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(57) В изобретении предложены улучшенные системы доставки олигонуклеотидов, причем указанная
система доставки содержит липосому, которая содержит нейтральные фосфолипиды и Р-этокси
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Изобретение заявляет приоритет по предварительной заявке США № 62/487302, поданной 19 апре-

ля 2017 года, полное содержание которой включено в данный документ посредством ссылки. 

Уровень техники 

Область изобретения 

Данное изобретение в целом относится к области медицины. Более конкретно, оно касается липо-

сомных готовых форм Р-этокси олигонуклеотидов, которые гибридизируются с полинуклеотидным про-

дуктом гена BCL2, и способов получения и применения таких готовых форм в медицине, в частности в 

лечении видов рака, которые имеют высокую экспрессию или повышенную активность гена BCL2. 

Описание предшествующего уровня техники 

Bcl-2 представляет собой белок, который участвует в регуляции апоптоза или запрограммирован-

ной гибели клеток. Избыточная экспрессия Bcl-2 предотвращает индукцию апоптоза в ответ на клеточ-

ные повреждения, такие как при лечении химиотерапевтическими агентами. Bcl-2 избыточно экспресси-

руется в больше чем 90% фоликулярных В-лимфоцитов неходжкинской лимфомы вследствие хромосом-

ной перестройки, и является ключевым фактором в инициации этого злокачественного новообразования. 

Bcl-2 также избыточно экспрессируется в широком спектре солидных опухолей (по оценкам, он избы-

точно экспрессируется в 40 процентах случаев рака). Например, была найдена связь между избыточной 

экспрессией Bcl-2 и прогрессированием рака предстательной железы от гормоно-зависимого до гормоно-

независимого, и может способствовать фенотипу относительной устойчивости к лекарствам, обычно на-

блюдаемому при гормоно-зависимом раке предстательной железы. 

Сущность изобретения 

В данном документе предложены композиции и способы, которые индуцируют ингибирование рос-

та и/или апоптоз в широком наборе раковых клеток, контролируемых Bcl2. Экспрессия Bcl2 предотвра-

щается нетоксичным устойчивым к нуклеазам олигонуклеотидом, который нацелен на полинуклеотиды, 

кодируемые Bcl2, в комбинации с нейтральной липосомой, что предотвращает экспрессию белка Bcl2, 

тем самым устраняя пул доступного белка Bcl2. 

В одном варианте осуществления, предложены композиции, содержащие популяции олигонуклео-

тидов, которые гибридизируются с полинуклеотидным продуктом гена BCL2. В некоторых аспектах, 

олигонуклеотиды популяции состоят из нуклеозидных молекул, соединенных друг с другом фосфатными 

связями остова, причем по меньшей мере одна из фосфатных связей остов в каждом олигонуклеотиде 

представляет собой Р-этокси связь остова, и при этом не больше чем 80% фосфатных связей остова в 

каждом олигонуклеотиде представляют собой Р-этокси связи остова. В некоторых аспектах, по меньшей 

мере одна из фосфатных связей остова в каждом олигонуклеотиде представляет собой фосфодиэфирную 

связь остова. В некоторых аспектах, олигонуклеотиды популяции содержат последовательность согласно 

любой из SEQ ID NO: 1-3. В некоторых аспектах, олигонуклеотиды популяции содержат последователь-

ность согласно SEQ ID NO: 1. В одном аспекте, олигонуклеотиды популяции содержат последователь-

ность согласно SEQ ID NO: 1, и фосфатные связи остова по меньшей мере между нуклеотидами 5 и 6, 

между нуклеотидами 7 и 8, между нуклеотидами 9 и 10, между нуклеотидами 11 и 12, и между нуклео-

тидами 14 и 15 олигонуклеотидов популяции представляют собой фосфодиэфирные связи остова. В не-

которых аспектах, олигонуклеотиды популяции содержат последовательность согласно SEQ ID NO: 2. В 

одном аспекте, олигонуклеотиды популяции содержат последовательность согласно SEQ ID NO: 2, и 

фосфатные связи остова по меньшей мере между нуклеотидами 5 и 6, между нуклеотидами 7 и 8, между 

нуклеотидами 9 и 10 олигонуклеотидов популяции представляют собой фосфодиэфирные связи остова. В 

некоторых аспектах, олигонуклеотиды популяции содержат последовательность согласно SEQ ID NO: 3. 

В различных аспектах, олигонуклеотиды популяции ингибируют экспрессию Bcl2. В некоторых аспек-

тах, композиция является лиофилизированой. 

В некоторых аспектах, от 10 до 80% фосфатных связей остова представляют собой Р-этокси связи 

остова; от 20 до 80% фосфатных связей остова представляют собой Р-этокси связи остова; от 30 до 80% 

фосфатных связей остова представляют собой Р-этокси связи остова; от 40 до 80% фосфатных связей 

остова представляют собой Р-этокси связи остова; от 50 до 80% фосфатных связей остова представляют 

собой Р-этокси связи остова; или от 60 до 70% фосфатных связей остова представляют собой Р-этокси 

связи остова, или любой диапазон, полученный из них. В некоторых аспектах, от 20 до 90% фосфатных 

связей остова представляют собой фосфодиэфирные связи остова; от 20 до 80% фосфатных связей остова 

представляют собой фосфодиэфирные связи остова; от 20 до 70% фосфатных связей остова представля-

ют собой фосфодиэфирные связи остова; от 20 до 60% фосфатных связей остова представляют собой 

фосфодиэфирные связи остова; от 20 до 50% фосфатных связей остова представляют собой фосфоди-

эфирные связи остова; или от 30 до 40% фосфатных связей остова представляют собой фосфодиэфирные 

связи остова, или любой диапазон, полученный из них. В различных аспектах, по меньшей мере, 5, 10, 

15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90 или 95%, или какое-либо значение между 

ними, фосфатных связей остова представляют собой Р-этокси связи остова. В различных аспектах, по 

меньшей мере, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90 или 95%, или какое-либо 

значение между ними, фосфатных связей остова представляют собой фосфодиэфирные связи остова. В 

определенных аспектах, фосфодиэфирные связи остова распределены по всем олигонуклеотидам. Как 



044637 

- 2 - 

таковые, олигонуклеотиды не являются химерными молекулами. В некоторых аспектах, олигонуклеоти-

ды не содержат фосфотиоатной связи остова. 

В некоторых аспектах, олигонуклеотиды популяции имеют размер в диапазоне от 7 до 30 нуклео-

тидов. В определенных аспектах, олигонуклеотиды популяции имеют размер в пределах от 12 до 25 нук-

леотидов. В различных аспектах, олигонуклеотиды популяции имеют размер по меньшей мере 5, 6, 7, 8, 

9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 или 30 нуклеотидов. Диапазон 

размеров может быть средним размером олигонуклеотидов в популяции. 

В некоторых аспектах, олигонуклеотиды популяции имеют средний размер 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 

15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 или 30 нуклеотидов, причем не больше чем 5, 6, 7, 8, 

8, 9, 10, 11, 11, 12, 13, 14, 15, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 20, 21, 22, 23 или 24, соответственно, фосфатных связи 

остова в каждом олигонуклеотиде представляют собой Р-этокси связь остова. В некоторых аспектах, 

олигонуклеотиды популяции имеют средний размер 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 

23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 или 30 нуклеотидов, и по меньшей мере 2, 2, 2, 2, 3, 3, 3, 3, 4, 4, 4, 4, 4, 5, 5, 5, 5, 

5, 5, 6, 6, 6, 6 или 6, соответственно, фосфатных связей остова в каждом олигонуклеотиде представляют 

собой фосфодиэфирную связь остова. Например, олигонуклеотиды в популяции могут иметь средний 

размер 18 нуклеотидов, причем не больше чем 14 фосфатных связей остова в каждом олигонуклеотиде 

представляют собой Р-этокси связь остова; олигонуклеотиды в популяции могут иметь средний размер 

20 нуклеотидов, причем не больше чем 16 фосфатных связей остова в каждом олигонуклеотиде пред-

ставляют собой Р-этокси связь остова; олигонуклеотиды в популяции могут иметь средний размер 25 

нуклеотидов, причем не больше чем 20 фосфатных связей остова в каждом олигонуклеотиде представ-

ляют собой Р-этокси связь остова; или олигонуклеотиды в популяции могут иметь средний размер 30 

нуклеотидов, причем не больше чем 24 фосфатных связей остова в каждом олигонуклеотиде представ-

ляют собой Р-этокси связь остова. 

В некоторых аспектах, популяция олигонуклеотидов содержит один вид олигонуклеотидов. В дру-

гих аспектах, популяция олигонуклеотидов содержит, по меньшей мере, два вида олигонуклеотидов. 

Один вид олигонуклеотида может иметь одинаковую нуклеотидную последовательность, но иметь или 

не иметь Р-этокси связи в разных позициях в молекуле. Таким образом, популяция может быть гомоген-

ной по нуклеотидной последовательности и гетерогенной по распределению фосфодиэфирных связей 

остова среди олигонуклеотидов популяции. Кроме того, популяция может быть гетерогенной по количе-

ству Р-этокси связей остова и фосфодиэфирных связей остова среди олигонуклеотидов популяции. В 

качестве неограничивающего примера, первая часть олигонуклеотидов в популяции может иметь 70% Р-

этокси связей и 30% фосфодиэфирных связей, тогда как вторая часть олигонуклеотидов в популяции 

может иметь 60% Р-этокси связей и 40% фосфодиэфирных связей. В некоторых аспектах, популяция 

олигонуклеотидов содержит антисмысловые олигонуклеотиды, короткие интерферирующие РНК 

(миРНК), микроРНК (микроРНК) или piwiRNAs (piPHK). 

