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Verwendung von Oligonukleotiden fiir die Behandlung von Tumoren

Die Erfindung betrifft die Verwendung von Oligonukleotiden zur spezifischen Therapie von

Tumorerkrankungen bei verschiedenen Stadien direkt wahrend des chirurgischen Eingriffs.

Als Oligonukleotide werden kurze ein- oder doppelstréngige Oligonukleotide bezeichnet, die
sich in einem im Stand der Technik etablierten chemischen Prozess synthetisch herstellen
lassen (Herdewijn 2005, Surhone et al. 2010). Gegenwartig lassen sich DNA-Oligonukleotide
bis zu einer Lange von etwa 200 Basen oder Basenpaaren effizient synthetisieren, dabei dsst
sich DNA im Vergleich zu RNA aus vielen technischen Griinden einfacher und in ldngeren
Fragmenten synthetisch herstellen. Ldngere Synthesen sind technisch mdglich, die
enzymatische Herstellung oder die Herstellung in vivo sind dann aber einfacher und
effizienter. Es wird jedoch erwartet, dass zukinftig immer ldngere Oligonukleotide auch
synthetisch hergestelit werden. Bei den Synthesen kommen mittlerweile Automaten zum

Einsatz, welche die repetitiven Schritte der Synthese automatisch durchfiihren.

Ein Vorteil von chemisch synthetisierten Oligonukleotiden besteht in ihrer
Modifikationsvielfalt. Modifikationen kénnen beispielsweise unnatiirliche Nukleotidbausteine
wie beispielsweise Inosin oder nattirliche Modifikationen wie die Methylierung des Cytosins
sein. Nukleotide kdnnen ferner am Basenrest, am Zuckerrest oder am Phosphatrest
modifiziert werden und wirken in Ausfiihrungsformen der vorliegenden Erfindung. Zu den
Modifikationen gehdren beispielsweise Substitutionen mit Alkyl-, Alkoxy-, Amino-, Deaza-,
Halogen-, Hydroxyl-, Thiolgruppen oder deren Kombinationen. Nukleotide kdnnen auch mit
Analoga hbherer Stabilitdt ersetzt werden, beispielsweise kann ein Ribonukleotid durch ein
Desoxyribonukleotid oder die 2' OH-Gruppe seines Zuckerrests durch 2° Aminogruppen, 2’ O-
Methylgruppen, 2' Methoxyethylgruppen oder eine 2-0, 4'-C Methylenbriicke ersetzt
werden. Beispiele fir ein Purin- oder Pyrimidinanalogon von Nukleotiden sind Xanthin,
Hypoxanthin, Azapurin, Methylnthioadenin, 7-Deaza-adenosin und O- oder N-modifizierte
Nukleotide. Der Phosphatrest des Nukleotids kann modifiziert werden, indem ein oder
mehrere Sauerstoffatome der Phosphatgruppe durch Stickstoff oder durch Schwefel
(Phosphorothioate) ersetzt werden. Weitere Modifikationen sind Locked Nucleic Acids LNA
(W09914226 A2), Unlocked Nucleic Acids UNA, 2'OMe-methoxy- und 2'F fluoro-

Modifikationen. Das 3‘- und 5-Ende eines Einzelstrangs ermdéglichen ebenfalls, weitere
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molekulare Reste wie beispielsweise einfache oder glykosylierte Peptide und Proteine sowie
Lipide, Chitosan und andere Chitosanderivate, Polymere oder Farbstoffe anzufiigen.
Modifikationen dieser Art konnen direkt oder (iber Spacer, beispielsweise einem oder
mehrere Glycin-Resten mit den Oligonukleotiden verbunden sein. Diese Modifikationen
werden mit vielfdltiger Zielstellung entwickelt, beispielsweise um die Stabilitit der
Oligonukleotide zu beeinflussen, die Schmelztemperatur eines Doppelstrangs, die Affinitét zu
anderen Molekilien oder Oberflichen zu &ndern oder ihre biologische Verfiigbarkeit oder
Aktivitat in vivo. Modifikationen dienen zudem beispielsweise der Verbesserung von Funktion
des Oligonukleotids, ihrer Stabilitit oder ihrer Transfereigenschaften, oder um ihre
Lokalisierung oder Targeting zu steuern. Im Folgenden werden unter Oligonukleotiden all

diese Modifikationen einbezogen.

Viele Arten von Oligonukleotiden kommen natirlich im Menschen, Tieren oder allgemein in
Lebewesen oder Viren vor oder sind davon abgeleitet. Sie haben sehr unterschiedliche
Funktion wie etwa die Regulation der Expression von Proteinen, die Interferenz mit der
Expression oder auch die Kommunikation zwischen Zellen. Sie kdnnen als Doppelstrang,
Doppelstrang mit einzelstringigen Oberhingen, Hairpin, zyklisch oder als Einzelstrang
vorliegen. Beispiele fiir natirlich vorkommende Oligonukleotide sind MicroRNA miRNA oder
long noncoding RNA InRNA, Beispiele fiir aus der Natur abgeleitete oder kinstliche
Oligonukleotide sind short interfering RNA siRNA, short activating RNA saRNA, CRISPR-Cas
Oligonukleotide oder antisense-DNA, von denen sich einige Klassen als therapeutische
Wirkstoffe eignen. Fiir erste Anwendungen zugelassen sind Antisense-DNA (Mipomersen™,
Kastle Theraputics, Inc., Chicago, Il., USA) zur Therapie von homozygoter, erblicher
Hypercholesterinamie und siRNA (Patisaran™, Alnylam, Inc.,, Cambridge, MA., USA) zur
Behandlung von Polyneuropathie bei erblicher, Transthyretin-bedingter Amyloide. Beide

Medikamente werden jeweils systemisch injiziert.

Unter Tumoren im engeren Sinn versteht man benigne (gutartige) oder maligne (bosartige)

Neubildung (Neoplasie) von Kdrpergewebe, die durch eine Fehlregulation des Zellwachstums

entsteht (DocCheck, https://flexikon.doccheck.com/de/Tumor). Bosartige Tumoren werden

umgangssprachlich auch als Krebs bezeichnet. Viele Formen von malignen, inshesondere

soliden Tumoren lassen sich bis heute nicht heilen. Unter den Tumoren mit nur sehr kurzen

Uberlebenszeiten nach Diagnose lassen sich beispielsweise die des Pankreas, der
2



10

15

20

25

30

WO 2020/152128 PCT/EP2020/051338

Nebennieren, des Mesothels, des Gehirns und der Lunge aufzdhlen, obwohl in den letzten
Jahrzehnten groBe Anstrengungen unternommen wurden, Diagnosen, individuelle Therapien
und Behandlungsmethoden fiir diese Tumore zu verbessern oder neu zu entwickeln. Beispiele
umfassen die chirurgische Entfernung des Tumors, medikamentdse Behandiung oder
Bestrahlung, dabei auch in unterschiedlichen Kombinationen. Unter den neueren oder
experimentellen Verfahren befinden sich spezifische gentherapeutische Verfahren oder

Zelltherapien, darunter insbesondere Chimére Antigen-Rezeptor-tragende T-Zellen (CAR-T).

Trotz der besseren Diagnosetechnologien und der enormen therapeutischen Anstrengungen
und fir die frihzeitige Erkennung von Tumoren sind die bisher erzielten Verbesserungen in
der Behandlung und der Uberlebenszeit sehr begrenzt. Bei vielen dieser Tumore werden die
Patienten nur in Ausnahmefillen geheilt. Viele Therapien verlangsamen jedoch zumindest das
Fortschreiten der Krankheit und verldngern das Leben der Patienten. Je nach Art des Tumors
betrdgt die mittlere gewonnene Lebenszeit zwischen Jahren und nur wenigen Monaten. Es
besteht ein erheblicher Bedarf an neuen Therapien, insbesondere fur die Tumore, bei denen

die Patienten unter Behandlung bisher kaum Lebenszeit gewinnen.

Viele solide Tumore werden friihzeitig und zuerst mit einem chirurgischen Eingriff behandelt.
Die vollstdndige Entfernung des Primartumors ist aber nicht immer moglich. Auch wenn die
Tumormasse komplett entfernt scheint, sind mit groRer Wahrscheinlichkeit immer noch
Tumorzellen im Tumorbett oder den Randern der Operationshdhle vorhanden, aus denen ein
Rezidiv hervorgehen kann. Diese sind selbst mit sensiblen pathologischen Verfahren nicht
nachweisbar. Auch sind Metastasen in geringer Entfernung zum Priméartumor wahrscheinlich
(umgangssprachlich Abtropfmetastasen). Bei einigen Tumorarten ist die vollstindige
Entfernung sogar fast ausgeschlossen, wie beispielsweise bei fortgeschrittenen
Glioblastomen. Glioblastome wachsen infiltrierend und betreffen dann oft unverzichtbare
Hirnregionen. Bei einigen Tumorarten wird sogar das gesamte betroffene Organ operativ
entfernt, so beispielsweise die Nebenniere beim Nebennierenrindenkarzinom. In diesem Fall
ist eine medikamentdse Substitution der Organfunktion notwendig und méglich. Auch bei
radikaler Resektion sind bei diesem Tumor Rezidive hadufig und fast immer letal. Trotz dieser
Einschrinkungen ist die chirurgische Entfernung des Tumors oft die wesentliche Komponente

einer effizienten Behandlung, fir die es keinen Ersatz gibt.
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Die Tumorresektion geht oft mit einer adjuvanten oder neoadjuvanten Therapie einher.
Medikamente und Bestrahlungen werden dann neoadjuvant, d.h. vor der Operation
eingesetzt, wenn die Tumormasse des Primdrtumors reduziert werden und so das
Operationsrisiko bei beispielsweise groRen oder chirurgisch schlecht erreichbaren Tumoren

zu reduziert werden soll.

Adjuvant, d.h. nach der Operation, sollen die Medikamente und Bestrahlungen die Entstehung
von Rezidiven verhindern und auf Fernmetastasen wirken, die operativ nicht zuganglich sind
oder deren Existenz nur vermutet wird. Die meist postoperativ angewendete Bestrahlung
dient vor allem der Verhinderung der Rezidivbildung oder der Behandiung lokal bekannter
Metastasen, weil sie heute fast nur noch lokal fokussiert eingesetzt wird. Medikamente
werden meist systemisch eingesetzt, vor allem wenn Metastasen vermutet werden, aber nicht

detektiert werden kénnen.

