une
première zone (B1) du gène cible, et où un autre brin (as2) ou au moins un segment de l’autre brin (as2) de l’ARNdb
II est complémentaire d’une seconde zone (B2) du gène cible.

4. Procédé selon l’une des revendications précédentes, dans lequel l’ARNdb I et/ou l’ARNdb II présente(nt) une
longueur de moins de 25, de préférence de 19 à 23, paires de nucléotides successives.

5. Procédé selon la revendication 3 ou 4, dans lequel la première (B1) et la seconde (B2) zones se chevauchent par
segments ou sont contiguës.

6. Procédé selon la revendication 3 ou 4, dans lequel la première (B1) et la seconde (B2) zones sont distantes l’une
de l’autre.

7. Procédé selon l’une des revendications précédentes, dans lequel le gène cible est sélectionné parmi le groupe
suivant : oncogène, gène de cytokine, gène d’Id-protéine, gène de prion, gènes de molécules induisant l’angiogé-
nèse, de molécules d’adhésion et de récepteurs de surfaces cellulaires, gènes de protéines qui participent à des
processus métastasants et/ou invasifs, gènes de protéinases et de molécules régulant l’apoptose et le cycle cellu-
laire.

8. Procédé selon l’une des revendications précédentes, dans lequel on utilise en tant qu’ARNdb I/II un construct
d’ARNdb combiné à partir des séquences antisens (as1/2) et sens (ss1/2) respectivement correspondantes des
séquences SQ141 - 173.

9. Procédé selon l’une des revendications précédentes, dans lequel l’expression est inhibée selon le principe de
l’interférence ARN.

10. Procédé selon l’une des revendications précédentes, dans lequel le gène cible est exprimé dans des organismes
pathogènes.

11. Procédé selon l’une des revendications précédentes, dans lequel le gène cible est un constituant d’un virus ou d’un
viroïde.

12. Procédé selon la revendication 11, dans lequel le virus est un virus ou un viroïde pathogène humain.

13. Procédé selon la revendication 11, dans lequel le virus ou le viroïde est un virus ou un viroïde pathogène animal.

14. Procédé selon l’une des revendications précédentes, dans lequel des nucléotides non appariés sont substitués par
des thiophosphates de nucléoside,

15. Procédé selon l’une des revendications précédentes, dans lequel au moins une extrémité (E1, E2) de l’ARNdb I/II
est modifiée pour contrer une dégradation dans la cellule ou une dissociation dans les simples brins.

16. Procédé selon l’une des revendications précédentes, dans lequel la cohérence de la structure double brin, générée
par les paires de nucléotides complémentaires, est augmentée par au moins une liaison chimique.

17. Procédé selon la revendication 16, dans lequel la liaison chimique est formée par une liaison covalente ou ionique,
une liaison par pont d’hydrogène, des interactions hydrophobes, de préférence des forces de Van der Waals ou
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des interactions d’empilage, ou par coordination ion-métal.

18. Procédé selon la revendication 16 ou 17, dans lequel la liaison chimique est formée à proximité d’une extrémité
(E1, E2).

19. Procédé selon l’une des revendications 16 à 18, dans lequel la liaison chimique est formée au moyen d’un ou de
plusieurs groupes de liaison, les groupes de liaison étant de préférence des chaînes poly-(oxyphosphinicooxy-1,3-
propanediol) et/ou oligoéthylèneglycol.

20. Procédé selon l’une des revendications 16 à 18, dans lequel la liaison chimique est formée par des analogues de
nucléotides ramifiés utilisés à la place des nucléotides.

21. Procédé selon l’une des revendications 16 à 18, dans lequel la liaison chimique est formée par des analogues de
purine.

22. Procédé selon l’une des revendications 16 à 18, dans lequel la liaison chimique est formée par des unités d’aza-
benzène.

23. Procédé selon l’une des revendications 16 à 18, dans lequel, pour réaliser la liaison chimique on utilise au moins
un des groupes suivants : du bleu de méthylène ; des groupes bifonctionnels, de préférence de la bis-(2-
chloroéthyl)-amine ; de la N-acétyl-N’-(p-glyoxyl-benzoyl)-cystamine ; du 4-thiouracile ; du psoralène.

24. Procédé selon l’une des revendications 16 à 18, dans lequel la liaison chimique est formée par des groupes thio-
phosphoryle fixés à proximité des extrémités (E1, E2) de la zone double brin.