В различных аспектах, композиция дополнительно содержит фосфолипиды. В некоторых аспектах, 

фосфолипиды и олигонуклеотиды присутствуют в молярном соотношении от около 5:1 до около 100:1. В 

некоторых аспектах, олигонуклеотиды и фосфолипиды образуют олигонуклеотид-липидный комплекс, 

такой как, например, липосомный комплекс. В некоторых аспектах, по меньшей мере, 75, 76, 77, 78, 79, 

80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% липосом имеют диаметр 

меньше чем 5 мкм. В некоторых аспектах, по меньшей мере, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 

87, 88, 89 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% липосом имеют диаметр меньше чем 4 мкм. В некото-

рых аспектах, популяция олигонуклеотидов включена в популяцию липосом. 

В некоторых аспектах, фосфолипиды являются незаряженными или имеют нейтральный заряд при 

физиологическом рН. В некоторых аспектах, фосфолипиды являются нейтральными фосфолипидами. В 

определенных аспектах, нейтральные фосфолипиды представляют собой фосфатидилхолины. В опреде-

ленных аспектах, нейтральные фосфолипиды представляют собой диолеоилфосфатидилхолин. В некото-

рых аспектах, фосфолипиды по существу не содержат холестерина. 

В одном варианте осуществления, предложены фармацевтические композиции, содержащие компо-

зицию олигонуклеотидов и фосфолипидов согласно данным вариантам осуществления, и фармацевтиче-

ски приемлемый носитель. В некоторых аспектах, композиция дополнительно содержит химиотерапев-

тический агент. 

В одном варианте осуществления, предложены способы доставки терапевтически эффективного 

количества олигонуклеотида в клетку, включающие в себя приведение в контакт клетки с фармацевтиче-

ской композицией согласно данным вариантам осуществления. В некоторых аспектах, способ представ-

ляет собой способ лечения гиперплазии, рака, аутоиммунного заболевания или инфекционного заболева-

ния. 

В одном варианте осуществления, предложены способы лечения субъекта с раком, аутоиммунным 

заболеванием или инфекционным заболеванием, включающие в себя введение субъекту терапевтически 

эффективного количества фармацевтической композиции согласно данным вариантам осуществления. В 

некоторых аспектах, субъект является человеком. В некоторых аспектах, рак представляет собой рак мо-

чевого пузыря, крови, лимфому, рак поджелудочной железы, костей, костного мозга, мозга, груди, тол-
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стой кишки, пищевода, желудка, головы и шеи, почки, печени, легкого, простаты, кожи, яичка, языка, 

яичника или матки. В некоторых аспектах, лимфома представляет собой диффузную крупноклеточную 

В-клеточную лимфому герминативного центра В-лимфоцит-подобного подтипа, диффузную крупнокле-

точную В-клеточную лимфому активированного В-лимфоцит-подобного подтипа, лимфому клеток ман-

тийной ткани или лимфому Беркитта. В некоторых аспектах, лейкоз представляет собой миелоидный 

лейкоз. В некоторых аспектах, аутоиммунное заболевание представляет собой системную красную вол-

чанку, спондилоартропатию, болезнь Шегрена, болезнь Крона, сахарный диабет, рассеянный склероз или 

ревматоидный артрит. В некоторых аспектах, инфекционное заболевание представляет собой бактери-

альную инфекцию, грибковую инфекцию, вирусную инфекцию или паразитарную инфекцию. В некото-

рых аспектах, композицию вводят подкожно, внутривенно или внутрибрюшинно. В некоторых аспектах, 

способ дополнительно включает в себя введение субъекту по меньшей мере второй противораковой те-

рапии. В некоторых аспектах, вторая противораковая терапия представляет собой хирургическую тера-

пию, химиотерапию, лучевую терапию, криотерапию, гормонотерапию, иммунотерапию или терапию 

цитокинами. В некоторых аспектах, иммунотерапия представляет собой терапию блокады контрольных 

точек. В некоторых аспектах, введение композиции уменьшает экспрессию белка Bcl2 у пациента. 

Олигонуклеотид включает в себя молекулу антисмысловой нуклеиновой кислоты, которая специ-

фически гибридизируется с молекулой нуклеиновой кислоты, кодирующей белок-мишень, или регули-

рующей экспрессию белка-мишени. "Специфическая гибридизация" означает, что молекула антисмысло-

вой нуклеиновой кислоты гибридизируется с молекулой-мишенью нуклеиновой кислоты и регулирует ее 

экспрессию. Предпочтительно, "специфическая гибридизация" также означает, что не затрагиваются лю-

бые другие гены или транскрипты. Олигонуклеотид может представлять собой одноцепочечную нуклеи-

новую кислоту и может содержать 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 

28, 29, 30 или больше количество нуклеиновых оснований. В конкретных аспектах, олигонуклеотид мо-

жет содержать от 15 до 30, от 19 до 25, от 20 до 23 или 21 смежных нуклеиновых оснований. В опреде-

ленных вариантах осуществления, олигонуклеотид ингибирует трансляцию гена, который стимулирует 

рост раковой или предраковой или гиперпластической клетки млекопитающего (например, клетки чело-

века). Олигонуклеотид может вызывать апоптоз в клетке и/или ингибировать трансляцию онкогена или 

другого гена-мишени. В определенных вариантах осуществления, олигонуклеотидный компонент содер-

жит один вид олигонуклеотида. В других вариантах осуществления, олигонуклеотидный компонент со-

держит 2, 3, 4 или большее количество видов олигонуклеотидов, которые нацелены на 1, 2, 3, 4 или 

большее количество генов. Композиция может дополнительно содержать химиотерапевтический или 

другой противораковый агент, который может быть включен или не включен в липидный компонент или 

липосому согласно изобретению. В дополнительных вариантах осуществления, олигонуклеотидный 

компонент включен в липосому или липидный компонент. 

"Захватывать", "инкапсулировать" и "включать" относятся к липиду или липосоме, формирующим 

препятствие для свободной диффузии в раствор в результате ассоциации с или вокруг агента интереса, 

например, липосома может инкапсулировать агент в липидном слое или внутри водосодержащего ком-

партмента внутри или между липидными слоями. В некоторых вариантах осуществления, композиция 

содержится в фармацевтически приемлемом носителе. Фармацевтически приемлемый носитель может 

быть приготовлен для введения человеку или пациенту. 

В некоторых вариантах осуществления, липидный компонент имеет по существу нейтральный за-

ряд, поскольку он содержит нейтральный фосфолипид, или совокупный нейтральный заряд. В некоторых 

аспектах, нейтральный фосфолипид может представлять собой фосфатидилхолин, такой как DOPC, яич-

ный фосфатидилхолин ("ЕРС"), дилауроилфосфатидилхолин ("DLPC"), димиристоилфосфатидилхолин 

("DMPC"), дипальмитоилфосфатидилхолин ("DPPC"), дистеароилхофсфатидилхолин ("DSPC"), дилино-

леоилфосфатидилхолин, 1,2-диарахидоил-sn-глицеро-3-фосфохолин ("DAPC"), 1,2-диейкосеноил-sn-

глицеро-3-фосфохолин ("DEPC"), 1-миристоил-2-пальмитоил фосфатидилхолин ("МРРС"), 1-

пальмитоил-2-миристоил фосфатидилхолин ("РМРС"), 1-пальмитоил-2-стеароил фосфатидилхолин 

("PSPC"), 1-стеароил-2-пальмитоил фосфатидилхолин ("SPPC"), 1-пальмитоил-2-олеоил фосфатидилхо-

лин ("РОРС"), 1-олеоил-2-пальмитоил фосфатидилхолин ("ОРРС") или лизофосфатидилхолин. В других 

аспектах нейтральный фосфолипид может представлять собой фосфатидилэтаноламин, такой как дио-

леоилфосфатидилиэтаноламин ("DOPE"), дистераоилфосфатидилэтаноламин ("DSPE"), димиристоил 

фосфатидилэтаноламин ("DMPE"), дипальмитоил фосфатидилэтаноламин ("DPPE"), пальмитоилолеоил 

фосфатидилэтаноламин ("POPE") или лизофосфатидилэтаноламин. В определенных вариантах осущест-

вления, фосфолипидный компонент может содержать 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 или большее количество видов 

или типов нейтральных фосфолипидов. В других вариантах осуществления, фосфолипидный компонент 

может содержать 2, 3, 4, 5, 6 или большее количество видов или типов нейтральных фосфолипидов. 

В некоторых вариантах осуществления, липидный компонент может иметь по существу нейтраль-

ный заряд, поскольку он содержит положительно заряженный липид и отрицательно заряженный липид. 