Medikamente kdnnen in den genannten Anwendungsféllen Chemotherapien sein, die eine
zytotoxische Wirkung vorwiegend auf proliferierende Zellen haben, oder zielgerichtete
Therapien wie beispielsweise Antikdrper oder mit Zytotoxinen beladene Antikérper sein, die
Tumorzellen dber tumorspezifische Rezeptoren angreifen. Da bei Metastasen die
Rezeptorausstattung oft nicht bekannt ist, werden zielgerichtete Therapien seltener adjuvant

eingesetzt.

Fir nicht operable Tumore stehen nur die Strahlentherapie und Medikamente zur Verfiigung.
Um unerwiinschte Wirkungen der medikamentésen Therapien zu vermindern, werden sie
mittlerweile auch lokal appliziert. Dies geschieht oft iber eine Injektion direkt in den Tumor
oder in umliegendes Gewebe, wenn eine angenommene Verschleppung von Tumorzellen bei

der direkten Injektion vermieden werden soll.

Seltener werden Medikamente bereits wahrend der Operation lokal verabreicht. Es wird
angenommen, dass Fernmetastasen so nicht besser erreicht werden als mit adjuvant
systemischen Applikationen. Fiir das haufig nur teilweise resezierbare Glioblastom werden
solche Behandlungsstrategien jedoch héufiger und mit dem Ziel verfolgt, die nicht

resezierbare Tumormasse damit anzugreifen.

Dabei kommen Chemotherapien zum Einsatz, die nach der Operation in die entstandene

Operationshéhle eingebracht werden. Eine lokale Therapie liegt beim Glioblastom auch
4
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deswegen nahe, weil viele Medikamente die Bluthirnschranke nicht passieren — auch wenn
die Blut-Hirnschranke bei einem Glioblastom nicht mehr volistdndig intakt sein mag. Dabei
kommen auch polymere Trager zum Einsatz, die eine einfachere Applikation und als Depot mit
einer langsamen Freigabe des darin gespeicherten Medikaments eine ldngere Verfiigbarkeit
und deutlich hohere Dosierung des Medikaments ermdéglichen sollen, ohne dass toxische

systemische Wirkungen auftreten.

Gliadel™ ist ein Beispiel fiir einen 1999 in den U.S.A. zugelassenen, biologisch abbaubaren
und mit 7,7 mg des Zytostatikums Carmustin (auch Bis-Chlorethyl-Nitroso-Urea, abgekiirzt
BCNU) versehenen, scheibenférmigen Trager mit einem Durchmesser von 14 mm und einer
Dicke von 1 mm, von dem gegen Ende der Operation nach Entfernung des Tumorgewebes bis
zu acht Exemplare vom Chirurgen in die Operationshdhle des Patienten eingesetzt werden.
Klinische Studien zeigten eine Verlangerung der mittleren Lebensdauer um ca. 2 Monate
sowohl bei erstdiagnostizierten Patienten wie auch bei Patienten mit Rezidiven (Hart et al.
2008), die Aussagekraft der Studien wird aber angezweifelt (Chowdhary et al 2015). Die Wafer
sind bis zu 232 Tage nach der Operation nachweisbar und damit langer vorhanden als die

angenommenen Proliferationszyklen der Tumorzellen.

Die Gliadel™-Tréger sind jedoch groR und sprode. Der Kontakt zwischen Tréger und
Operationshdhle ist daher begrenzt. Die Anwendungsbeschreibung sieht jedoch nicht vor, die
Tréager in kleinere Bruchstiicke zu zerteilen, weil ein erhéhtes Operationsrisiko befuirchtet
wird. Es sind daher eine ganze Reihe weiterer Tragerprinzipien entwickelt worden, die einen
unterschiedlichen klinischen Entwicklungsstand aufweisen, unter anderem Microbeads
(Paclimer™ Guildford Pharmaceuticals) mit einem Durchmesser von 53 um, die mit Paclitaxel
(Taxol) versehen fiir intraperitoneale Verabreichung beim rezidiven Ovarialkarzinom
entwickelt wurden. Sie wurden jedoch in modifizierter Form auch fir die Behandlung des

Glioms eingesetzt (Li et al 2003).

Eine andere Form von Nanopartikel wurde entwickelt, die sich bei saurem pH (<5) ausdehnen.
Sie sollen im sauren Milieu des Endosoms ihre Substanzen abgeben. Diese expansilen Partikel
wurden ebenfalls mit Paclitaxel versehen fur die Anwendung bei Lungenkrebs (Griset et al
2009), beim Mesotheliom (Schulz et al 2011) und der peritonealen Carcinomatose (Colson et

al 2011). Die Partikel wurden intravends oder intraperitoneal nach Resektion des
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Primartumors im Mausmodel verabreicht. Klinisch wurden diese Partikel bisher offenbar noch

nicht getestet.

Hydrogele auf Chitosan-Basis: Chitosan wird durch Deazetylierung von Chitin, dem Material
aus dem die Panzer von Insekten und Krustentieren im Wesentlichen bestehen, gewonnen.
Wegen seiner guten biologischen Abbaubarkeit hat es seit einiger Zeit Eingang in
biomedizinischen Anwendungen gefunden, beispielsweise als Wundheilungsmaterial (Kim IY
et al, 2008). Paclitaxel-beladene, Chitosan-basierte Hydrogele wurden vorgeschlagen, um
Wundheilungsrander nach Tumorresektion zu behandeln. In vivo wurde daher die
Kombination bereits wenige Tage nach der Tumorinokulation injiziert, um diese Situation zu
simulieren (Ruel-Gariépy et al, 2004). In einer weiteren Studie wurde Campthotecin
verwendet, jedoch ohne das Ziel der Applikation wahrend der Resektion (Berrada M et al
2005).

Bei Radiofrequenz- oder Thermoablation wurden mit Doxorobizin versehene Mikrostdbchen
adjuvant injiziert. Bei Ablationen sind Rezidive am Rand der Behandlungszone und um
BlutgefdRe herum am haufigsten zu finden. In einem Tierversuch wurden die Stabchen nach
Ablation der Leber injiziert (Qian et al 2003) sowie in einen prapunktierten Xenograft-
Lebertumor (Weinberg et al, 2007). Dabei wurde die Entstehung einer fibrotischen Kapsel um
das Stdabchen durch die gleichzeitige Gabe von Dexomethason reduziert, das mit
Hydroxypropyl B-Cyclodextrin komplexiert war (Blanco et al, 2006). In einem weiteren

Versuch wurden Stabchen mit 5-FU versehen (Haaga et al, 2005).

Fiexible Folien sind ein weiterer, moglicher Trager, die sich besser an die Oberfliche der
Wundrander anpassen als starre Trager, so dass die Substanzen durch eine groere Flache ins
Gewebe diffundieren kdnnen. Mit Paclitaxel versehene Folien aus Poly(Glycerolmonostearat
co-epsilon-Caprolacton) wurden nach Resektion in einem Lungenkrebsmodell implantiert (Liu
et al 2010}, mit Hydroxycamptothecin in einem dhnlichen Modell (Wolinski et al -2, 2010) und

wiederum mit Paclitaxel in einem Sarkom-Model (Liu et al, 2012).

Die teils begrenzten Erfolge dieser Strategien fihrten zu weiteren Verfeinerungen der lokalen
Verabreichung, beispielsweise die Verwendung von Liposomen fiir Zytostatika (Yang et al

2016), die Kopplung von Targeting-Molekiilen an Nanopartikel oder kontrollierte Freisetzung
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des Medikaments durch verschiedene externe Stimuli wie Magnetfelder oder Licht

(Rosenblum et al, 2018).

Eine neue intraoperative Applikationsform ist die hypertherme intraperitoneale
Chemotherapie (HIPEC) (Glehen et al 2008), bei der eine hohe lokale Konzentration von
Zytostatika im Peritoneum und eine Aufnahme der Substanz in die oberen Zellschichten bei
reduzierter systemischer Toxizitit erreicht werden soll. Die zusitzliche Hyperthermie soll das
therapeutische Potenzial der verwendeten Zytostatika durch die verbesserte
Gewebepenetration erhthen. Die Hyperthermie erzeugt jedoch zusédtzlich einen eigenen,

direkten zytotoxischen Effekt (Ceelen et al 2010).

Zur Applikation der HIPEC werden am Ende der Operation mehrere Drainagen in
verschiedenen Bereichen des Abdomens platziert. Ein Rollerpumpensystem mit
Wirmetauscher wird verwendet und der Temperaturverlauf kontrolliert. Die Zieltemperatur
liegt bei 42-43°C, die Perfusionsdauer in Abhangigkeit vom verwendeten Protokoll zwischen
30 und 120 Minuten. Das bisher meistverwendete Zytostatikum ist Mitomycin C. Die in der
systemischen Therapie verwendeten Standardmedikamente Oxaliplatin und Irinotecan

werden zunehmend bei der HIPEC eingesetzt (Piso et al 2011).

Eine weitere Applikationsform ist die Druck-Aerosolchemotherapie (Pressurized
IntraPeritoneal Aerosol Chemotherapy, PIPAC). Die Druckanwendung aerosole
Applikationsform bewirkt eine besonders wirksame Verteilung von Medikamenten in
Korperhohlen wie dem Bauchraum oder Brustkorb. Wahrend der PIPAC werden Medikamente
(wie z. B. Cisplatin, Doxorubicin, Oxaliplatin, Paclitaxel) eingesetzt. Die lokale Verabreichung
direkt am Tumorort bewirkt, dass die sonst bestehenden pharmakologischen Limitationen der
intraperitonealen Chemotherapie wie schlechte Verteilung innerhalb der Koérperhdhle,
geringe Diffusion ins Gewebe aufgehoben werden. Die lokale Dosis der Zytostatika kann um
einen Faktor 10 reduziert werden, ohne an Tumorwirksamkeit einzubiifen. Die
dosisabhdngige lokale Toxizitdt der intraperitonealen Chemotherapie wird so besser
kontrolliert, die Organtoxizitat und die systemischen Nebenwirkungen der Therapie deutlich

reduziert.