25. Procédé selon l’une des revendications 16 à 18, dans lequel la liaison chimique est réalisée par des liaisons à triple
hélice se trouvant à proximité des extrémités (E1, E2).

26. Procédé selon l’une des revendications précédentes, dans lequel l’ARNdb I/II est enfermé dans des structures
micellaires, de façon avantageuse dans des liposomes.

27. Procédé selon l’une des revendications précédentes, dans lequel l’ARNdb I/II est lié, associé à ou entouré d’au
moins une protéine d’enveloppe virale provenant d’un virus, en dérivant ou étant fabriquée par voie de synthèse.

28. Procédé selon la revendication 27, dans lequel la protéine d’enveloppe est dérivée du polyomavirus.

29. Procédé selon la revendication 27 ou 28, dans lequel la protéine d’enveloppe contient la protéine virale 1 (VP1)
et/ou la protéine virale 2 (VP2) du polyomavirus.

30. Procédé selon l’une des revendications 27 à 29, dans lequel, lors de la formation d’une capside ou d’un produit de
type capside à partir de la protéine d’enveloppe, un côté est orienté vers l’intérieur de la capside ou du produit de
type capside.

31. Procédé selon l’une des revendications précédentes, dans lequel un brin (as1, as2) de l’ARNdb I/II est complémen-
taire du transcript d’ARN primaire ou traité du gène cible,

32. Procédé selon l’une des revendications précédentes, dans lequel la cellule est une cellule de vertébré ou une cellule
humaine.

33. Procédé selon l’une des revendications précédentes, dans lequel l’ARNdb L’II est placé, pour l’application, dans
une solution tampon.

34. Utilisation d’un acide ribonucléique double brin (ARNdb I) pour fabriquer un médicament,
où l’ARNdb I possède une structure double brin formée d’au plus 49 paires de nucléotides successives, et où un
brin (as1) ou au moins un segment d’un brin (as1) de la structure double brin est complémentaire d’un gène cible
dans une cellule,
l’ARNdb I présentant une extension formée de 1 à 4 nucléotides au niveau de l’extrémité 3’ d’un brin (as1) et l’ARNdb
1 étant formé de façon lisse au niveau d’une extrémité (E1, E2) contenant l’extrémité 5’ d’un brin (as1), le gène
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cible étant le gène MDR1 ou présentant une des séquences SQ001 à SQ140.

35. Utilisation selon la revendication 34, dans laquelle l’extension est formée de 1 ou 2 nucléotides.

36. Utilisation selon la revendication 34 ou 35, dans laquelle on utilise pour fabriquer le médicament, au moins un autre
acide ribonucléique double brin (ARNdb II) réalisé de façon correspondante à l’ARNdb 1 selon l’une des revendi-
cations 34 ou 35,
un brin (as1) ou au moins un segment d’un brin (as1) de l’ARN’db I étant complémentaire à une première zone (B1)
du brin sens du gène cible, et
un autre brin (as2) ou au moins un segment de l’autre brin (as2) de l’ARNdb II étant complémentaire d’une seconde
zone (B2) du gène cible.

37. Utilisation selon l’une des revendications 34 à 36, dans laquelle l’ARNdb I et/ou l’ARNdb II présente(nt) une longueur
de moins de 25, de préférence de 19 à 23, paires de nucléotides successives.

38. Utilisation selon la revendication 36 ou 37, dans laquelle la première (B1) et la seconde (B2) zones se chevauchent
par segments ou sont contiguës.

39. Utilisation selon la revendication 36 ou 37, dans laquelle la première (B1) et la seconde (B2) zones sont distantes
l’une de l’autre.

40. Utilisation selon l’une des revendications 34 à 39, dans laquelle le gène cible est sélectionné parmi le groupe suivant :
oncogène, gène de cytokine, gène d’Id-protéine, gène de prion, gènes de molécules induisant l’angiogénèse, de
molécules d’adhésion et de récepteurs de surfaces cellulaires, gènes de protéines qui participent à des processus
métastasants et/ou invasifs, gènes de protéinases et molécules régulant l’apoprose et le cycle cellulaire.

41. Utilisation selon l’une des revendications 34 à 40, dans laquelle on utilise en tant qu’ARNdb I/II un construct d’ARNdb
combiné à partir de séquences antisens (as 1/2) et sens (ss1/2) respectivement correspondantes des séquences
SQ141 - 173.