Липидный компонент может дополнительно содержать нейтрально заряженный липид(ы) или фосфоли-

пид(ы). Положительно заряженный липид может быть положительно заряженным фосфолипидом. Отри-

цательно заряженный липид может быть отрицательно заряженным фосфолипидом. Отрицательно заря-
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женный фосфолипид может представлять собой фосфатидилсерин, такой как димиристоил фосфатидил-

серин ("DMPS"), дипальмитоил фосфатидилсерин ("DPPS") или фосфатидилсерин мозга ("BPS"). Отри-

цательно заряженный фосфолипид может представлять собой фосфатидилглицерин, такой как дилауро-

илфосфатидилглицерин ("DLPG"), димиристоилфосфатидилглицерин ("DMPG"), дипальмитоилфосфати-

дилглицерин ("DPPG"), дистеароилфосфатидилглицерин ("DSPG"), или диолеилфосфатидилглицерин 

("DOPG"). В некоторых вариантах осуществления, композиция дополнительно содержит холестерин или 

полиэтиленгликоль (PEG). В других вариантах осуществления, композиция по существу не содержит 

холестерина. В некоторых вариантах осуществления, фосфолипид представляет собой природный фос-

фолипид. В других вариантах осуществления, фосфолипид представляет собой синтетический фосфоли-

пид. 

Липосомы могут быть приготовлены из одного или большего количества фосфолипидов при усло-

вии, что липидный материал по существу является незаряженным. Важно, чтобы композиция по сущест-

ву не содержала анионных и катионных фосфолипидов и холестерина. Подходящие фосфолипиды вклю-

чают в себя фосфатидилхолины и другие, которые хорошо известны специалистам в данной области тех-

ники. 

Другой аспект данного изобретения включает в себя способы доставки олигонуклеотида в клетку, 

включающие в себя приведение в контакт клетки с нейтральной липидной композицией согласно изо-

бретению. Способы предоставят композицию по изобретению в эффективном количестве. Эффективное 

количество представляет собой количество терапевтического компонента, которое ослабляет, замедляет, 

уменьшает или устраняет клетку, патологию или болезненное состояние у субъекта. Клетка может со-

держаться в субъекте или пациенте, таком как человек. Способ может дополнительно включать в себя 

способ лечения рака или другой гиперпластической патологии. Рак, возможно, берет начало из мочевого 

пузыря, крови, кости, костного мозга, мозга, молочной железы, толстой кишки, пищевода, желудочно-

кишечного тракта, десны, головы, почки, печени, лимфатического узла, легкого, носоглотки, шеи, про-

статы, кожи, желудка, яичка, языка, яичника или матки. В некоторых вариантах осуществления, способ 

дополнительно включает в себя способ лечения незлокачественного заболевания или гиперпластической 

патологии. Клетка может быть предраковой или раковой. В некоторых вариантах осуществления, компо-

зиции и способы ингибируют рост клетки, индуцируют апоптоз в клетке и/или ингибируют трансляцию 

онкогена. Олигонуклеотид может ингибировать трансляцию гена, который сверхэкспрессируется в рако-

вой клетке. 

В некоторых вариантах осуществления, способы согласно изобретению дополнительно включают в 

себя введение дополнительной терапии субъекту. Дополнительная терапия может включать в себя вве-

дение химиотерапевтического агента (например, паклитаксела или доцетаксела), хирургическое вмеша-

тельство, лучевую терапию и/или генную терапию. В некоторых аспектах, химиотерапия представляет 

собой доцетаксел, паклитаксел, цисплатин (CDDP), карбоплатин, прокарбазин, мехлорэтамин, цикло-

фосфамид, камптотецин, ифосфамид, мелфалан, хлорамбуцил, бусульфан, нитрозомочевину, дактиноми-

цин, даунорубицин, доксорубицин, блеомицин, пликомицин, митомицин, этопозид (VP16), тамоксифен, 

ралоксифен, связывающие рецепторы эстрогена агенты, таксол, гемцитабиен, навелбин, ингибиторы 

фарнезил-белковой тансферазы, трансплатин, 5-фторурацил, винкристин, винбластин, метотрексат, или 

их комбинации. В некоторых вариантах осуществления, химиотерапия представляет собой таксан, такой 

как доцетаксал или паклитаксел. Химиотерапия может быть проведена до, во время, после, или их ком-

бинации, относительно нейтральной липидной композиции согласно изобретению. Химиотерапия может 

быть проведена в течение 0, 1, 5, 10, 12, 20, 24, 30, 48 или 72 ч или больше от композиции нейтрального 

липида. Композиция нейтрального липида, вторая противораковая терапия или обе - композиция ней-

трального липида и противораковая терапия могут быть введены внутриопухолево, внутривенно, внут-

рибрюшинно, подкожно, перорально, или различными их комбинациями. 

Предполагается, что любой вариант осуществления, обсуждаемый в данном описании, может быть 

реализован в отношении любого способа или композиции согласно изобретению, и наоборот. Кроме то-

го, композиции согласно изобретению могут быть использованы для достижения способов согласно изо-

бретению. 

Как применяется в данном документе, "по существу свободный" касательно обозначенного компо-

нента используется в данном документе для обозначения того, что ни один из указанных компонентов не 

был целенаправленно внесен в композицию и/или присутствует только в качестве загрязнителя или в 

следовых количествах. Таким образом, общее количество указанного компонента в результате любого 

непреднамеренного загрязнения композиции значительно ниже 0,05%, предпочтительно ниже 0,01%. 

Наиболее предпочтительной является композиция, в которой стандартными аналитическими способами 

не может быть обнаружено какое-либо количество обозначенного компонента. 

Как применяется в данном документе, единственное число существительного может означать один 

или большее количество. Как применяется в данном документе, в формуле, при использовании в комби-

нации со словом "содержащий", единственное число существительного может означать один или боль-

шее количество. 

Применение термина "или" в формуле изобретения следует понимать как "и/или", если явно не ука-
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зано то, что оно относится только к альтернативам или альтернативы являются взаимоисключающими, 

хотя раскрытие изобретения поддерживает определение, которое относится только к альтернативам и 

"и/или". Как применяется в данном документе, "другой" может означать, по меньшей мере, еще один или 

больше. 

Во всем данном изобретении термин "около" применяют для указания того, что значение включает 

в себя вариант ошибки, свойственный устройству, способу, применяемому для определения значения, 

или вариацию, которая существует среди субъектов исследования. 

Другие объекты, признаки и преимущества данного изобретения станут очевидными из следующе-

го подробного описания. Однако следует понимать, что подробное описание и конкретные примеры, 

хоть и указывают на предпочтительные варианты осуществления изобретения, даны только в качестве 

иллюстрации, поскольку различные изменения и модификации в пределах сущности и объема изобрете-

ния будут очевидными для специалиста в данной области техники исходя из данного подробного описа-

ния. 

Краткое описание графических материалов 

Следующие графические материалы составляют часть данного описания изобретения и включены 

для дополнительной демонстрации определенных аспектов данного изобретения. Изобретение может 

быть лучше понято при обращении к одному или большему количеству из этих графических материалов 

в комбинации с подробным описанием конкретных вариантов осуществления, представленных в данном 

документе. 

Фиг. 1 - липосомный BCL2 антисмысловой агент не ингибирует жизнеспособность нормальных 

мононуклеарных клеток периферической крови. Способность липосомного BCL2 антисмыслового агента 

ингибировать жизнеспособность нормальных мононуклеарных клеток периферической крови анализиро-

вали путем инкубации липосомного BCL2 антисмыслового агента, соответствующего одной из SEQ ID 

NO: 1, с клетками в течение четырех дней. 

Фиг. 2А-J - липосомный BCL2 антисмысловой агент ингибирует жизнеспособность клеток диффуз-

ной крупноклеточной В-клеточной лимфомы герминативного центра В-лимфоцит-подобного подтипа. 

Способность липосомного BCL2 антисмыслового агента ингибировать рост клеток диффузной крупно-

клеточной В-клеточной лимфомы герминативного центра В-лимфоцит-подобного подтипа была протес-

тирована на десяти линиях клеток диффузной крупноклеточной В-клеточной лимфомы герминативного 

центра В-лимфоцит-подобного подтипа: DOHH-2 (фиг. 2А), SU-DHL-4 (фиг. 2В), SU-DHL-6 (фиг. 2С), 

SU-DHL-10 (фиг. 2D), OCI-LY-18 (фиг. 2Е), OCI-LY-19 (фиг. 2F), WSU-DLCL2 (фиг. 2G), RL (фиг. 2Н), 

OCI-LY-1 (фиг. 2I), и OCI-LY-7 (фиг. 2J). 

Фиг. 3А-С - липосомный BCL2 антисмысловой агент ингибирует жизнеспособность клеток диф-

фузной крупноклеточной В-клеточной лимфомы активированного В-лимфоцит-подобного подтипа. Спо-

собность липосомного BCL2 антисмыслового агента ингибировать рост клеток диффузной крупнокле-

точной В-клеточной лимфомы активированного В-лимфоцит-подобного подтипа была протестирована 

на трех линиях клеток диффузной крупноклеточной В-клеточной лимфомы активированного В-

лимфоцит-подобного подтипа: SU-DHL-2 (фиг. 3А), U-2932 (фиг. 3В), и RI-1 (фиг. 3С). 

Фиг. 4А, В - липосомный BCL2 антисмысловой агент ингибирует жизнеспособность клеток лим-

фомы. Способность липосомного BCL2 антисмыслового агента ингибировать рост клеток лимфомы тес-

тировали на двух клеточных линиях лимфомы человека: GRANTA-519 (лимфома клеток мантийной тка-

ни; фиг. 4А) и Ramos (лимфома Беркитта; фиг. 4В). 