Bei der PIPAC mit ein 12 mmHg CO2 ein-Capnoperitoneum, d.h. ein Uberdruck hergestellt und

zwei Ballon-Sicherheitstrokare durch die Bauchwand eingefiigt. Dann wird eine Mikropumpe

7
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in den Bauchraum eingefiihrt und an einen Hochdruck-Kontrastmittelinjektor angeschlossen.
Bei einem typischen Protokoll werden nacheinander Doxorubicin (1,5 mg/m2
Koérperoberflache in 50 ml 0,9% NaCl-Lésung) Cisplatin (7,5 mg/m2 KOF in 150 ml 0,9% NaCl-
Lésung) Uber Mikropumpe und Injektor inForm eines Druck-Chemotherapieaerosols
appliziert. Einspritzparameter werden bei einer Flussrate von 30 ml/min und einem
maximalen Eingangsdruck von 200 psi eingestellt. Die Mikropumpe erzeugt ein polydisperses
Aerosol mit einer TropfchengréRe zwischen 6-11 um. Diese geringe Grofle gewéhrleistet, dass
die dispergierten Tropfchen fiir einen langeren Zeitraum, beispielsweise {iber 30 Minuten im
Gas verbleiben. Das therapeutische Capnoperitoneum wird fiir 30 Minuten bei einer
Temperatur von 37 ° Celsius gehalten. Dann wird das Chemotherapie-Aerosol (iber eine
geschlossene Linie in das Luftentsorgungssystems ausgeschieden. SchlieBlich werden die

Trokare gezogen (Reymond et al 2014).

Eine adjuvante gentherapeutische Strategie, Sitimagene ceradenovec (Cerepro), wurde
publiziert (EP 1 135 513 B2). Dabei wird nach der Tumorresektion in das der Operationshdhle
angrenzende Gewebe ein Adenovirus injiziert, das ein funktionales Thymidinkinasegen
beispielsweise des Herplex-Simplex-Virus aufweist. Dieses Gen bewirkt in den transfizierten
Zellen die Produktion der Thymidinkinase. Wird nach der Operation Ganciclovir appliziert und
erreicht die transfizierten Zellen, so wird es bevorzugt in diesen Zellen zu einer aktiven
Substanz phosphoryliert, die die Gensynthese stort. Die Wirkung von Ganciclovir wird durch
dieses Vorgehen lokal auf den Bereich um die Operationshdhle begrenzt. Die klinischen
Testergebnisse fiihrten jedoch nicht zu einer Zulassung dieser Therapie, die
Negativempfehlung des Committee for Medicinal Products for Human Use (CHMP) auf Basis
der Bewertung durch das Committee for Advanced Therapies (CAT) der europdischen
Arzneimittelbehérde EMA wurde mit der geringen beobachteten Wirksamkeit und dem
deutlichen Risiko von schweren Nebenwirkungen begrindet (EMA Webseite fiir
zuriickgenommene Zulassungsantréage: Cerepro). Spater wurde dieser Ansatz aufgrund einer
beobachteten synergistischen Wirkung noch um die zusétzliche Gabe des bei Glioblastomen
zur Standardtherapie gehodrenden Zytostatikums Temezolomid weiterentwickelt (EP 2 665
489 B1).
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Fiir das Mesotheliom und das Ovarialkarzinom wird ebenfalls eine Gentherapie vorgeschlagen
(WO 2015/002861 A1), bei der ein mit einem Gen fiir humanes Interferon alpha 2b beladener

Adenovirus verwendet wird. Die adjuvante Anwendung ist dabei nicht explizit vorgesehen.

Seit kurzem wird versucht, mit Farbstoff- und insbesondere Fluoreszenzfarbstoffen markierte
Antikérper bei Tumorresektionen einzusetzen, um tumorpositive Resektionsrander wahrend
der Operation sichtbar zu machen. In einem Brustkrebsmodell wurde der Farbstoff
IRDye800CW an die Antikorper Bevacizumab, Cetuximab, Panitumumab, Trastuzumab und
Tocilizumab (Korb et al 2014) gekoppelt und ihre lokale Verteilung beobachtet. In einer
weiteren Studie wurde ein monoklonaler Antikdrper gegen PD-1 mit dem gleichen Farbstoff
markiert und nach der Operation ohne Farbstoff als Adjuvans intraperitoneal injiziert (Du et
al 2017). Zudem wurde vorgeschlagen, Photoimmunotherapien, d.h. antikérperbasierte
photodynamische Therapie, intraoperativ wdhrend der Tumorresektion im Tumorbett
anzuwenden, um verbleibende Tumorzellen gleichzeitig sichtbar zu machen und zu

bekampfen (de Boer 2016).

In Studien wurden Antikorper jedoch auch adjuvant in der Tumortherapie angewendet, und
zwar in Form von mehrfachen Injektionen systemisch nach der Resektion des Tumors.
Beispielsweise ist bei Darmkrebs eine adjuvante Chemotherapie nach der Operation
mittlerweile Stand der Technik und wird in der medizinischen Praxis oft angewendet. Dabei
kommen 5-FU und Oxaliplatin zum Einsatz. In Studien wurde stattdessen der Angiogenese-
inhibierende monoklonale Antikérper Avastin™ (Bevacizumab) postoperativ systemisch
verabreicht. Dieser Antikérper bindet an den Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) und
unterbindet das Angiogenese-Signal. Nach 36 Monaten zeigte sich in dieser Studie keine
Verbesserung beziiglich des Riickfallrisikos im adjuvanten Antikdrper-Arm der Studie. Mit
Cetuximab, einem EGFR-bindenden Antikérper, der in der Brustkrebstherapie eingesetzt wird,
In einer weiteren Studie wurde dieser Antikdrper zuséatzlich dem Standard fiir die adjuvante
Chemotherapie hinzugefigt. Im Ergebnis anderte sich das Rickfallrisiko fiir den
Antikdrperarm kaum, im Gegenteil erhdhte sich das Riickfallrisiko fuir einige Patientengruppen
sogar (De Gramont et al 2011, Oyan B 2012). Es wird vermutet, dass die Antikorper die
Resistenzbildung gegen die Chemotherapien beschleunigen. Aus praklinischen Studien ist
zudem bekannt, dass ihre adjuvante Verwendung die Bildung von Metastasen férdert. Ferner
kann nicht ausgeschlossen werden, dass neue Pro-Survival-Pfade angeregt werden, die
9
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resistenzbildend wirken. Es scheint zudem, dass bei kombinierten Therapien auch eine

Interferenz der Wirkmechanismen erfolgen kann (Huang et al 2017)

Immune check point-targeted monoclonal antibodies (ICT mAbs), beispielsweise PD-1
Antikérper, wurden in ersten klinischen Tests intratumoral verabreicht. Dabei scheint die
Resistenzbildung gegen ICT mAbs gegeniiber systemischer Anwendung reduziert (Maraballe
et al. 2017).

Fir die Behandlung von Tumoren wurden bereits mehrere Oligonukleotide entwickelt. Sie
richten sich meist gegen spezifische zelluldre Targets, etwa Zellzyklus-Proteine wie Kinesin
Spindel-Protein KSP, Polo-like-Kinase 1 PLK, Protein Kinase N3 PKN3, Ribonukleotid-Reduktase
RRM2, oder Tenasion-2. Ferner zihlt das prodrug aus WO 2010/102615 dazu, bei dem ein
konjugiertes Proteasesubstrat die Wirksamkeit der siRNA solange inhibiert, bis eine Protease

das Substrat abspaltet.

Bei Oligonukleotiden fokussiert die Entwicklung heute jedoch vor allem auf Formulierung und
Delivery als Nanopartikel oder Gel (Kim et al 2012), die fiir die systemische oder
intraperitoneale Applikation als Injektion gedacht sind. siRNA kdnnen auch beispielsweise
"nackt” in Kochsalzlésung appliziert werden, oder mit Polykationen, kationischen Lipid/Lipid-
Transfektionsreagenzien oder kationischen Peptiden komplexiert, als Komponenten
definierter molekularer Konjugate (z.B. cholesterinmodifizierte siRNA, TAT-DRBD/siRNA-
Komplexe), oder als Komponenten von Liposomen. Fiir Anwendungen in der regenerativen
Medizin wurde jedoch die Verwendung einer Matrix als subkutanes Implantat aus pordsem
Polyesterurethan getestet, das siRNA bindende Nanopartikel aus einem Diblock-Copolymer
freisetzt (Nelson et al 2013) und damit zwei Trégersysteme bendtigt, was zusitzliche
Komplexitit bedeutet. Gleichzeitiger Einschluss von Zellen und siRNA in Alginat oder Kollagen
wurde ebenfalls beschrieben (Krebs et al 2009) und dabei fir Anwendungen vorgeschlagen,

bei denen das als Hydrogel vorliegende, beladene Alginat oder Kollagen injiziert werden kann.

Lokale Applikationen von Oligonukleotiden wurden und werden dennoch fiir eine Vielzahl
tumortherapeutischer Anséatze als intratumorale Injektion entwickelt. Han et al. verwendeten
Chitosan-Partikel formulierte siRNA, um die Expression von Transglutaminase in vivo bei
Brustkrebs und Melanom zu reduzieren (Hat et al, 2012). Hydrogele mit einer

Gelierungstemperatur von 40°C in Kombination mit Gold enthaltenden Nanohilien wurden
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intratumoral injiziert, um mittels optischer Bestrahlung eine lokale Wirkung von siRNA zu
erzeugen (Strong et al, 2014). Polyethylenimid- konjugiertes Organophosphazen weist
ebenfalls eine thermische Reaktion auf und wurde intratumoral mit siRNA gegen VEGF und
Cyclin B1 injiziert (Kim et al 2012). Perioperativ oder adjuvant wurden diese Ansdtze nicht
verwendet; der Fokus liegt einzig auf hoher lokaler Konzentration und damit hoher Effizienz
gegen den Priméartumor und der langsameren Geschwindigkeit, mit der Oligonukleotide im
Vergleich zu kieinen Molekiilen vom Wirkort wegdiffundieren. Das gilt auch fiir die Studie zum
duktalen Pankreas-Adenokarzinom (PDA), bei der die Expression einer mutierten Form des
Kirsten RAt Sarcoma virus (KRAS)-Gens reduziert werden soll (Khvalevsky et al 2013). Auch bei
diesem Ansatz wird eine Polylactid-co-Glycolid- (PLGA-)Matrix verwendet. Um die Effizienz
gegen den Primértumor durch einen groRflachigen Kontakt zu optimieren, wurden
Matrixelemente dabei sogar mit dem Tumor vernaht. Immunstimulierende RNA (CPG 1826,
Coley Pharmaceuticals) wurde adjuvant im Tierversuch intratumoral appliziert, die Mause
wurden dabei mit Antikérpern gegen 0X40, CTLA4, GITR und FR4 behandelt, aber nicht
operiert. Die Autoren berichten von verbesserter Wirkung, klinisch wurde dieser Ansatz

jedoch nicht weiterverfolgt (Houot R et al 2009).