42. Utilisation selon l’une des revendications 34 à 41, dans laquelle l’expression est inhibée selon le principe de l’inter-
férence ARN.

43. Utilisation selon l’une des revendications 34 à 42, dans laquelle le gène cible est exprimé dans des organismes
pathogènes.

44. Utilisation selon l’une des revendications 34 à 43, dans laquelle le gène cible est un constituant d’un virus ou d’un
viroïde.

45. Utilisation selon la revendication 44, dans laquelle le virus est un virus ou un viroïde pathogène humain.

46. Utilisation selon la revendication 44, dans laquelle le virus ou le viroïde est un virus ou un viroïde pathogène animal.

47. Utilisation selon l’une des revendications 34 à 46, dans laquelle des nucléotides non appariés sont substitués par
des thiophosphates de nucléosides.

48. Utilisation selon l’une des revendications 34 à 47, dans laquelle au moins une extrémité (E1, E2) de l’ARNdb est
modifiée pour contrer une dégradation dans la cellule ou une dissociation dans les simples brins.

49. Utilisation selon l’une des revendications 34 à 48, dans laquelle la cohérence de la structure double brin, générée
par les paires de nucléotides complémentaires, est augmentée par au moins une liaison chimique,

50. Utilisation selon la revendication 49, dans laquelle la liaison chimique est formée par une liaison covalente ou
ionique, une liaison par pont d’hydrogène, des interactions hydrophobes, de préférence des forces de Van der
Waals ou des interactions d’empilage, ou par coordination ion-métal.

51. Utilisation selon la revendication 49 ou 50, dans laquelle la liaison chimique est formée à proximité d’une extrémité
(E1, E2),
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52. Utilisation selon l’une des revendications 49 à 51, dans laquelle la liaison chimique est formée au moyen d’un ou
de plusieurs groupes de liaison, les groupes de liaison étant de préférence des chaînes poly-(oxyphosphinicooxy-
1,3-propanediol) et/ou oligoéthylèneglycol.

53. Utilisation selon l’une des revendications 49 à 51, dans laquelle la liaison chimique est formée par des analogues
de nucléotides ramifiés utilisés à la place des nucléotides.

54. Utilisation selon l’une des revendications 49 à 51, dans laquelle la liaison chimique est formée par des analogues
de purine.

55. Utilisation selon l’une des revendications 49 à 51, dans laquelle la liaison chimique est formée par des unités
d’azabenzène.

56. Utilisation selon l’une des revendications 49 à 51, dans laquelle, pour réaliser la liaison chimique, on utilise au moins
un des groupes suivants : du bleu de méthylène ; des groupes bifonctionnels, de préférence de la bis-(2-
chloroéthyl)-amine ; de la N-acétyl-N’-(p-glyoxyl-benzoyl)-cystamine ; du 4-thiouracile ; du psoralène.

57. Utilisation selon l’une des revendications 49 à 51, dans laquelle la liaison chimique est formée par des groupes
thiophospheryle fixés à proximité des extrémités (E1, E2) de la zone double brin.

58. Utilisation selon l’une des revendications 49 à 51, dans laquelle la liaison chimique est réalisée par des liaisons à
triple hélice se trouvant à proximité des extrémités (E1, E2).

59. Utilisation selon l’une des revendications 34 à 58, dans laquelle l’ARNdb I/II est enfermé dans des structures
micellaires, de façon avantageuse dans des liposomes.

60. Utilisation selon l’une des revendications 34 à 59, dans laquelle l’ARNdb I/II est lié, associé à ou entouré d’au moins
une protéine d’enveloppe virale provenant d’un virus, en dérivant ou étant fabriquée par voie de synthèse.

61. Utilisation selon la revendication 60, dans laquelle la protéine d’enveloppe est dérivée du polyomavirus.

62. Utilisation selon la revendication 60 ou 61, dans laquelle la protéine d’enveloppe contient la protéine virale 1 (VP1)
et/ou la protéine virale 2 (VP2) du polyomavirus.

63. Utilisation selon l’une des revendications 60 à 62, dans laquelle, lors de la formation d’une capside ou d’un produit
de type capside à partir de la protéine d’enveloppe, un côté est orienté vers l’intérieur de la capside ou du produit
de type capside.