Фиг. 5А, В - липосомный BCL2 антисмысловой агент ингибирует жизнеспособность клеток миело-

идного лейкоза. Способность липосомного BCL2 антисмыслового агента ингибировать рост клеток мие-

лоидного лейкоза тестировали на трех клеточных линиях миелоидного лейкоза человека: K562 (фиг. 5А), 

MV-4-11 (фиг. 5В) и Kasumi-1 (фиг. 5С). 

Описание иллюстративных вариантов осуществления 

Bcl-2 является потенциальной терапевтической мишенью для рака, например, агрессивной НХЛ. 

Для того, чтобы ингибировать экспрессию белка Bcl-2, согласно данному изобретению предложены ком-

позиции и способы доставки анти-BCL2 олигонуклеотида (например, ингибитора экспрессии гена) в 

клетку с помощью липидной композиции, в некоторых аспектах, липидной композиции с суммарным 

зарядом около нуля, т.е. нейтральной липидной композиции, которая делает возможной системную дос-

тавку путем внутривенной инфузии. Эти способы могут быть эффективно использованы для лечения 

рака. 

Липиды и липосомы. 

Термин "липосомы" используется в данном документе для обозначения липидсодержащих везикул, 

имеющих липидный бислой, а также других липидных частиц-носителей, которые могут захватывать 

или заключать в себя антисмысловые олигонуклеотиды. Как таковая, липосома - это общий термин, ох-

ватывающий множество однослойных, многослойных и многоцелевых липидных носителей, образован-

ных в результате создания закрытых липидных бислоев или агрегатов. Кроме того, липосомы могут 

иметь неопределенную пластинчатую структуру. Липосомы могут быть охарактеризованы как имеющие 

везикулярные структуры с фосфолипидной двухслойной мембраной и внутренней водной средой. Мно-
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гослойные липосомы имеют множество липидных слоев, разделенных водной средой. Они образуются 

самопроизвольно, когда фосфолипиды суспендируют в избытке водного раствора. Липидные компонен-

ты подвергаются само-перестройке до образования замкнутых структур, и захватывают воду и раство-

ренные вещества между липидными бислоями (Ghosh and Bachhawat, 1991). Однако данное изобретение 

также охватывает композиции, которые имеют другие структуры в растворе, в отличие от нормальной 

везикулярной структуры. Например, липиды могут иметь мицеллярную структуру или просто существо-

вать в виде неоднородных агрегатов молекул липидов. 

Липосомы представляют собой форму наночастиц, которые являются носителями для доставки раз-

личных лекарств в больную ткань. Оптимальный размер липосом зависит от ткани-мишени. В опухоле-

вой ткани сосудистая сеть является прерывистой, и размеры пор варьируются от 100 до 780 нм (Siwak et 

al., 2002). Для сравнения, размер пор в нормальном эндотелии сосудов составляет <2 нм в большинстве 

тканей и 6 нм в посткапиллярных венулах. Считается, что отрицательно заряженные липосомы быстрее 

удаляются из кровотока, чем нейтральные или положительно заряженные липосомы; однако недавние 

исследования показали, что тип отрицательно заряженного липида влияет на скорость поглощения липо-

сом ретикулоэндотелиальной системой (RES). Например, липосомы, содержащие отрицательно заряжен-

ные липиды, которые не экранированы стерически (фосфатидилсерин, фосфатидная кислота и фосфати-

дилглицерин), очищаются быстрее, чем нейтральные липосомы. Интересно, что катионные липосомы 

(1,2-диолеоил-3-триметиламмоний-пропан [DOTAP]) и комплексы катион-липосома-ДНК более активно 

связываются и поглощаются эндотелиальными клетками ангиогенных кровеносных сосудов посредством 

эндоцитоза, чем анионные, нейтральные или стерически стабилизированные нейтральные липосомы 

(Thurston et al., 1998; Krasnici et al., 2003). Катионные липосомы могут не быть идеальными носителями 

доставки для опухолевых клеток, потому что поверхностные взаимодействия с опухолевыми клетками 

создают барьерный эффект для сайта связывания в результате электростатических взаимодействий, ин-

гибируя дальнейшее объединение систем доставки с опухолевыми сфероидами (Kostarelos et al., 2004). 

Однако, нейтральные липосомы, по-видимому, лучше проникают внутрь опухоли. Токсичность специ-

фических липосомных препаратов также вызывает беспокойство. Катионные липосомы вызывают дозо-

зависимую токсичность и воспаление легких, способствуя высвобождению промежуточных активных 

форм кислорода, и этот эффект более выражен для мультивалентных катионных липосом, чем для моно-

валентных катионных липосом, таких как DOTAP (Dokka et al., 2000). Нейтральные и отрицательные 

липосомы, по-видимому, не проявляют токсичности для легких (Guitierrez-Puente et al., 1999). Для кати-

онных липосом, несмотря на эффективный захват нуклеиновых кислот, имеется мало примеров успеш-

ного подавления генов in vivo, возможно, из-за их стабильной внутриклеточной природы и, как следст-

вие, неспособности высвобождать содержимое - нуклеиновые кислоты. Липиды с нейтральным зарядом 

или липидные композиции с нейтрализованным зарядом, например 1,2-диолеоил-sn-глицеро-3-

фосфохолин (DOPC), используются в данном документе из-за нейтральных свойств и успеха в доставке 

антисмысловых олигонуклеотидов in vivo. 

Согласно данному изобретению предложены способы и композиции для объединения олигонуклео-

тида, такого как антисмысловой олигонуклеотид, с липидом и/или липосомой. Олигонуклеотид может 

быть включен в водную внутреннюю часть липосомы, вкраплен в липидный бислой липосомы, присое-

динен к липосоме через связывающую молекулу, которая связана как с липосомой, так и с олигонуклео-

тидом, захваченным в липосому, включенным в комплекс с липосомой, диспергирован в содержащем 

липид растворе, смешан с липидом, объединен с липидом, содержаться в виде суспензии в липиде, со-

держатся или образовать комплекс с мицеллой, или иным образом быть связанным с липидом. Компози-

ции, объединенные с липосомами или липосомами/олигонуклеотидами, предложенные в данном доку-

менте, не ограничиваются какой-либо конкретной структурой в растворе. Например, они могут быть 

представлены в виде двухслойной структуры, в виде мицелл, или в виде "сжатой" структуры. Они также 

могут просто быть рассеяны в растворе, возможно, образуя агрегаты, которые не являются однородными 

ни по размеру, ни по форме. 

Липиды. 

Липиды - это жирные вещества, которые могут быть природными или синтетическими. Например, 

липиды включают в себя жировые капли, которые природным образом встречаются в цитоплазме, а так-

же класс соединений, которые хорошо известны 

специалистам в данной области техники, которые содержат длинноцепочечные алифатические уг-

леводороды и их производные, такие как жирные кислоты, спирты, амины, аминоспирты и альдегиды. 

Примером является липид 1,2-диолеоил-sn-глицеро-3-фосфохолин (DOPC). 

Липидные композиции согласно данному изобретению могут содержать фосфолипиды. В некото-

рых вариантах осуществления, один вид или тип фосфолипида может быть использован в создании ли-

пидных композиций, таких как липосомы. В других вариантах осуществления, может использоваться 

больше чем один вид или тип фосфолипида. 

Фосфолипиды включают в себя глицерофосфолипиды и некоторые сфинголипиды. Фосфолипиды 

включают в себя, но не ограничиваются лишь этими: диолеоилфосфатидилхолин ("DOPC"), яичный 

фосфатидилхолин ("ЕРС"), дилауроилфосфатидилхолин ("DLPC"), димиристоилфосфатидилхолин 
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("DMPC"), дипальмитоилфосфатидилхолин ("DPPC"), дистеароилхофсфатидилхолин ("DSPC"), дилино-

леоилфосфатидилхолин, 1,2-диарахидоил-sn-глицеро-3-фосфохолин ("DAPC"), 1,2-диейкосеноил-sn-

глицеро-3-фосфохолин ("DEPC"), 1-миристоил-2-пальмитоил фосфатидилхолин ("МРРС"), 1-

пальмитоил-2-миристоил фосфатидилхолин ("РМРС"), 1-пальмитоил-2-стеароил фосфатидилхолин 

("PSPC"), 1-стеароил-2-пальмитоил фосфатидилхолин ("SPPC"), пальмитоилолеоил фосфатидилхолин 

("РОРС"), 1-олеоил-2-пальмитоил фосфатидилхолин ("ОРРС"), дилауроилфосфатидилглицерин 

("DLPG"), димиристоилфосфатидилглицерин ("DMPG"), дипальмитоилфосфатидилглицерин ("DPPG"), 

дистеароилфосфатидилглицерин ("DSPG"), диолеилфосфатидилглицерин ("DOPG"), димиристоил фос-

фатидную кислоту ("DMPA"), дипальмитоил фосфатидную кислоту ("DPPA"), дистеароил фосфатидную 

кислоту ("DSPA"), диолеоил фосфатидную кислоту ("DOPA"), димиристоил фосфатидилэтаноламин 

("DMPE"), дипальмитоил фосфатидилэтаноламин ("DPPE"), дистеаролифосфатидилэтаноламин 

("DSPE"), диолеоилфосфатидилэтаноламин ("DOPE"), пальмитоилолеоил фосфатидилэтаноламин 

("POPE"), димиристоил фосфатидилсерин ("DMPS"), дипалмитоил фосфатидилсерин ("DPPS"), фосфати-

дилсерин мозга ("BPS"), дистеароил сфингомиелин ("DSSP"), сфингомиелин мозга ("BSP"), дипалмитоил 

сфингомиелин ("DPSP"), лизофосфатидилхолин и лизофосфатидилэтаноламин. 