Auch Plasmide und Oligonukleotide wurden bereits lokal zur Forderung der Wundheilung
appliziert, beispielsweise die Plasmide fiir Platelet-derived growth factor pPDGF oder
Vascular-Endothelial Growth Factor pVEGF in Poly(lactic-co-glycolic acid) PLGA Nanopartiklen
(Tokatlian et al 2014) oder auch prolyl hydroxylase domain 2 PHD2-siRNA in azelluldrer
dermaler Matrix als Implantat (Vandegrift et al 2015), oder p53 (Nguyen et al 2010). Bei diesen
Anwendungen steht jedoch die Wundheilung nach einer Verletzung ohne
Tumorzusammenhang im Vordergrund. Ein potenzielles Risiko dieser Ansdtze besteht darin,
dass die fiir die Wundheilung adressierten Zielgene ein erhfhtes Risiko fiir eine Tumorbildung
bedeuten. Dieser Umstand steht einer Anwendung dieser lokalen Ansdtze bei Tumortherapien

entgegen.

Im Stand der Technik werden demnach vor allem Zytostatika als Adjuvans nach der
Tumorresektion verwendet. Tatsdchlich lassen Zytostatika bei dieser lokalen

Applikationsweise viele Vorteile gegeniiber ihrer systemischen Applikation erwarten:
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- Die oft hydrophoben Substanzen erreichen wesentlich direkter den vorgesehenen
Wirkort in der Nahe der resezierten Tumormasse

- Dem sonst schnellen Abbau der kleinen Zytostatika-Molekiile wirkt die Applikation
iber Tradger entgegen, die die Molekile iiber einen ldngeren Zeitraum eluieren.
Dadurch konnen mehr Zellzyklen der proliferierenden Zellen medikamentos erreicht
werden.

- Unerwiinschte Wirkungen auBerhalb des Tumors, die bei vielen Zytostatika
dosislimitierend sind, sind auf das Umfeld der Operationshéhle begrenzt und deutlich

geringer.

Die Griinde flir den bisher dennoch begrenzten klinischen Erfolg solcher adjuvanten Systeme
sind nicht bekannt. Bisher ist Gliadel™ in der Kombination aus makroskopischem Triger und
Carmustin als Zytostatikum das einzige in den USA und Europa zugelassene System. Die

Zulassung erstreckt sich auf die adjuvante Verwendung beim Glioblastom.

Die fiir kleine Molekiile erwarteten Vorteile einer lokalen, adjuvanten Applikation werden fiir
Makromolekiile nicht erwartet. Makromolekiile sind ohnehin meist gut I6slich und werden
langsamer ausgeschieden als kleine Molekiile. Zudem fillt der erreichbare
Konzentrationsgewinn bei der lokalen Applikation von Makromolekiilen geringer aus als bei
kleinen Molekilen. Die Diffusionswege der Makromolekdle sind auBerdem kiirzer als die der
kieinen Molekule, d.h. sie dringen nicht weit in das Tumorbett und seine Umgebung ein. Die
Eindringtiefe wird besonders klein, wenn beim Abheilungsprozess der Operationshdhle eine

fibrotische Kapsel um den Trager herum entsteht.

Makromolekille werden daher bei Tumorresektionen fiir andere Zwecke eingesetzt. Ein
aufwéndiger Ansatz wurde mit Sitimagene ceradenovec verfolgt, das (ber die Umwandlung
eines nach der Operation systemisch injizierten Prodrugs wirkt, das wiederum ein kleines
Molekil ist. Die Umwandlung geschieht jedoch nur lokal in Zellen, die zuvor wéhrend der
Operation mit einem Gen fiir Herpes simplex-Thymidin-Kinase transfiziert wurden, das eine
Lange von mehreren hundert Nukleotiden aufweist. Dabei ist das Gen in einem nicht
replikationsfahigen Adenovirus verpackt, mit dem die Zellen infiziert werden. Das Gen wird
nach der Transfektion der Zellen exprimiert und bewirkt, dass das Enzym Herplex simplex-

Thymidin-Kinase produziert wird, die wiederum das Ganciclovir™-Prodrug in die aktive Form
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umwandelt. Die Verwendung des kleinen Molekiils Gangciclovir™ erméglicht es, eine hohe

lokale Konzentration zu erreichen.

Antikérper werden im Umfeld der Operation hingegen vor allem wegen der Mdoglichkeit
eingesetzt, sie fluoreszenzmarkiert als Marker bei der Operation zu verwenden. Dabei werden
oft Antikérper verwendet, die sonst systemisch als Tumortherapeutika Verwendung finden.
lhre Eigenschaft, an tumorspezifischen Rezeptoren zu binden, ermdglicht, Tumorzellen-
spezifisch mit ihnen zu markieren. Bei Anregung der Fluoreszenz leuchten die so markierten
Tumorzellen auf und geben dem Chirurgen Informationen tber die Ausdehnung des Tumors.
Lokal zur Therapie werden Antikdrper nur intratumoral injiziert, d.h. chne Tumorresektion.

Adjuvant zur Tumorresektion werden sie nur systemisch appliziert.

Fiir die adjuvante, lokale Tumortherapie stehen damit vor allem kleine Molekiile zur
Verfiigung, die bisher nur begrenzten therapeutischen Erfolg zeigen. Es besteht daher Bedarf
an einer besseren adjuvanten Therapie, um die Chancen fir eine Heilung nach der

Tumorresektion zu verbessern.
Aufgabe der Erfindung

Der Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, eine einfache, lokal in der Operationshéhle
applizierte, adjuvante Therapieform bereitzustellen, welche die nach zumindest partieller
Tumorresektion verbliebenen und die nach der Resektion entstehenden Tumorzellen im
Tumorbett und in dessen Nihe oder Abtropfmetastasen in der Ndhe oder Umgebung des

Primdrtumors zerstort.
ErfindungsgemiBe Lisung

Diese Aufgabe wird Gberraschenderweise durch die Verwendung von tumorwirksamen
Oligonukleotiden gel6st, die nach der Tumorresektion direkt in das Tumorbett appliziert
werden. Dabei werden die Oligonukleotide bevorzugt mit resorbierbaren, gelartigen oder
elastischen Tragern oder festen Tragern wie Gazematerial oder Partikeln appliziert. Es kann
auch eine fliissige Formulierung bevorzugt werden, wenn die Operationshéhle fiir andere
Applikationsformen zu komplex aufgebaut ist, um alle potenziellen Orte zu erreichen, an
denen sich Tumorzellen befinden kénnen. Die fliissige Form kann wiederum partikuldre oder

gelartig partikuldre Triger enthalten. Das applizierte Volumen wird bei einer fllssigen
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Formulierung bevorzugt so gewahlt, dass es die Operationshéhle mehr als zur Hilfte und
insbesondere ganz ausfillt. Liegt nach der Operation eine Drainage, so kann die fliissige
Applikationsform auch mehrfach oder langeren Zeitraum kontinuierlich als Perfusion
appliziert werden. Weiterhin kann auch eine aerosolférmige Applikationsform bevorzugt sein,
bei der die formulierten oder nicht formulierten Oligonukleotide aus einer flissigen Lésung

zerstdubt in die Operationshéhle eingebracht werden.

Diese Wirkung ist Gberraschend, weil von Oligonukleotiden erwartet wird, dass sie wegen
ihrer Ladung, GroRe, Labilitt und der geringen Aufnahmerate in den Zellen und wegen ihres
schnellen Abbaus fiir diese Anwendung schlechter geeignet sind als andere Molekiilkiassen,
insbesondere als kleine Molekiile. Formulierte Oligonukleotide sind teils noch deutlich gréRer
und diffundieren noch langsamer, wiren erwartungsgemaR damit noch schlechter geeignet

fir diese Verwendung geeignet.

Bei kleinen Molekiilen wird dagegen erwartet, dass sie nach lokaler Applikation nicht nur die
oberste Lage einer Zellschicht, sondern auch tiefere Schichten der angrenzenden Gewebe
erreichen. Diese tief reichende Wirkung ist bevorzugt, weil auch dort Tumorzellen erwartet

werden.

Eine einfache Therapieform im Sinne der Erfindung zeichnet sich durch die Verwendung
mindestens einer Art Oligonukleotide als aktiver Wirkstoffstoffkomponente, die bereits
einzeln eine antitumorale Wirkung erzielt. Diese einfache Therapieform ist bevorzugt, um das

Risiko unerwiinschter Wirkungen gering zu haiten.
Bevorzugte Ausfiihrungsformen

Bevorzugt ist eine Therapieform mit nur einmaliger Applikation, da der Zugang zur
Operationshohle angesichts der schnellen Entwicklung der bei Tumorresektionen
eingesetzten laparoskopischen Operationstechniken zeitlich begrenzt ist und im Idealfall
derzeit nicht mehr als 30 Minuten lang besteht. Jede nachtrigliche, erneute Offnung der

Operationshéhle wiirde zudem das Risiko erh6hen, Tumorzellen zu versprengen.

Erfindungsgeman bevorzugt werden pleiotrope Oligonukleotide verwendet, um insbesondere
bei einer einmaligen Applikation auf méglichst viele Tumorzellen unabhdngig von der Phase

des Zellzyklus zu wirken, in der sich die Zelle zu diesem Zeitpunkt gerade befindet. Als
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pleiotrop werden erfindungsgemaR Oligonukleotide bezeichnet, die in einer Zelle gegen
mindestens zwei Target gleichzeitig wirken, beispielsweise gegen zwei mRNA mit gleicher
Zielsequenz, die fiir verschiedene Proteine kodieren. Ein Beispiel fir ein pleiotropes
Oligonukleotid sind prodrugs gemdaB WO0201010261S, bei denen bevorzugte
Ausfihrungsformen in Tumorzellen gegen mehrere physiologischen Targets parallel wirksam
sein kdnnen (W02012098234).

Erfindungsgema bevorzugt ist die Verwendung biodegradabler Trégermaterialien mit
geringer Immunogenitit, die hydrogelartige oder elastische Eigenschaften aufweisen, und
durch Diffusion oder beim Abbau in vivo oder durch Anderungen von Umgebungsparametern
wie dem pH-Wert Oligonukleotide eluieren. Trager, die medizinisch erprobte Materialien wie
Collagen, Atelocollagen, Gelatin, Fibrin, Chitosan oder Hyaluronsédure, deren synthetische
oder rekombinante Varianten sowie deren synthetische Modifikationen werden dabei

besonders bevorzugt verwendet.