64. Utilisation selon l’une des revendications 34 à 63, dans laquelle un brin (as1, as2) de l’ARNdb I/II est complémentaire
du transcript d’ARN primaire ou traité du gène cible.

65. Utilisation selon l’une des revendications 34 à 64, dans laquelle la cellule est une cellule de vertébré ou une cellule
humaine.

66. Utilisation selon l’une des revendications 34 à 65, dans laquelle le médicament est approprié pour administrer
l’ARNdb I/II à un mammifère, de préférence un homme, dans une quantité au plus égale à 5 mg par kg de masse
corporelle et par jour.

67. Utilisation selon l’une des revendications 34 à 66, dans laquelle l’ARNdb I/II est placé, pour l’application, dans une
solution tampon,

68. Utilisation selon l’une des revendications 34 à 67, dans laquelle le médicament est approprié pour administrer
l’ARNdb I/II par voie orale, par inhalation, ou au moyen d’une injection ou d’une perfusion par voie intraveineuse,
intratumorale ou intrapéritonéale.

69. Médicament destiné à inhiber l’expression d’un gène cible dans une cellule, contenant un acide ribonucléique double
brin (ARNdb I) dans une quantité suffisante pour inhiber l’expression du gène cible,
l’ARNdb I possédant une structure double brin formée par au plus 49 paires de nucléotides successives,
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un brin (as1) ou au moins un segment d’un brin (as1) de la structure double brin étant complémentaire du gène cible,
l’ARNdb I présentant une extension formée de 1 à 4 nucléotides au niveau de l’extrémité 3’ d’un brin (as1) et l’ARNdb
1 étant formé de façon lisse au niveau d’une extrémité (E1, E2) contenant l’extrémité 5’ d’un brin (as1), le gène
cible étant le gène MDR1 ou présentant une des séquences SQ001 à SQ140.

70. Médicament selon la revendication 69, dans lequel l’extension est formée de 1 ou 2 nucléotides.

71. Médicament selon l’une des revendications 69 ou 70, contenant au moins un autre acide ribonucléique double brin
(ARNdb II) réalisé de façon correspondante à l’ARNdb I selon l’une des revendications 69 ou 70, un brin (as1) ou
au moins un segment d’un brin (as1) de l’ARNdb I étant complémentaire d’une première zone (B1) du gène cible,
et un autre brin (as2) ou au moins un segment de l’autre brin (as2) de l’ARNdb II étant complémentaire d’une
seconde zone (B2) du gène cible.

72. Médicament selon l’une des revendications 69 à 71, dans lequel l’ARNdb I et/ou l’ARNdb II présente(nt) une longueur
de moins de 25, de préférence de 19 à 23, paires de nucléotides successives.

73. Médicament selon l’une des revendications 71 ou 72, dans lequel la première (B1) et la seconde (B2) zones se
chevauchent par segments ou sont contiguës.

74. Médicament selon l’une des revendications 69 à 73, dans lequel le gène cible est sélectionné parmi le groupe
suivant : oncogène, gène de cytokine, gène d’Id-protéine, gène de prion, gènes de molécules induisant l’angiogé-
nèse, de molécules d’adhésion et de récepteurs de surfaces cellulaires, gènes de protéines qui participent à des
processus métastasants et/ou invasifs, gènes de protéinases et molécules régulant l’apoptose et le cycle cellulaire.

75. Médicament selon l’une des revendications 69 à 74, dans lequel on utilise en tant qu’ARNdb un construct d’ARNdb
combiné à partir des séquences antisens (as1/2) et sens (ss1/2) respectivement correspondantes des séquences
SQ141-173.

76. Médicament selon l’une des revendications 69 à 75, dans lequel l’expression est inhibée selon le principe de
l’interférence ARN.

77. Médicament selon l’une des revendications 69 à 76, dans lequel le gène cible peut être exprimé dans des organismes
pathogènes.

78. Médicament selon l’une des revendications 69 à 77, dans lequel le gène cible est un constituant d’un virus ou d’un
viroïde.

79. Médicament selon la revendication 78, dans lequel le virus est un virus ou un viroïde pathogène humain.

80. Médicament selon la revendication 78, dans lequel le virus ou le viroïde est un virus ou un viroïde pathogène animal.