Фосфолипиды включают в себя, например, фосфатидилхолины, фосфатидилглицерины и фосфати-

дилэтаноламины; поскольку фосфатидилэтаноламины и фосфатидилхолины не заряжены в физиологиче-

ских условиях (т.е. при рН около 7), эти соединения могут быть особенно полезны для получения ней-

тральных липосом. В некоторых вариантах осуществления, фосфолипид DOPC используют для получе-

ния незаряженных липосом или липидных композиций. В некоторых вариантах осуществления, также 

может быть использован липид, который не является фосфолипидом (например, холестерин). 

Фосфолипиды могут быть из природных или синтетических источников. Однако фосфолипиды из 

природных источников, такие как фосфатидилхолин из яйца или сои, фосфатидиновая кислота мозга, 

фосфатидилинозитол из мозга или растения, кардиолипин сердца, и растительный или бактериальный 

фосфатидилэтаноламин, не применяют в некоторых вариантах осуществления в качестве первичного 

фосфатидина (т.е. составляет 50% или больше общей фосфатидной композиции), поскольку это может 

привести к нестабильности и утечке образующихся липосом. 

Нейтральные липосомы. 

"Нейтральные липосомы или липидная композиция" или "незаряженные липосомы или липидная 

композиция", как применяется в данном документе, определяются как липосомы или липидные компо-

зиции, имеющие один или большее количество липидов, которые дают практически нейтральный сум-

марный заряд (по существу, незаряженные). В некоторых вариантах осуществления, нейтральные липо-

сомы или липидные композиции могут содержать в основном липиды и/или фосфолипиды, которые сами 

по себе являются нейтральными. В некоторых вариантах осуществления, амфипатические липиды могут 

быть включены в или использованы для создания нейтральных липосом или липидных композиций. На-

пример, нейтральная липосома может быть создана путем объединения положительно и отрицательно 

заряженных липидов, так что эти заряды по существу взаимно компенсируют друг друга, в результате 

чего получается практически нейтральный суммарный заряд. Под "по существу нейтральным" или "по 

существу незаряженным" подразумевается, что немногие, если таковые имеются, липиды в данной попу-

ляции (например, популяции липосом) содержат заряд, который не компенсируется противоположным 

зарядом другого компонента (например, меньше чем 10% компонентов содержат некомпенсированный 

заряд, более предпочтительно меньше чем 5% и наиболее предпочтительно меньше чем 1%). В некото-

рых вариантах осуществления данного изобретения может быть приготовлена композиция, в которой 

липидный компонент композиции является по существу нейтральным, но не в форме липосом. 

Размер липосом варьируется в зависимости от способа синтеза. Липосома, суспендированная в вод-

ном растворе, в целом, как правило, имеет форму сферического пузырька и может иметь один или боль-

шее количество концентрических слоев молекул липидного бислоя. Каждый слой состоит из параллель-

ного массива молекул, представленных формулой XY, где X представляет собой гидрофильный фраг-

мент, a Y представляет собой гидрофобный фрагмент. В водной суспензии концентрические слои распо-

ложены таким образом, что гидрофильные фрагменты имеют тенденцию оставаться в контакте с водной 

фазой, а гидрофобные области имеют тенденцию к самообъединению. Например, когда внутри липосо-

мы находятся водные фазы, молекулы липида могут образовывать бислой, известный как ламелла, с 

компоновкой XY-YX. Агрегаты липидов могут формироваться, когда гидрофильные и гидрофобные час-

ти больше чем одной молекулы липида становятся связанными друг с другом. Размер и форма этих агре-

гатов будут зависеть от многих различных переменных, таких как природа растворителя и присутствие 

других соединений в растворе. 

Липосомы в пределах объема данного изобретения могут быть приготовлены в соответствии с из-

вестными лабораторными методиками, такими как, например, способ Bangham et al. (1965), содержание 

которого включено в данный документ посредством ссылки; способ Gregoriadis (1979), содержание кото-

рого включено в данный документ посредством ссылки; способ Deamer and Uster (1983), содержание ко-

торого включено посредством ссылки; и способ испарения с обращенной фазой, описанный Szoka и Pa-

pahadjopoulos (1978). Вышеупомянутые способы различаются по своим соответствующим способностям 
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захватывать водный материал, и их соответствующим соотношениям водного пространства к липиду. 

В некоторых вариантах осуществления, нейтральная липосома может использоваться для доставки 

олигонуклеотида, такого как антисмысловой олигонуклеотид. Нейтральная липосома может содержать 

один вид олигонуклеотидов, направленных на подавление трансляции одного гена, или нейтральная ли-

посома может содержать несколько видов олигонуклеотидов, которые направлены на подавление транс-

ляции нескольких генов. Кроме того, нейтральная липосома может также содержать химиотерапевтиче-

ский агент в дополнение к олигонуклеотиду; таким образом, в некоторых вариантах осуществления, хи-

миотерапевтический агент и олигонуклеотид могут быть доставлены в клетку (например, раковую клетку 

в человеке-пациенте) в тех же или отдельных композициях. 

Высушенные липиды или лиофилизированные липосомы могут быть обезвожены и восстановлены 

с помощью подходящей концентрации подходящего растворителя (например, буфером DPBS или Hepes). 

Затем смесь может быть активно перемешана в вихревом смесителе. Липосомы могут быть ресуспенди-

рованы при соответствующей концентрации общего фосфолипида (например, около 10-200 мМ). Неин-

капсулированный олигонуклеотид может быть удален центрифугированием при 29000 g, а липосомные 

осадки промыты. В альтернативном варианте, неинкапсулированные олигонуклеотиды могут быть уда-

лены путем диализа против избытка растворителя. Количество инкапсулированного олигонуклеотида 

может быть определено с помощью стандартных способов. 

Ингибирование экспрессии генов. 

Ингибирующий олигонуклеотид может ингибировать транскрипцию или трансляцию гена в клетке. 

Длина олигонуклеотида может составлять от 5 до 50 или больше нуклеотидов, а в некоторых вариантах 

от 7 до 30 нуклеотидов. В некоторых вариантах осуществления, олигонуклеотид может иметь длину 7, 8, 

9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 или 30 нуклеотидов. Олигонук-

леотид может содержать нуклеиновую кислоту и/или аналог нуклеиновой кислоты. Как правило, инги-

бирующий олигонуклеотид будет ингибировать трансляцию одного гена в клетке; однако в некоторых 

вариантах осуществления ингибирующий олигонуклеотид может ингибировать трансляцию больше чем 

одного гена внутри клетки. 

Внутри олигонуклеотида компоненты олигонуклеотида необязательно должны быть одного и того 

же типа или гомогенными на всем его протяжение (например, олигонуклеотид может содержать нуклео-

тид и нуклеиновую кислоту или аналог нуклеотида). В некоторых вариантах осуществления данного 

изобретения, олигонуклеотид может содержать только одну нуклеиновую кислоту или аналог нуклеино-

вой кислоты. Ингибирующий олигонуклеотид может содержать 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 

18, 19, 20, 25, 30 или больше смежных нуклеиновых оснований, включая все диапазоны между ними, 

которые гибридизируются с комплементарной нуклеиновой кислотой с образованием двухцепочечной 

структуры. 

Нуклеиновые кислоты. 

Согласно данному изобретению предложены способы и композиции для доставки олигонуклеотида 

с помощью нейтральных липосом. Поскольку олигонуклеотид состоит из нуклеиновой кислоты, спосо-

бы, относящиеся к нуклеиновым кислотам (например, продуцирование нуклеиновой кислоты, модифи-

кация нуклеиновой кислоты и т.д.), также могут быть использованы в отношении олигонуклеотида. 

Термин "нуклеиновая кислота" хорошо известен в данной области техники. Термин "нуклеиновая 

кислота", как применяется в данном документе, обычно относится к молекуле (т.е. цепи) ДНК, РНК или 

ее производному или аналогу, что содержит нуклеиновое основание. Эти определения относятся к одно-

цепочечной или двухцепочечной нуклеиновой кислоте. Двухцепочечные нуклеиновые кислоты могут 

быть образованы полностью комплементарным связыванием; однако в некоторых вариантах осуществ-

ления двухцепочечная нуклеиновая кислота может быть образована путем частичного или достаточного 

комплементарного связывания. Как применяется в данном документе, термин "одноцепочечная нуклеи-

новая кислота" может обозначаться префиксом "оц", а двухцепочечная нуклеиновая кислота - префиксом 

"дц". 

Нуклеиновые основания. 