Besonders bevorzugt die erfindungsgemafe Verwendung von Oligonukleotiden in
voriibergehend zusammenhédngenden Tréagern, so dass einen groRe Menge Oligonukleotid
lokal und (ber ldngeren Zeitraum zur Verfiigung steht. Voriibergehend zusammenhéngend
heiflt erfindungsgemiB, dass der Tréager fest, elastisch oder sogar verformbar sein kann, aber
als Einheit Uber mehrere Stunden oder Tage bestehen bleibt. Als vorriibergehend
zusammenhangend gelten auch biodegradable Trager, die durch den Abbauprozess im Korper
kleiner werden und nach Stunden oder Tagen in kleinere Einheiten zerfallen, von einem Trager

wie einer Gaze abgebaut werden, oder die eine Umwandlung in eine fliissige Phase erfahren.

Besonders bevorzugt ist die erfindungsgemaRe Verwendung der Oligonukleotide in groRen
Mengen pro Applikation. Dabei ist die Gesamtmenge der verwendeten Oligonukieotide
abhédngig von der entstandenen Operationshéhle und des Aufbaus des umliegenden
Gewebes. Fur die zusammenhdngenden Trager wird dieser Zusammenhang als
Beladungsdichte beschrieben. Bevorzugt ist die Verwendung von Oligonukleotiden in Tragern
mit Beladungsdichten von mehr als 3 Mikrogramm Oligonukleotid pro Milliliter
Trégervolumen, besonders bevorzugt mehr als jeweils 12, 50, 250, 1000 oder 5000

Mikrogramm pro Milliliter.
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Vorteilhaft kann auch die Verwendung von Trégern sein, aus denen die Oligonukleotide tber
einen léngeren Zeitraum, insbesondere liber mehrere Tage, eluieren. Besonders vorteilhaft
sind dabei Trager, die vom Kérper resorbiert werden. Besonders vorteilhaft sind Trager, die
eine einfache laparoskopische Handhabung ermoglichen wie etwa flexible Folien oder
Stabchen. Oligonukleotide und kleinere partikuldre Trager kbnnen in Netzen, etwa Netzen aus
Gazematerial, oder in einem Hydrogel appliziert werden. Bevorzugt ist die Verwendung von
Tragern, die eine anfangliche Elutionsrate von mehr als 1 Mikrogramm / Quadratzentimer und
Tag aufweisen, inbesondere von mehr als jeweils 2, 5, 10, 25 oder 100 Mikrogramm /

Quadratzentimeter und Tag.

ErfindungsgemédR werden die Oligonukleotide lokal nach der Tumorresektion verwendet, um
eine Rezidiv- oder Metastasenbildung zu verhindern. Dazu werden sie beispielsweise wahrend
der Operation nach der kompletten oder teilweisen Entfernung des Primartumors auf die
entstandenen Operationsrander und das umliegende Gewebe aufgebracht. Dazu gehdren
auch umliegendes Binde- und Fettgewebe. Fiir eine mechanisches Auftragen der
Oligonukleotide sind gelartige Formulierungen vorteilhaft, die sich mit einem Pinsel oder

dhnlichem Werkzeug auf dem Gewebe verteilen oder aufspriihen lassen.

Als Tragermaterial bei der Verwendung der Oligonukleotide eignet sich auch Kollagen, das mit
gelartigen oder elastischen Eigenschaften versehen werden kann. Kollagen wird vom Kérper

resorbiert und weist geringe Immunogenitat auf.

Die erfindungsgemaRe Verwendung von Oligonukleotiden in fliissiger Formulierung ist
vorteilhaft, wenn die Oligonukleotide mit einer Spritze in der Operationshéhle verteilt werden
konnen. Ein Vorteil dieser Applikationsform ist bei komplexen Formen von Operationshéhien
gegeben, weil sie sich von selbst in der Operationshdhle verteilt und aus ihren Offnungen
abflieRen kann, wie es Abtropfmetastasen vermutlich selbst auch tun wiirden. Komplex im
Sinne der Erfindung bedeutet, dass die Operationshéhle gegeniiber Hohlrdumen wie dem
Peritoneum geéffnet ist, wodurch Tumorzellen bis in entlegene Rénder des Peritoneums

geraten kdnnen.

Eine besonders gute Verteilung gewdhrleistet die Verwendung von Flissigkeitsvolumina, die
ahnlich groB, besonders bevorzugt gleich oder sogar 1-, 2-, 5-mal so gro wie das Volumen

der Operationshohle allein oder unter Einbeziehung verbundener Hohlrdume ist.
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Beispielsweise entsteht bei der Entfernung einer Nebenniere eine Operationshéhle von etwa
25 mi, die jedoch mit dem viel groReren Retroperitonealraum verbunden ist. Mit grofen
Fliissigkeitsvolumen lassen sich auch Perfusionen durchfithren, so dass der Operationshéhle
kontinuierlich tumorwirksame Oligonukleotide zugefiihrt werden und Gberall im Hohlraum

hohe lokale Konzentrationen an Oligonukleotiden vorliegen.

Bevorzugt ist auch die erfindungsgemaRe Verwendung von Oligonukleotiden als Aerosol. Dazu
wird in der Operationshohle oder den anliegenden Ridumen ein Uberdruck angelegt. Im
dadurch entstandenen Hohlraum wird das Aerosol durch einen Trokar, Schiauch oder
dhnliches Werkzeug eingefiihrt oder mit einem eingefiihrten Aerosolgenerator gar erzeugt.
Das Aerosol verteilt sich anndhernd gleichférmig im Hohlraum, so dass auch entlegene Winkel
des Hohlraums erreicht werden. Der Hohlraum wird fiir mehr als zwei Stunden
aufrechterhalten, insbesondere langer als eine oder eine halbe Stunde. Die erfindungsgeméRe
Anwendung der Oligonukleotide in Aerosolform kann auch mehrfach wiederholt werden,
wenn der Zugang zur Hohle kontinuierlich besteht oder schnell und einfach

wiedereingerichtet werden kann.

Bevorzugt ist dabei die Verwendung von Oligonukleotiden in Aerosolen in Mengen von mehr
als 1 Mikrogramm / Quadratzentimeter Hohlraumvolumen, und besonders bevorzugt von

mehr als 2, 5, 10, 25, 100 Mikrogramm.

Die erfindungsgeméRe Verwendung der Oligonukleotide schliet die Kombinationen mit
Verfahren und Therapien aus dem Stand der Technik mit ein. Darunter fallen beispielsweise
die gleichzeitige Verwendung von Medikamenten wie Zytostatika und Oligonukleotiden als

auch beispielhaft die parallel durchgefiihrte Radiotherapie.
Ausfiihrungsbeispiel Nebennierenrindenkarzinom

Nebennierenrindenkarzinome treten selten auf und werden heute meist mit einer
laparoskopischen Adrenalektomie, also einer kompletten minimalinvasiv-chirurgischen
Entfernung der Nebenniere behandelt. Die Prognose fiir die so behandelten Patienten ist
dennoch schlecht, vor allem bei spdt erkannten Primdrtumoren treten Rezidive oder
Metastasen mit hoher Wahrscheinlichkeit auf und fithren meist innerhalb weniger Monate

zum Tod des Patienten.
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Die laparoskopische Adrenalektomie wird entweder liber abdominalen / transperitonealen
oder retroperitonealen Zugang durchgefiihrt. Dabei wird die Fascia renalis durchstofen und
eine Operationshohle geschaffen, die zur Stabilisierung mit 20 — 30 mm Hg Uberdruck
beaufschlagt wird. Der Uberdruck reduziert oder verhindert auch ein Einbluten in die
Operationshdhle nach etwaigen Verletzungen von Blutgefaflen. Im Folgenden dienen weitere
Schnitte der Mobilisierung der umliegenden Organe, dem Kappen von Arterien und Venen,
die die Nebenniere versorgen, und dem Freilegen der Nebenniere. Im |dealfall wird die
Nebenniere als Ganzes mit umliegendem Fettgewebe prépariert, in einen Bergebeutel
transferiert, der wiederum durch einen der Trokare aus dem Patienten gezogen wird. €Ein
Lymphadenektomie kann zusdtzlich durchgefiihrt werden. Die Operationshdhle wird mit

reinem Wasser und Antibiotikum gespilt und im einfachen Fall ohne Drainage verschlossen.

Bei dieser chirurgischen Handlungsweise wird sorgféltig vermieden, dass die Tumorkapsel
beschidigt wird und dass Tumorgewebe im Patienten zuriickbleibt. Dennoch entstehen héufig
lokale Rezidive unklarer Herkunft. Noch vor der Operation kénnen Tumorzellen aus der
eigentlichen Nebenniere in die Umgebung transportiert worden sein. Dazu zdhlen
Abtropfmetastasen, die in Kérperhéhlen durch kaudale Wanderung losgeldster Tumorzellen
mit der Schwerkraft auf anderen Organen oder Organteilen entstehen. Diese Prozesse werden
durch den Umstand erleichtert, dass sich der Fasziensack, der die Niere umgibt, medial und

kaudal in den Retroperitonealraum o6ffnet.

ErfindungsgemiR werden die Oligonukleotide lokal nach der Tumorresektion verwendet, um
eine Rezidiv- oder Metastasenbildung zu verhindern und um verbliebene Tumorzellen oder
Metastasen zu bekdmpfen. Dazu werden sie beispielsweise wahrend der Operation nach der
Entfernung der Nebenniere auf die entstandenen Operationsrander und das umliegende
Gewebe aufgebracht. Dazu gehéren auch umliegendes Binde- und Fettgewebe, insbesondere
der renalen Faszien. Dafiir eignen sich besonders gelartige Formulierung, die mit einem
Instrument wie einem Pinsel laparoskopisch auf die Wundrander aufgetragen werden. In der
Operationshdhle eines Nebennierenrindenkarzinoms entstehen Wundrander mit etwa 50
Quadratzentimeter Oberfliche. Gele werden dabei mit einer Schichtdicke von 0,2 bis 1 mm
aufgetragen, was einem Gelvolumen von 1 bis 5 ml entspricht. Dieses Gelvolumen enthélt

bevorzugt 70 Mikrogramm Oligonukleotid und besonders bevorzugt mehr als 250 ader 1000
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Mikrogramm, 5, 25 oder 100 Milligramm. Das Gel wird innerhalb weniger Wochen abgebaut,

die Oligonukleotide dabei stetig freigesetzt.