81. Médicament selon l’une des revendications 69 à 80, dans lequel des nucléotides non appariés sont substitués par
des thiophosphates de nucléosides,

82. Médicament selon l’une des revendications 69 à 81, dans lequel au moins une extrémité (E1, E2) de l’ARNdb est
modifiée pour contrer une dégradation dans la cellule ou une dissociation dans les simples brins.

83. Médicament selon l’une des revendications 69 à 82, dans lequel la cohérence de la structure double brin, générée
par les paires de nucléotides complémentaires, est augmentée par au moins une liaison chimique.

84. Médicament selon la revendication 83, dans lequel la liaison chimique est formée par une liaison covalente ou
ionique, une liaison par pont d’hydrogène, des interactions hydrophobes, de préférence des forces de Van der
Waals ou des interactions d’empilage, ou par coordination ion-métal.

85. Médicament selon la revendication 83 ou 84, dans lequel la liaison chimique est formée à proximité d’une extrémité
(E1, E2),

86. Médicament selon l’une des revendications 83 à 85, dans lequel la liaison chimique est formée au moyen d’un ou
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de plusieurs groupes de liaison, les groupes de liaison étant de préférence des chaînes poly-(oxyphosphinicooxy-
1,3-propanediol) et/ou oligoéthylèneglycol.

87. Médicament selon l’une des revendications 83 à 85, dans lequel la liaison chimique est formée par des analogues
de nucléotides ramifiés utilisés à la place des nucléotides.

88. Médicament selon l’une des revendications 83 à 85, dans lequel la liaison chimique est formée par des analogues
de purine.

89. Médicament selon l’une des revendications 83 à 85, dans lequel la liaison chimique est formée par des unités
d’azabenzène.

90. Médicament selon l’une des revendications 83 à 85, dans lequel, pour réaliser la liaison chimique, on utilise au
moins un des groupes suivants : du bleu de méthylène ; des groupes bifonctionnels, de préférence de la bis-(2-
chloroéthyl)-amine ; de la N-acétyl-N’-(p-glyoxyl-benzoyl)-cystamine ; du 4-thiouracile ; du psoralène.

91. Médicament selon l’une des revendications 83 à 85, dans lequel la liaison chimique est formée par des groupes
thiophosphotyle fixés à proximité des extrémités (E1, E2) de la zone double brin.

92. Médicament selon l’une des revendications 83 à 85, dans lequel la liaison chimique est réalisée par des liaisons à
triple hélice se trouvant à proximité des extrémités (E1, E2).

93. Médicament selon l’une des revendications 69 à 92, dans lequel l’ARNdb I/II est enfermé dans des structures
micellaires, de façon avantageuse dans des liposomes.

94. Médicament selon l’une des revendications 69 à 93, dans lequel l’ARNdb I est lié, associé à ou entouré de au moins
une protéine d’enveloppe virale provenant d’un virus, en dérivant ou étant fabriquée par voie de synthèse.

95. Médicament selon la revendication 94, dans lequel la protéine d’enveloppe est dérivée d’un polyomavirus.

96. Médicament selon la revendication 94 ou 95, dans lequel la protéine d’enveloppe contient la protéine virale 1 (VP1)
et/ou la protéine virale 2 (VP2) du polyomavirus.

97. Médicament selon l’une des revendications 94 à 96, dans lequel, lors de la formation d’une capside ou d’un produit
de type capside à partir de la protéine d’enveloppe, un côté est orienté vers l’intérieur de la capside ou du produit
de type capside.

98. Médicament selon l’une des revendications 69 à 97, dans lequel un brin (as1, as2) de l’ARNdb I est complémentaire
du transcript d’ARN primaire ou traité du gène cible.

99. Médicament selon l’une des revendications 69 à 98, dans lequel la cellule est une cellule de vertébré ou une cellule
humaine.

100.Médicament selon l’une des revendications 71, 72 ou 74 à 99, dans lequel la première (B1) et la seconde (B2)
zones sont distantes l’une de l’autre.

101.Médicament selon l’une des revendications 69 à 100, dans lequel l’ARNdb est contenu dans une quantité au plus
égale à 5 mg par dose administrable.

102.Médicament selon l’une des revendications 69 à 101, dans lequel l’ARNdb est placé dans une solution tampon.

103.Médicament selon l’une des revendications 69 à 102, dans lequel l’ARNdb peut être administré par vote orale, par
inhalation, ou au moyen d’une injection ou d’une perfusion par voie intraveineuse, intratumorale ou intrapéritonéale.
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