Как применяется в данном документе, термин "нуклеиновое основание" относится к гетероцикли-

ческому основанию, такому как, например, встречающееся в природе нуклеиновое снование (т.е. А, Т, G, 

С или U), найденное по меньшей мере в одной встречающейся в природе нуклеиновой кислоте (т.е. ДНК 

и РНК), а также встречающиеся в природе или не встречающиеся в природе производные и аналоги та-

кого нуклеинового основания. Нуклеиновое основание, как правило, может образовывать одну или 

большее количество водородных связей (т.е. "отжигаться" или "гибридизироваться") по меньшей мере с 

одним природным нуклеиновым основанием таким образом, что может заменить встречающееся в при-

роде пары нуклеиновых оснований (например, образование водородных связей между А и Т, G и C, иАи 

U). Нуклеиновое основание может быть помещено в нуклеозид или нуклеотид с использованием любого 

способа химического или естественного синтеза, описанного в данном документе или известного спе-

циалисту в данной области техники. 

"Пуриновое" и/или "пиримидиновое" нуклеиновое основание(ия) охватывают встречающиеся в 

природе пуриновые и/или пиримидиновые нуклеиновые основания, а также их производные и аналоги, 
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включая, но не ограничиваясь лишь этими: пурин или пиримидин, замещенный одним или большим ко-

личеством алкильных, карбоксиалкильных, амино, гидроксильных, галогеновых (т.е. фторо, хлоро, бро-

мо или йодо), тиоловых или алкилтиоловых фрагментов. Предпочтительные алкильные (например, ал-

кильные, каброксиалкильные и т.д.) фрагменты содержат от около 1, около 2, около 3, около 4, около 5 

до около 6 атомов углерода. Другие неограничивающие примеры пурина или пиримидина включают в 

себя деазапурин, 2,6-диаминопурин, 5-фторурацил, ксантин, гипоксантин, 8-бромгуанин, 8-хлорогуанин, 

бромтилин, 8-аминогуанин, 8-гидроксигуанин, 8-метилгуанин, 8-тиогуанин, азагуанин, 2-аминопурин, 5-

этилцитозин, 5-метилциозин, 5-бромурацил, 5-этилурацил, 5-йодурацил, 5-хлораурацил, 5-

пропилурацил, тиоурацил, 2-метиладенин, метилтиоаденин, N,N-диметиладенин, азааденины, 8-

бромаденин, 8-гидроксиаденин, 6-гидроксиаминопурин, 6-тиопурин, 4-(6-аминогексил/цитозин) и т.п. 

Пуриновые и пиримидиновые производные или аналоги включают в себя, но не ограничиваются лишь 

этими: (аббревиатура/описание модифицированного основания): ас4с/4-ацетилцитидин, Mam5s2u/5-

метоксиаминометил-2-тиоуридин, Chm5u/5-(карбоксигидроксилметил) уридин, Man q/Beta, D-

маннозилквеозин, Cm/2'-О-метилцитидин, Mcm5s2u/5-метоксикарбонилметил-2-тиоуридин, 

Cmnm5s2u/5-карбоксиметиламин-метил-2- тиоуридин, Mcm5u/5-метоксикарбонилметилуридин, 

Cmnm5u/5- карбоксиметиламинометилуридин, Mo5u/5-метоксиуридин, D/Дигидроуридин, Ms2i6a, 2-

метилтио-N6-изопентениладенозин, Fm/2'-О-метилпсевдоуридин, Ms2t6a/N-((9-бета-D-рибофуранозил-2-

метилтиопурин-6-ил)карбомоил)треонин, Gal q/Beta, D-галактозилквеозин, Mt6a/N-((9-бета-D-

рибофуранозилпурин-6-ил)N-метил-карбомоил)треонин, Gm/2'-O-метилгуанозин, Mv/Уридин-5-

метиловый эфир оксиуксусной кислоты, I/Инозин, o5u/Уридин-5-оксиуксусная кислота (v), I6a/N6-

изопентениладенозин, Osyw/Вибутоксозин, m1a/1-метиладенозина, Р/Псевдоуридин, m1f/1-

метилпсевдоуридин, Q/Квеозин, m1g/1-метилгуанозин, s2c/2-тиоцитидин, m1I/1-метилинозин, s2t;/5-

метил-2-тиоуридин, m22g/2,2-диметилгуанозин, s2u/2-тиоуридин, m2a/2-метиладенозин, s4u/4-

тиоуридин, m2g/2-метилгуанозин, Т/5-метилуридин, m3c/3-метилцитидин, t6a/N-((9-бета-D-

рибофуранозилпурин-6-ил)карбамоил)треонин, m5c/5-метилцитидин, Tm/2'-О-метил-5-метилуридин, 

m6a/N6-метиладенозин, Um/2'-О-метилуридин, m7g/7-метилгуанозин, Yw/Вибутозин, Mam5u/5-

метиламинометилуридин, или Х/3-(3-амино-3-карбоксипропил)уридин, (acp3)u. 

Нуклеозиды. 

Как применяется в данном документе, "нуклеозид" относится к отдельной химической единице, со-

держащей нуклеиновое основание, ковалентно присоединенное к линкерному фрагменту нуклеинового 

основания. Неограничивающим примером "нуклеиново-линкерного фрагмента" является сахар, содер-

жащий 5 атомов углерода (т.е. "5-углеродный сахар"), включая, но не ограничиваясь лишь этими: дезок-

сирибозу, рибозу, арабинозу или производное или аналог 5-углеродного сахара. Неограничивающие 

примеры производного или аналога 5-углеродного сахара включают в себя 2'-фтор-2'-дезоксирибозу или 

карбоциклический сахар, где углерод замещен атомом кислорода в сахарном кольце. Как применяется в 

данном документе, "фрагмент" обычно относится к меньшему химическому или молекулярному компо-

ненту большей химической или молекулярной структуры. 

В данной области техники известны различные типы ковалентного(ых) присоединения(ий) нуклеи-

нового основания к линкерному фргаменту нуклеинового основания. В качестве неограничивающего 

примера, нуклеозид, содержащий пурин (т.е. А или G) или 7-деазапурин нуклеиновое основание, обычно 

содержит ковалентное присоединение позиции 9 пурина или 7-деазапурина к позиции 1' 5-углеродного 

сахара. В другом неограничивающем примере, нуклеозид, содержащий пиримидиновое нуклеиновое ос-

нование (т.е. С, Т или U), обычно содержит ковалентное присоединение позиции 1 пиримидина к пози-

ции 1' сахара с 5 атомами углерода (Kornberg and Baker, 1992). 

Нуклеотиды. 

Связь остова, как правило, ковалентно присоединяет нуклеотид к другой молекуле, содержащей 

нуклеотид, или к другому нуклеотиду с образованием нуклеиновой кислоты. "Связь остова" природных 

нуклеотидов обычно содержит фосфатную группу (например, фосфодиэфирную связь остова), которая 

ковалентно присоединена к 5-углеродному сахару. Присоединение фрагмента остова обычно происходит 

в 3'- или 5'-позиции 5-углеродного сахара. Однако в данной области техники известны другие типы при-

соединений, в частности, когда нуклеотид содержит производные или аналоги встречающегося в приро-

де 5-углеродного сахарного или фосфатного фрагмента. 

Аналоги нуклеиновых кислот. 

Нуклеиновая кислота может содержать или состоять полностью из производного или аналога нук-

леинового основания, линкерной части нуклеинового основания и/или связи остова, что может присутст-

вовать в природной нуклеиновой кислоте. Как применяется в данном документе, "производное" относит-

ся к химически модифицированной или измененной форме встречающейся в природе молекулы, в то 

время как термины "имитирующий" или "аналог" относятся к молекуле, которая может или может не 

напоминать структурно встречающуюся в природе молекулу или фрагмент, но обладает похожими 

функциями. Нуклеиновые, нуклеозидные и нуклеотидные аналоги или производные хорошо известны в 

данной области техники. 

Неограничивающие примеры нуклеозидов, нуклеотидов, или нуклеиновых кислот, содержащих 5-
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углеродный сахар и/или производные или аналоги с связю остова, включают в себя те, что в патенте 

США № 5681947, который описывает олигонуклеотиды, содержащие производные пурина, которые 

формируют тройные спирали с и/или предотвращают экспрессию дцДНК; патентах США № 5652099 и 

№ 5763167, которые описывают нуклеиновые кислоты, содержащие флуоресцентные аналоги нуклеози-

дов, обнаруженных в ДНК или РНК, в частности, для использования в качестве флуоресцентных зондов 

нуклеиновых кислот; патенте США № 5614617, который описывает аналоги олигонуклеотидов с замена-

ми на пиримидиновых кольцах, которые обладают повышенной нуклеазной стабильностью; патентах 

США № 5670663, 5872232 и 5859221, которые описывают аналоги олигонуклеотидов с модифицирован-

ными 5-углеродными сахарами (т.е. модифицированными 2'-дезоксифуранозил фрагментами), исполь-

зуемыми в обнаружении нуклеиновой кислоты; патенте США № 5446137, который описывает олигонук-

леотиды, содержащие по меньшей мере один фрагмент 5-углеродного сахара, замещенный в позиции 4' 

заместителем, отличным от водорода, которые могут быть использованы в гибридизационных анализах; 

патенте США № 5886165, который описывает олигонуклеотиды как с дезоксирибонуклеотидами с 3'-5' 

связями остова, так и с рибонуклеотидами с 2'-5' связями остова; патенте США № 5714606, который опи-

сывает модифицированную связь остова, причем кислород в 3'-позиции связи остова заменяют атомом 

углерода, чтобы увеличить устойчивость нуклеиновых кислот к нуклеазам; патенте США № 5672697, 