In einem weiteren Anwendungsbeispiel werden elastische Trager aus beispielsweise Kollagen
verwendet, die in die Operationshhle eingebracht werden. Als hochelastische Triger werden
sie in einer Kapsel durch die Apertur eines Trokars in die Operationshohle eingebracht. Nach
Entfernen der Verkapselung nimmt der Trager Gro8e und Form an, die der des resezierten
Organs von etwa 4*3*2 cm und einem Volumen von weniger als 25 ml oder eines Teils dieses
Volumens an. Er tragt Oligonukleotide in Mengen von bevorzugt mehr als 70 Mikrogramm,
und besonders bevorzugt von mehr als 250 oder 1000 Mikrogramm, 5, 25 oder 100
Milligramm. Der Trager wird vom Korper innerhalb einiger Wochen abgebaut, die

Oligonukleotide dabei stetig freigesetzt.

Die Abbaugeschwindigkeit ist beim Gel wie beim elastischen Trdger durch Herstellparameter
steuerbar, bei Kollagen etwa durch den Vernetzungsgrad des Kollagens. Bevorzugt sind dabei
in vivo-Halbwertszeiten von mehr als 1 Woche, besonders bevorzugt von 2 Wochen, 4 Wochen

und 3 Monaten.

In einem weiteren erfindungsgemaRen Anwendungsbeispiel wird eine fliissige Formulierung
fiir die Oligonukleotide verwendet. Die Oligonukleotide werden dabei zum Beispiel mit einer
Spritze in der Operationshohle verteilt. Ein Vorteil dieser Applikationsform ist, dass sie sich
von selbst in der Operationshéhle verteilt und aus ihren Offnungen abflieRen kann, wie es
Abtropfmetastasen vermutlich selbst auch tun wiirden. Beim Nebennierenrindenkarzinom
mit der erwdhnten Ausdehnung des Fasziensacks erreichen fliissige Applikationsform dessen
Ausldufer besser als feste Applikationsformen. Das eingespritzte Volumen betrégt in diesem
Beispiel 20 ml, in dem sich bevorzugt mehr als 70 Mikrogramm, und besonders bevorzugt von
mehr als 250 oder 1000 Mikrogramm, 5, 25 oder 100 Milligramm Oligonukleotid befinden. Die
Oligonukleotide kénnen dabei in Partikeln oder Liposomen verpackt sein, so dass sie nur
langsam freigesetzt werden, wenn die Trager abgebaut oder von den Zellen aufgenommen
werden. Die Abbaugeschwindigkeit der Partikel kann durch Herstellungsparameter wie den
Vernetzungsgrad beeinflusst werden. Bevorzugt betragen die Halbwertszeiten in vivo mehr

als 1 Woche, besonders bevorzugt 2 Wochen, 4 Wochen und 3 Monate.
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Vorteilhaft kann auch die Verwendung von Tragern mit einfacherer Geometrie sein, aus denen
die Oligonukleotide tiber einen ldngeren Zeitraum, insbesondere tiber mehrere Tage eluieren.
Besonders vorteilhaft sind dabei Trager, die vom Koérper resorbiert werden. Besonders
vorteilhaft sind Trager, die eine einfache laparoskopische Handhabung ermdglichen wie etwa
flexible Folien oder Stabchen. Kleinere partikuldre Trager kénnen in Netzen, etwa Gazenetzen,

oder in einem Hydrogel appliziert werden.

Beim Nebennierenrindenkarzinom kann die Verwendung der Oligonukleotide als Aerosol
bevorzugt sein, insbesondere bei Mengen von 70 Mikrogramm, und besonders bevorzugt von

mehr als 250 oder 1000 Mikrogramm, 5, 25 oder 100 Milligramm Oligonukleotid

Die Kombination der adjuvanten Verwendung der Oligonukleotide mit adjuvanten Therapien

wie Mitotane und die Kombination mit einer Radiatio kann bevorzugt sein.

Ausfilhrungsbeispiel Ovarialkarzinom

Das Ovarialkarzinom stellt derzeit die sechsthaufigste bosartige Erkrankung der Frau dar
(Leitlinie Ovarialkarzinom 2013). Die operative Entfernung eines Ovars stelit dabei einen
wesentlichen Teil der Therapie dar. Beim Ovarialkarzinom beeinflusst das Ergebnis der
Diagnose sehr stark den Umfang, in dem Gewebe entfernt wird. Neben dem Eierstock (Ovar)
selbst kdnnen Eileiter (Tube) und Lymphknoten, in spéateren Stadien auch weitere,
insbesondere in das Peritoneum reichende oder angrenzende Organe betroffen sein. Die
Tumorresektion wird dann soweit moglich durchgefiihrt, eine volistandige Entfernung ist in
diesen Fillen aber oft nicht moglich, weil oft umliegendes Gewebe bereits betroffen ist. Im
Gegensatz zum Nebennierenrindenkarzinom wird empfohlen, die Operation nicht

laparoskopisch durchzufiihren.

Eine adjuvante Chemotherapie wird in den meisten Fillen empfohlen, ausgenommen von
dieser Empfehlung sind nur Fille mit zum Zeitpunkt der Operation sehr friihen Stadien.
Empfohlen wird systemisch verabreichtes Carboplatin, ein niedermolekulares Zytostatikum,
das hiaufig erhebliche Nebenwirkungen wie Blutbildverénderungen, Leber- und
Nervenfunktionsstérungen sowie, Herz-Kreislaufstérungen. Bei htherem Staging-Grad wird
zusiétzlich Paclitaxel und Bevacizumab, ein monoklonaler Antikdrper gegen VEGF, fur die

systemische Therapie empfohlen. Rezidive treten dennoch hiufig auf.
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ErfindungsgemaR werden die Oligonukleotide lokal nach der Tumorresektion verwendet, um
eine Rezidiv- oder Metastasenbildung zu verhindern und um verbliebene Tumorzellen oder
Metastasen zu bekdmpfen. Dazu werden sie beispielsweise wahrend der Operation nach der
Entfernung des Ovars und weiteren Gewebes auf die entstandenen Operationsrander und das
umliegende Gewebe aufgebracht. Dazu gehdren auch umliegendes Binde- und Fettgewebe,

insbesondere Teile des Peritoneums.

Die GréRe eines Ovars betragt bei einer Erwachsenen etwa 3,5 *2*1 cm, sein Volumen etwa
3 - 6 ml. Ahnlich wie beim Nebennierenrindenkarzinom eignen sich verschiedene
Formulierungen, so auch eine gelartige Formulierung. Trotz des geringeren Organvolumens
im Vergleich zur Nebennierenrinde eignen sich bevorzugt Volumen von 1 -5 ml, weil um das
Ovar herum in gréRerem AusmaR umgebendes Gewebe mit bestrichen werden soll. Das
Gelvolumen enthilt bevorzugt 70 Mikrogramm und besonders bevorzugt von mehr als 250
oder 1000 Mikrogramm, 5, 25 oder 100 Milligramm. Das Gel wird innerhalb weniger Wochen
abgebaut, die Oligonukleotide dabei stetig freigesetzt. Die Oligonukleotide kénnen dabei in
Partikeln oder Liposomen verpackt sein, so dass sie nur langsam freigesetzt werden, wenn die
Trager abgebaut oder von den Zellen aufgenommen werden. Die Abbaugeschwindigkeit der
Partikel kann durch Herstellungsparameter wie den Vernetzungsgrad beeinflusst werden.
Bevorzugt betragen die Halbwertszeiten in vivo mehr als 1 Woche, besonders bevorzugt 2

Wochen, 4 Wochen und 3 Monate.

In einem weiteren Anwendungsbeispiel werden elastische Trager aus beispielsweise Kollagen
verwendet, die in die Operationshoéhle eingebracht werden und das Volumen eines Ovars ganz
oder teilweise ausfillen. Ein Trager trégt Oligonukleotide in Mengen von bevorzugt mehr als
70 Mikrogramm, und besonders bevorzugt von mehr als 250 oder 1000 Mikrogramm, 5, 25
oder 100 Milligramm. Der Trager wird vom Kérper innerhalb einiger Wochen abgebaut, die

Oligonukleotide dabei stetig freigesetzt.

Die Abbaugeschwindigkeit ist beim Gel wie beim elastischen Trager durch Hersteliparameter
steuerbar, bei Kollagen etwa durch den Vernetzungsgrad des Kollagens. Bevorzugt sind dabei
in vivo Halbwertszeiten von mehr als 1 Woche, besonders bevorzugt von 2 Wochen, 4 Wochen

und 3 Monaten.
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Auch beim Ovarialkarzinom kann eine fliissige Formulierung fiir die Oligonukleotide Vorteile
aufweisen, da sich das Peritoneum, das die Ovarien umgibt, weit erstreckt. Das eingespritzte
Volumen betragt beim Ovarialkarzinom in diesem Beispiel 20 ml, in dem sich bevorzugt mehr
als 70 Mikrogramm, und besonders bevorzugt von mehr als 250 oder 1000 Mikrogramm, 5,
25 oder 100 Milligramm Oligonukleotid befinden. Die Oligonukleotide kénnen dabei in
Partikeln oder Liposomen verpackt sein, so dass sie nur langsam freigesetzt werden, wenn die
Tréger abgebaut oder von den Zellen aufgenommen werden. Die Abbaugeschwindigkeit der
Partikel kann durch Herstellungsparameter wie den Vernetzungsgrad beeinflusst werden.
Bevorzugt betragen die Halbwertszeiten in vivo mehr als 1 Woche, besonders bevorzugt 2

Wochen, 4 Wochen und 3 Monate.

Vorteilhaft kann auch die Verwendung von Tragern mit einfacherer Geometrie sein, aus denen
die Oligonukleotide {iber einen ldngeren Zeitraum, insbesondere iiber mehrere Tage eluieren.
Besonders vorteilhaft sind dabei Triger, die vom Kérper resorbiert werden, wie etwa flexible
Folien oder Stibchen. Kleinere partikuldre Trager konnen in Netzen, etwa Gazenetzen, oder

in einem Hydrogel appliziert werden.

Beim Ovarialkarzinom kann die Verwendung der Oligonukleotide als Aerosol bevorzugt sein,
insbesondere bei Mengen von 20 oder 70 Mikrogramm, und besonders bevorzugt von mehr

als 250 oder 1000 Mikrogramm, 5, 25 oder 100 Milligramm Oligonukleotid

Die Kombination der adjuvanten Verwendung der Oligonukleotide mit adjuvanten Zytostatika
wie Carboplatin, Cisplatin, Paclitaxel und Bevacizumab, und die Kombination mit einer

Radiatio kann bevorzugt sein.
Ausfiihrungsbeispiel Mesotheliom

Beim malignen diffusen Mesotheliom handelt es sich um einen Tumor, der von den
mesothelialen beziehungsweise submesothelialen Zellen der Pleura, des Peritoneums oder
des Perikards ausgeht. Die Prognose fiir Patienten mit malignen Pleuramesotheliomen ist mit
medianen Uberlebenszeiten von 4 bis 12 Monaten ungunstig. Eine kurative Behandlung ist

derzeit nicht verfigbar.