который описывает олигонуклеотиды, содержащие одну или большее количество 5' метиленфосфонат-

ных связей остова, которые увеличивают устойчивость к нуклеазам; патентах США № 5466786 и № 

5792847, которые описывают присоединение замещающего фрагмента, который может содержать лекар-

ственный агент или метку, к 2' углероду олигонуклеотида, чтобы обеспечить увеличенную нуклеазную 

стабильность и способность доставлять лекарства или фрагменты обнаружения; патенте США № 

5223618, который описывает аналоги олигонуклеотидов с 2 или 3 карбоновыми связями остова, соеди-

няющими 4' позицию и 3' позицию соседнего фрагмента 5-углеродного сахара для увеличения клеточно-

го поглощения, устойчивости к нуклеазам, и гибридизации с мишенью РНК; патенте США № 5470967, 

который описывает олигонуклеотиды, содержащие по меньшей мере одну сульфаматную или сульфа-

мидную связь остова, которые являются полезными в качестве гибридизационных зондов нуклеиновых 

кислот; патентах США № 5378825, № 5777092, № 5623070, № 5610289 и № 5602240, которые описывают 

олигонуклеотиды с трех- или четырех-атомным мостиком связи остова, замещающим фосфодиэфирную 

связь остова, используемым для улучшения устойчивости к нуклеазам, клеточного поглощения и регуля-

ции экспрессии РНК; патенте США № 5858988, который описывает гидрофобный агент-носитель, при-

соединенный к позиции 2'-О олигонуклеотидов для повышения их способности проникать через мембра-

ну, и стабильности; патенте США № 5214136, который описывает олигонуклеотиды, конъюгированные с 

антрахиноном на 5'-конце, которые обладают усиленной гибридизацией с ДНК или РНК; повышенной 

устойчивостью к нуклеазам; патенте США № 5700922, который описывает химеры ПНК-ДНК-ПНК, в 

которых ДНК содержит 2'-дезокси-эритро-пентофуранозильные нуклеотиды для увеличения устойчиво-

сти к нуклеазам, аффиности связывания, а также способности активировать РНКазу Н; патенте США № 

5708154, который описывает РНК, соединенную с ДНК с образованием гибрида ДНК-РНК; патенте 

США № 5908845, который описывает полиэфирные нуклеиновые кислоты, в которых одна или большее 

количество нуклеиновых основ соединены с хиральными атомами углерода в основной цепи полиэфира; 

патентах США № 5786461, № 5891625, № 5786461, № 5773571, № 5766855, № 5736336, № 5719262, № 

5714331, № 5539082 и № WO 92/20702, которые описывают пептидные нуклеиновые кислоты (ПНК или 

аналог нуклеиновой кислоты на основе пептида; или PENAM), которые, как правило, содержат один или 

большее количество нуклеотидов или нуклеозидов, которые содержат фрагмент нуклеинового основа-

ния, фрагмент нуклеинового линкера, который не является 5-углеродным сахаром (например, аза атомы 

азота, амидо и/или уреидо соединения), и/или связь остова, которая не является фосфатной связью остова 

(например, аминоэтилглициновая, полиамидная, полиэтиленовая, политиоамидная, полисульфинамидная 

или полисульфонамидная связь остова); и патенте США № 5855911, который описывает гидрофобную, 

устойчивую к нуклеазам Р-этокси связь остова. 

Другие модификации и применения аналогов нуклеиновых кислот известны в данной области тех-

ники, и ожидается, что эти методы и типы аналогов нуклеиновых кислот могут быть использованы с 

данным изобретением. 

Приготовление нуклеиновых кислот. 

Нуклеиновую кислоту можно получить любым методом, известным специалисту в данной области 

техники, таким как химический синтез, ферментативное или биологическое изготовление. Неограничи-

вающие примеры синтетической нуклеиновой кислоты (например, синтетического олигонуклеотида) 

включают в себя нуклеиновую кислоту, полученную химическим синтезом in vitro с использованием 

фосфотриэфирных, фосфитных или фосфорамидитных химических и твердофазных методов, таких как 

описанные в ЕР 266032, который включен в данный документ посредством ссылки, или с помощью де-

зоксинуклеозидных Н-фосфонатных промежуточных соединений, как описано Froehler et al. (1986) и в 

патенте США № 5705629, каждый из которых включен в данный документ посредством ссылки. В спо-

собах согласно данному изобретению может быть использован один или большее количество видов оли-

гонуклеотидов. Различные механизмы синтеза олигонуклеотидов были раскрыты, например, в патентах 
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США № 4659774, № 4816571, № 5141813, № 5264566, № 4959463, № 5428148, № 5554744, № 5574146, № 

5602244, каждый из которых включен в данный документ посредством ссылки. 

Очистка нуклеиновых кислот. 

Нуклеиновая кислота может быть очищена на полиакриламидных гелях, центрифугированием в 

градиентах хлорида цезия, или любыми другими способами, известными специалисту в данной области 

техники (смотрите, например, Sambrook et al. (2001), включенный в данный документ посредством ссыл-

ки). 

В некоторых вариантах осуществления, данное изобретение относится к нуклеиновой кислоте, ко-

торая представляет собой выделенную нуклеиновую кислоту. Как применяется в данном документе, 

термин "выделенная нуклеиновая кислота" относится к молекуле нуклеиновой кислоты (например, моле-

куле РНК или ДНК), которая была отделена от, или другим путем очищена от, основной массы геномных 

и транскрибированных нуклеиновых кислот одной или большего количества клеток. В некоторых вари-

антах осуществления, "выделенная нуклеиновая кислота" относится к нуклеиновой кислоте, которая бы-

ла отделена от, или другим путем очищена от, совокупной массы клеточных компонентов или реакцион-

ных компонентов in vitro, таких как, например, макромолекулы, такие как липиды или белки, малые био-

логические молекулы и т.п. 

Гибридизация. 

Как применяется в данном документе, "гибридизация", "гибридизировать" или "способный к гиб-

ридизации" обозначает образование двух- или трехцепочечной молекулы или молекулы с частичной 

двух- или трехцепочечной природой. Как применяется в данном документе, "отжиг" является синонимом 

"гибридизировать". 

Как применяется в данном документе, "жесткие условия" или "высокой жесткости" представляют 

собой такие условия, которые допускают гибридизацию между или в пределах одной или больше цепей 

нуклеиновой кислоты, содержащих комплементарную последовательность(и), но исключают гибридиза-

цию случайных последовательностей. Жесткие условия допускают небольшое несоответствие между 

нуклеиновой кислотой и цепью-мишенью, если таковые имеются. Такие условия хорошо известны спе-

циалистам в данной области техники и являются предпочтительными для применений, требующих высо-

кой селективности. 

Жесткие условия могут включать в себя условия с низкой концентрацией соли и/или высокой тем-

пературой, такие как обеспечение от около 0,02 до около 0,15 М NaCl при температурах от около 50 до 

около 70°C. Понятно, что температура и ионная сила желаемой строгости частично определяются дли-

ной конкретной нуклеиновой кислоты(кислот), длиной и нуклеотидным составом последовательно-

сти(ей)-мишени, составом заряда нуклеиновой кислоты(лот) и присутствием или концентрацией форма-

мида, тетраметиламмонийхлорида или другого растворителя(ей) в гибридизационной смеси. 

Также понятно, что эти диапазоны, композиции и условия для гибридизации упоминаются только в 

качестве неограничивающих примеров, и что желаемая жесткость для конкретной реакции гибридизации 

часто определяется эмпирически путем сравнения с одним или большим количеством положительных 

или отрицательных контролей. В зависимости от предполагаемого применения предпочтительно исполь-

зовать различные условия гибридизации для достижения различных степеней селективности нуклеино-

вой кислоты по отношению к последовательности-мишени. В неограничивающем примере, идентифика-

ция или выделение родственной нуклеиновой кислоты-мишени, которая не гибридизуется с нуклеиновой 

кислотой в жестких условиях, может быть достигнута путем гибридизации при низкой температуре 

и/или высокой ионной силе. Такие условия называются "низкой жесткостью" или "условиями низкой 

жесткости", и неограничивающие примеры низкой жесткости включают в себя гибридизацию, проводи-

мую при от около 0,15 до около 0,9 М NaCl в диапазоне температур от около 20 до около 50°C. Конечно, 

специалист в данной области техники может дополнительно модифицировать условия низкой или высо-

кой жесткости для соответствия конкретному применению. 

Способ получения липосомного Р-этокси антисмыслового лекарственного продукта. 

Антисмысловые олигонуклеотиды (олиго), комплементарные определенным участкам мРНК-

мишени, использовали для ингибирования экспрессии эндогенных генов. Когда антисмысловые олиго-

нуклеотиды связываются с мРНК-мишенью, образуется гибрид ДНК-РНК. Эта гибридная конструкция 

ингибирует трансляцию мРНК и, таким образом, экспрессию кодируемого белка. Если белок необходим 

для выживания клетки, ингибирование его экспрессии может привести к гибели клетки. Следовательно, 

антисмысловые олигонуклеотиды могут быть полезными инструментами в противораковой и противо-

вирусной терапии. 