Der liberwiegende Anteil (> 80 %) der Mesotheliome hat seinen Ursprung in der Pleura.

Maligne Mesotheliome sind vergleichsweise selten. Meist treten sie als Signaltumoren einer
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zuriickliegenden Asbestbelastung auf (Neumann et al 2013). So wird auch erwartet, dass die
Zahl der Mesotheliomfille beispielsweise nach dem Anschlag auf das World Trade Center in
New York am 11. September 2001 in den néchsten 15 Jahren unter den damals exponierten
Personen deutlich zunehmen wird (Povtak 2016). Je nach Mesotheliomsubtyp werden bei
mehr als 50 % der pleuralen Mesotheliomerkrankungen Tumorzellen in den Pleuraerguss

abgeben.

Fur die Behandlung von Mesotheliomen gibt es keine Standardtherapie. Empfohlene
Therapiekonzepte reichen von alleiniger symptomatischer Behandlung bis hin zu einer
aggressiven multimodalen Behandlung aus Operation, Chemotherapie und Bestrahlung.
Derzeit  bestehen 2wei nicht-laparoskopische  operative  Strategien, die
Pleurektomie/Dekortikation oder die extrapleurale Pleuropneumektomie, um eine moglichst
volistandige makroskopische Tumorentfernung zu erreichen. Diese Resektionen werden nicht
laparoskopisch durchgefiithrt. Wegen des diffusen Wachstums der Mesotheliome ist eine
komplette Entfernung des Tumors in der Regel jedoch nicht méglich. Es verbleiben residuale,
oft nur mikroskopisch nachweisbare Tumoranteile, deretwegen adjuvante Radiotherapien
und Chemotherapien empfohlen werden (Rice 2011). Im Stand der Technik wird eine
Kombination aus Carboplatin und Pemetrexed intraperitoneal empfohlen. Jiingst wurden
Erfolge beziiglich der Uberlebenszeit von Patienten durch den adjuvanten Einsatz von Check

Point Inhibitoren verzeichnet (Scherpereel et al 2017).

Im Gegensatz zu Nebennierenrinde und Ovar ist die GroRe der Operationshohle individuell
sehr verschieden, bei einer Resektion eines Lungenfliigels beim Mesotheliom der Pleura kann
sie mehrere Liter groR sein und eine Fliche von mehreren hundert Quadratzentimetern
aufweisen. Ein Gel kann auch bei diesen Volumina vorteilhaft verwendet und mit Werkzeugen
wie Pinseln appliziert werden, bevorzugt sind dabei Konzentrationen von mehr als 15 oder 70
Mikrogramm und besonders bevorzugt von mehr als 250 oder 1000 Mikrogramm, 5, 25 oder

100 Milligramm pro Milliliter Gel.

Beim Erhalt des betroffenen Lungenfliigels eignet sich eine fliissige Formulierung, bevorzugt
sind dabei Konzentrationen von mehr als 15 oder 70 Mikrogramm und besonders bevorzugt

von mehr als 250 oder 1000 Mikrogramm, 5, 25 oder 100 Milligramm pro Milliliter.
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Bei groRvolumigen Resektionen sind elastische Triger mit einem Gesamtvolumen der
resezierten Organe nicht mehr sinnvoll. Stattdessen werden besser flachige Trager wie
Membranen, Folien oder Gaze verwendet werden, die Oligonukleotide direkt, in Partikeln wie
etwa Liposomen verpackt, konjugiert oder als Gel formuliert tragen. Bevorzugt sind dabei
Beladungsdichten von 10 Mikrogramm pro Quadratzentimeter, besonders bevorzugt als 50
oder 200 Mikrogramm, 1, 5 oder 20 Milligramm Oligonukleotid pro Quadratzentimeter.
Bevorzugt ist die Aufbringung von Oligonukleotiden auf Implantate, wie sie bei der Resektion

des Zwerchfells Verwendung finden, mit der gleichen Oligonukleotid-Dichte.

Auch beim Mesotheliom kann die Verwendung von Tragern mit einfacherer Geometrie
bevorzugt sein, insbesondere, wenn aus diesen Tragern die Oligonukleotide Uber einen
ldngeren Zeitraum, insbesondere Uiber mehrere Tage eluieren. Besonders vorteithaft sind
dabei Trager, die vom Korper resorbiert werden, wie flexible Folien oder Stébchen. Kleinere
partikuldre Trager kénnen in Netzen, etwa Gazenetzen, oder in einem Hydrogel appliziert

werden.

Beim Mesotheliom kann die Verwendung der Oligonukleotide als Aerosol bevorzugt sein,
insbesondere bei Mengen von 70 Mikrogramm, und besonders bevorzugt von mehr als 250

oder 1000 Mikrogramm, 5, 25, 100 oder 1000 Milligramm Oligonukleotid

Die Kombination der adjuvanten Verwendung der Oligonukleotide mit weiteren adjuvanten
Therapien wie Carboplatin und Pemetrexed, und die Kombination mit einer Radiatio kann

bevorzugt sein.
Ausfiihrungsbeispiel Glioblastom

Glioblastome gehéren zu den diffus infiltrierenden, hochmalignen Gliomen und sind mit 16%
Anteil die hdufigsten hirneigenen Neoplasien. Sie zdhlen nach WHO-Klassifikation zu den
Grad-IV-Tumoren und gehen mit einer schlechten Prognose einher. Da Glioblastome ein
ausgesprochen infiltratives Wachstum zeigen, ist eine Heilung durch Resektion des Tumors
nicht moglich. Ziel ist es, die Tumormasse chirurgisch weitgehend zu reduzieren. Eine
adjuvante Therapie, bei der Radiotherapie mit einer Chemotherapie kombiniert wird, wird
daher nach dem European Organisation for Research and Treatment of Cancer und National
Cancer Institute of Canada Clinical Trials Group (EORTC-NCIC) Protokoll empfohlen

(Javamanne et al 2018). Sie setzt aber erst vier Wochen nach der Operation ein, wenn der
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Heilungsprozess der Operationswunden fortgeschritten ist. Gegenwirtig ist Temozolomid
Behandlungsstandard (Davis 2016), ein orales alkylierendes Chemotherapeutikum, das jedoch
genotoxisch wie teratogen ist. Die beschriebene adjuvante Deponierung von Gliadel™-
Wafern widhrend der Operation ist eine Therapievariante, die zwar nicht zum
Behandlungsstandard gehort, aber durchaus auch gemeinsam mit einer
Temozolomidbehandlung durchgefiihrt wird. Von einer parallelen Verwendung von
Temozolomid und Becavizumab wird dagegen abgeraten (Holdhoff et al 2011). Zu einer
neueren Therapieoption in Entwicklung gehort DCVax, ein Verfahren, bei dem den Patienten
Monozyten entnommen werden und diese extrakorporal zu dendritischen Zellen
differenziert, mit Tumorantigenen in Verbindung gebracht und anschlieRend in den Patienten

zuriicktransferiert werden.

Beim Glioblastom sind GroBe und Form der Operationshéhle individuell verschieden. Die
GroRe der Operationshohle betragt jedoch ebenfalls einige Milliliter und ist so der des
Nebennierenrindenkarzinoms und des Ovarialkarzinoms vergleichbar. Die Form ist jedoch
verschieden und so individuell wie die GroRe. AuBerdem kénnen beim Glioblastom fast

ausschlieBlich Teilresektionen durchgefiihrt werden.

Fur die erfindungsgemaRe Anwendung eignen sich auch beim Glioblastom insbesondere
gelartige Formulierungen, die mit einem Instrument wie einem Pinsel auf die Wundrinder
aufgetragen werden. Das Gelvolumen von 1 bis 5 Millilitern enthélt bevorzugt 70 Mikrogramm
und besonders bevorzugt von mehr als 250 oder 1000 Mikrogramm, 5, 25 oder 100
Milligramm. Das Gel wird innerhalb weniger Wochen abgebaut, die Oligonukleotide dabei
stetig freigesetzt. Die Oligonukleotide konnen dabei in Partikeln oder Liposomen verpackt
sein, so dass sie nur langsam freigesetzt werden, wenn die Trager abgebaut oder von den
Zellen aufgenommen werden. Die Abbaugeschwindigkeit der Partikel kann durch
Herstellungsparameter wie den Vernetzungsgrad beeinflusst werden. Bevorzugt betragen die
Halbwertszeiten in vivo mehr als 1 Woche, besonders bevorzugt 2 Wochen, 4 Wochen 3

Monate oder gar mehr als ein ganzes Jahr.

In einem weiteren Anwendungsbeispiel werden elastische Trager aus beispielsweise Kollagen
verwendet, die in die Operationshohle eingebracht werden und das Volumen der

Operationshéhle ganz oder teilweise ausfilllen. Der eine oder die Tréger tragen
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Oligonukleotide in Mengen von insgesamt bevorzugt mehr als 70 Mikrogramm, und
besonders bevorzugt von mehr als 250 oder 1000 Mikrogramm, 5, 25 oder 100 Milligramm.
Der oder die Triger werden vom Korper innerhalb einiger Wochen abgebaut, die

Oligonukleotide dabei stetig freigesetzt.

Die Abbaugeschwindigkeit ist beim Gel wie beim elastischen Trager durch Herstellparameter
steuerbar, bei Kollagen etwa durch den Vernetzungsgrad des Kollagens. Bevorzugt sind dabei
in vivo Halbwertszeiten von mehr als 1 Woche, besonders bevorzugt von 2 Wochen, 4 Wochen

und 3 Monaten.

Auch beim Glioblastom kann eine flissige Formulierung fiir die Oligonukleotide Vorteile
aufweisen, da nicht bekannt ist, ob sich das Glioblastom auch anders als infiltrierend
ausbreitet. Das eingespritzte Volumen betragt beim Glioblastom zum Beispiel 20 mi, in dem
sich bevorzugt mehr als 70 Mikrogramm, und besonders bevorzugt von mehr als 250 oder
1000 Mikrogramm, 5, 25 oder 100 Milligramm Oligonukleotid befinden. Die Oligonukleotide
kénnen dabei in Partikein oder Liposomen verpackt sein, so dass sie nur langsam freigesetzt
werden, wenn die Triger abgebaut oder von den Zellen aufgenommen werden. Die
Abbaugeschwindigkeit der Partikel kann durch Herstellungsparameter wie den
Vernetzungsgrad beeinflusst werden. Bevorzugt betragen die Halbwertszeiten in vivo mehr

als 1 Woche, besonders bevorzugt 2 Wochen, 4 Wochen und 3 Monate.

Beim Glioblastom kann die Verwendung der Oligonukleotide als Aerosol bevorzugt sein,
insbesondere bei Mengen von 25 oder 70 Mikrogramm, und besonders bevorzugt von mehr

als 250 oder 1000 Mikrogramm, 5, 25 oder 100 Milligramm Oligonukleotid

Vorteilhaft kann auch die Verwendung von Tragern mit einfacherer Geometrie sein, aus denen
die Oligonukleotide iiber einen langeren Zeitraum, insbesondere tiber mehrere Tage eluieren.
Besonders vorteilhaft sind dabei Trager, die vom Korper resorbiert werden, wie etwa flexible
Folien oder Stiabchen. Kleinere partikuldre Trager konnen in Netzen, etwa Gazenetzen, oder
in einem Hydrogel appliziert werden. Ein weiteres Beispiel stellen Wafer dar, wie sie bei

Gliadel Verwendung finden.

Die Kombination der adjuvanten Verwendung der Oligonukleotide mit adjuvanten Zytostatika
wie Temozolomid, mit zelluldren Therapien wie DCVax, und die Kombination mit einer

Radiatio kann bevorzugt sein.
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Anwendungsbeispiel Peritonealkarzinose

Die Peritonealkarzinose bezeichnet den Befall des Bauchfells (Peritoneum) mit multiplen
bésartigen Tumorzellen. Urséchlich fiir eine Peritonealkarzinose ist meist nicht ein Tumor des
Peritoneums selbst, sondern ein basartiger Tumor eines anderen im Bauchraum gelegenen
Organs. Hierbei handelt es sich zumeist um einen bereits weit fortgeschrittenen,
metastasierenden Tumor des Magen-Darm-Traktes, des Pankreas oder der Ovarien, wie
bereits weiter oben beschrieben. In einigen Féllen ist es nicht moglich, einen Primértumor zu

identifizieren. (https://flexikon.doccheck.com/de/Peritonealkarzinose),

Die Peritonealkarzinose tritt mit 15-20 Féllen pro 100.000 Personen selten, aber mit
steigender Tendenz auf, in Deutschland etwa 35.000 Neuerkrankungen pro Jahr (Glockzin et
al 2007). Die Prognose der Peritonealkarzinose betrdgt im Durchschnitt etwa 6 Monate nach

Diagnosestellung.

Sofern nicht zu weit fortgeschritten, wird die Peritonealkarzinose zunehmend mit einer
multimodalen Therapie behandelt, bei der die chirurgische Zytoreduktion mit einer
intraoperativen, hyperthermen intraperitonealen Chemotherapie kombiniert wird (Piso et al

2011). Auch die bereits beschriebene PIPAC findet hier Anwendung.

Im Gegensatz zu Nebennierenrinde und Ovar ist die Gr6Re der Operationshéhle wegen der
variierenden Anzahl befallener Organe individuell sehr verschieden. Ein Gel kann dennoch bei
diesen Volumina vorteilhaft verwendet und mit Werkzeugen wie Pinseln appliziert werden,
bevorzugt sind dabei Konzentrationen von mehr als 15 oder 70 Mikrogramm und besonders
bevorzugt von mehr als 250 oder 1000 Mikrogramm, 5, 25 oder 100 Milligramm pro Milliliter
Gel.

Bei groRvolumigen Resektionen sind elastische Tridger mit einem Gesamtvolumen der
resezierten Organe nicht mehr sinnvoll. Stattdessen werden besser fldchige Tréger wie
Membranen, Folien oder Gaze verwendet werden, die Oligonukieotide direkt, in Partikeln wie
etwa Liposomen verpackt, konjugiert oder als Gel formuliert tragen. Bevorzugt sind dabei
Beladungsdichten von 10 Mikrogramm pro Quadratzentimeter, besonders bevorzugt als 50
oder 200 Mikrogramm, 1, 5 oder 20 Milligramm Oligonukleotid pro Quadratzentimeter.
Bevorzugt ist die Aufbringung von Oligonukieotiden auf Implantate, wie sie bei der Resektion

des Zwerchfells Verwendung finden, mit der gleichen Oligonukletid-Dichte.
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Auch der Peritonealkarzinose kann die Verwendung von Tragern mit einfacherer Geometrie
bevorzugt sein, insbesondere, wenn aus diesen Trigern die Oligonukleotide iiber einen
langeren Zeitraum, insbesondere iiber mehrere Tage eluieren. Besonders vorteilhaft sind
dabei Tréger, die vom Korper resorbiert werden, wie flexible Folien oder Stabchen. Kleinere
partikuldre Trager kénnen in Netzen, etwa Gazenetzen, oder in einem Hydrogel appliziert

werden.

Bei der Peritonealkarzinose kann die Verwendung der Oligonukleotide als Aerosol bevorzugt
sein, insbesondere bei Mengen von 70 Mikrogramm, und besonders bevorzugt von mehr als

250 oder 1000 Mikrogramm, 5, 25, 100 oder 1000 Milligramm Oligonukleotid

Die Kombination der adjuvanten Verwendung der Oligonukleotide mit weiteren adjuvanten
Therapien wie Carboplatin und Pemetrexed, und die Kombination mit einer Radiatio kann

bevorzugt sein.
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Patentanspriiche

. Verwendung eines tumorwirksamen Oligonukleotid bei Tumorpatienten nach

vollstindiger oder teilweiser Resektion oder Ablation eines soliden Tumors dieses
Patienten, dadurch gekennzeichnet, dass das Oligonukleotid in einer bei der Resektion
oder Ablation entstandenen Korperhéhle appliziert wird, um bei der Operation oder
Ablation im Tumorbett und dessen Umgebung verbliebene Tumorzellen oder Metastasen
zu bekdmpfen und in diesem Bereich der Bildung von Rezidiven oder neuen Metastasen

entgegenzuwirken.

. Verwendung eines Oligonukleotids nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass das

verwendete Oligonukleotid in mindestens einer Art von Tumorzellen pleiotrop wirkt.

. Verwendung eines Oligonukleotids nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass

es in einem Gel, in einer Fliissigkeit oder einem elastischen Material appliziert wird.

. Verwendung eines Oligonukleotids nach den Anspriichen 1, 2, oder 3 als Beladung eines

Trégers in Form von Gel, Flissigkeit oder eines elastischen Materials, dadurch
gekennzeichnet, dass der Trager Oligonukleotide in einer Konzentration von bevorzugt 15
oder 70 Mikrogramm und besonders bevorzugt von mehr als 250 oder 1000 Mikrogramm,

S, 25 oder 100 Milligramm pro Milliliter enthalt.

. Verwendung eines Oligonukleotids nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass der

Trager aus resorbierbarem elastischem oder gelartigem Material besteht und die Form des

resezierten Organs zumindest teilweise nachbildet.

. Verwendung eines Oligonukleotids nach den Anspriichen 1, 2, oder 3 als Beladung eines

flachigen Tragers wie Membranen, Folien oder Gaze, wobei die Trager die Oligonukleotide
direkt, in Partikeln wie etwa Liposomen verpackt, konjugiert oder als Gel formuliert tragen,
dadurch gekennzeichnet, dass die Beladungsdichten mindestens 10 Mikrogramm pro
Quadratzentimeter betragen, besonders bevorzugt 50 oder 200 Mikrogramm, 1, 5 oder 20

Milligramm Oligonukleotid pro Quadratzentimeter.

. Verwendung eines Oligonukleotids nach einem der Anspriiche 4 bis 6, dadurch

gekennzeichnet, dass der Tréger Materialien mit geringer Immunogenitdt enthilt,

insbesondere Collagen, Atelocollagen, Gelatine, Chitosan oder Hyaluronséure.
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8.

10.

11.

12.

13,

14,

WO 2020/152128 PCT/EP2020/051338

Verwendung eines Oligonukleotids nach Anspruch 6 oder 7, dadurch gekennzeichnet, dass
der Trager zusatzlich Marker zur spezifischen Detektion aufweist, insbesondere absorptive

oder Fluoreszenzfarbstoffe.

Verwendung eines Oligonukleotids nach einem der Anspriiche 4 bis 8, dadurch
gekennzeichnet, dass die Vernetzung oder anderweitige Stabilisierung des Trégers so
gestoppt wird, dass das Triagermaterial mit einer bevorzugten Geschwindigkeit im Kérper
des Patienten abgebaut wird, insbesondere mit einer Halbwertszeit in vivo von mehr als
einer Woche und besonders bevorzugt mit einer Halbwertszeit von mehr als 2 Wochen, 4

Wochen und 3 Monaten.

Verwendung eines Oligonukleotids nach einem der Anspriche 4 bis 9, dadurch
gekennzeichnet, dass neben den Oligonukleotiden weitere tumorwirksame Molekiile,
insbesondere Zytostatika in therapeutisch relevanten Dosen auf dem Trager aufgebracht

sind.

Verwendung eines Oligonukleotids nach einem der Anspriiche 4 bis 10, dadurch
gekennzeichnet, dass Trager miteinander kombiniert werden, insbesondere Gel oder Gaze
in Kombination mit fliissiger Formulierung, um so optimal Tumorzellen zu erreichen, die

sich entfernt vom Wundrand befinden.

Verwendung eines Oligonukleotids nach einem der Anspriiche 4 bis 11, dadurch
gekennzeichnet, das diagnostische Elemente auf dem Tréger integriert sind, insbesondere

Sensoren fiir die Herzfrequenz, LDL oder HDL-Konzentrationen.

Verwendung der Oligonukleotiden nach Anspriichen 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet,
dass Standardtherapien wie Operationen, Nachsorge und adjuvante Chemotherapie
parallel dazu oder nahezu gleichzeitig mit der dem erfindungsgemaBen Verfahren

durchgefiihrt werden.

Verwendung von Oligonukleotiden nach Anspriichen 1 bis 13 fur die adjuvante Therapie
von Tumoren, insbesondere des Nebennierenrindenkarzinoms, der Ovarialkarzinoms, des

Mesothelioms und des Glioblastoms.
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