Основными препятствиями в использовании антисмысловых олигонуклеотидов для ингибирования 

экспрессии генов являются нестабильность клеток, низкое поглощение клетками и плохая межклеточная 

доставка. Природные фосфодиэфиры не устойчивы к нуклеазному гидролизу; таким образом, необходи-

мы высокие концентрации антисмысловых олигонуклеотидов, прежде чем будет наблюдаться какой-

либо ингибирующий эффект. Модифицированные аналоги фосфодиэфиров, такие как Р-этокси, были 

сделаны для преодоления этой проблемы нуклеазного гидролиза, но они не предоставили удовлетвори-

тельного решения задачи. 
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Клеточное поглощение антисмысловых олигонуклеотидов является низким. Чтобы решить эту про-

блему, физические методы, такие как осаждение фосфатом кальция, опосредование DEAE-декстраном 

или электропорация, были использованы для увеличения клеточного поглощения олигонуклеотидов. Эти 

методы трудно воспроизвести и не применимы in vivo. Катионные липиды, такие как липофектин, также 

используются для доставки олигонуклеотидов. Между катионными липидами и отрицательно заряжен-

ными олигонуклеотидами формируется электростатическое взаимодействие, что приводит к образова-

нию комплекса, который затем поглощается клетками-мишенями. Поскольку эти катионные липиды не 

защищают олигонуклеотиды от расщепления нуклеазами и вредны для клеточной мембраны, они полез-

ны только для доставки устойчивых к нуклеазам фосфоротиоатов, но не расщепляемых нуклеазами фос-

фодиэфиров. 

Другой модифицированный аналог фосфодиэфира, который был получен, представляет собой Р-

этокси. Р-этокси-антисмысловой остов не оказывает неблагоприятного воздействия на кровотечение и 

активацию комплемента, которые являются некоторыми из токсических эффектов, которые были зареги-

стрированы для других антисмысловых аналогов. Модификации Р-этокси олигонуклеотидов выполняют-

ся в фосфатном остове, так что модификация не будет препятствовать связыванию этих олигонуклеоти-

дов с мРНК-мишенью. Р-этокси олигонуклеотиды получают путем добавления этильной группы к не 

мостиковому атому кислорода фосфатного остова, что делает эти олигонуклеотиды незаряженными со-

единениями. Несмотря на их устойчивость к нуклеазам, клеточное поглощение и внутриклеточная дос-

тавка Р-этокси олигонуклеотидов является плохой, поскольку при интернализации эти олигонуклеотиды 

остаются блокированными внутри эндосомных/лизосомальных вакуолей, что затрудняет их доступ к 

мРНК-мишени. 

Р-этокси-антисмысловой лекарственный препарат. 

Липосомальный Р-этокси антисмысловой лекарственный продукт состоит из двух продуктов cGMP, 

оба из которых имеют требуемый FDA сертификат анализа с одобренными FDA критериями выпуска. 

Сырье, растворители и конечный лекарственный продукт описаны в данном документе. При изготовле-

нии лекарственный продукт представляет собой лиофилизированный кристалл или порошок янтарного 

или белого цвета, который содержит следующие материалы: олигонуклеотид (например, антисмысловое 

Р-этокси лекарственное вещество), нейтральные липиды (например, DOPC) и поверхностно-активное 

вещество (например, полисорбат 20). При приготовление для введения пациенту в пробирку добавляют 

физиологический раствор, и в это время формируются липосомы с Р-этокси антисмысловым агентом, 

который помещен в внутреннее пространство липосомы. 

Р-этокси-антисмысловое лекарственное вещество. 

Конкретные физические свойства (например, растворимость и гидрофобность, которые затем влия-

ют на растворимость лекарственного продукта в физиологическом растворе, включение олиго в липосо-

мы, и размер липосомных частиц) готового продукта могут быть определены с использованием заранее 

определенной смеси сырьевого материала Р-этокси и фосфодиэфирного амидита, при производстве Р-

этокси антисмысловой лекарственной субстанции. Хотя потеря группы Р-этокси остова происходит слу-

чайным образом во время получения олигонуклеотидов, что дает фосфодиэфирные связи в этих звеньях, 

эта потеря не может создавать желаемое соотношение Р-этокси:фосфодиэфирных связей остова внутри 

олигонуклеотида. В этом случае, смесь сырьевых материалов Р-этокси и фосфодиэфирного амидита до-

полняет ожидаемую величину делеций Р-этокси остова, таким образом создавая олигонуклеотид с же-

лаемым соотношением. Увеличение количества молекул Р-этокси в остове олигонуклеотида приводит к 

тому, что молекула становится более гидрофобной (что дает более крупные липосомные частицы; табл. 

1), менее полярной и менее растворимой (табл. 2). Способы тестирования нейтрального по заряду гидро-

фобного Р-этокси лекарственного вещества включают в себя масс-спектрометрию для определения рас-

пределения длин олигонуклеотидов, и анализы для определения растворимости лекарственного вещест-

ва, которое для практических целей растворимости представляет собой визуальный осмотр лекарствен-

ного продукта, восстановленного в физиологическом растворе. Поскольку олигонуклеотид становится 

менее растворимым из-за большего количества связей Р-этокси остова, восстановленный раствор стано-

вится более белым, пока образуются частицы, так как гидрофобность становится слишком высокой. 

Готовая форма должна использовать размер частиц, среди которых 90% имеет размер менее 5000 

нм, и является растворимой, что является функцией нуклеотидной композиции. Например, если длина 

олигонуклеотида составляет 18-20 нуклеотидов, то по меньшей мере пять фосфатных связей остова 

должны быть фосфодиэфирными связями остова. Это подтверждается экспериментами 7-10, приведен-

ными ниже в табл. 1, в которой приведены данные по 18-мерным олигонуклеотидам. При этом если дли-

на олигонуклеотида составляет 25 нуклеотидов, то по меньшей мере шесть фосфатных связей остова 

должны быть фосфодиэфирными связями остова. 
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Таблица 1 

Изменчивость размера липосомных частиц с композицией остова антисмыслового агента 

 

 
** Критерий выпуска лекарственного средства для 90% липосомных частиц должен составлять 

меньше чем или быть равным 5000 нм. 
a
 Эта партия была отброшена из-за плохой растворимости; в частности, антисмысловые частицы в 

восстановленном растворе. 
b
 Эта партия имела более низкий объем DMSO и tBA с 2 мг антисмыслового агента в флаконе объе-

мом 20 мл, что добавило дополнительный компонент для увеличения липосом. 
c
 Эта партия не была выпущена, потому что она не соответствовала спецификации выпуска размера 

частиц. 
d
 Основной пик представляет собой наиболее распространенное число делеций Р-этокси в олиго-

нуклеотидах популяции. 
e
 Делеция смеси представляет собой среднее количество делеций Р-этокси в популяции олигонук-

леотидов. 
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Таблица 2 

Растворимость липосомных частиц с композицией остова антисмыслового агента 
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** Если в образце лекарственного препарата есть частицы, партия будет отклонена 
a
 Эта партия была отброшена из-за плохой растворимости; в частности, антисмысловые частицы в 

восстановленном растворе. 
b
 Эта партия имела более низкий объем DMSO и tBA с 2 мг антисмыслового агента в флаконе объе-

мом 20 мл, что добавило дополнительный компонент для 

увеличения липосом. 
с
 Эта партия не была выпущена, потому что она не соответствовала спецификации выпуска размера 

частиц. 

Приготовление, фильтрация и лиофилизация липосомного Р-этокси антисмыслового лекарственно-

го продукта. 

Один грамм (1 г) олиго рЕ растворяют в DMSO в соотношении 10 мг олигонуклеотида на 1 мл 

DMSO. Затем DOPC добавляют к трет-бутиловому спирту в соотношении 1 г DOPC на 1719 мл трет-

бутилового спирта. Олиго и DOPC объединяют и смешивают в соотношении 1 г олигонуклеотида на 2,67 

г DOPC. Затем к смеси добавляют 20 мл 0,835% (об./об.) раствора полисорбата 20, в результате чего ко-

нечная концентрация составляет 0,039 мг/мл. Раствор пропускают через стерильный фильтр до разлива в 

стеклянные флаконы для лиофилизации. 

Влияние поверхностно-активного вещества на размер липосомных частиц определяли путем титро-

вания количества поверхностно-активного вещества (табл. 3). В отсутствие полисорбата 20, только 2,8% 

частиц имели диаметр 300 нм или меньше. В присутствии 1х полисорбата 20, 12,5% частиц имели диа-

метр 300 нм или меньше. При добавлении 3х-10х полисорбата 20, около 20% частиц имели диаметр 300 

нм или меньше. Таким образом, увеличение количества поверхностно-активного вещества от 1х до 3х 

приводит к уменьшению размера частиц. 
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Таблица 3 

Изменчивость размера липосомных частиц с применением ПАВ 

 
** Критерий выпуска лекарственного средства для 90% липосомных частиц должен составлять 

меньше чем или быть равным 5000 нм. 

Приготовление липосомного Р-этокси антисмыслового лекарственного продукта для введения 

Лиофилизированный препарат гидратировали нормальным физиологическим раствором (0,9%/10 

мМ NaCl) до конечной концентрации олиго 10-5000 мкМ. Липосомальные-Р-этокси-олиго смешивали 

путем ручного встряхивания. 

Способы тестирования липосомного Р-этокси антисмыслового лекарственного продукта. 

Визуальный осмотр изготовленного лекарственного продукта. После изготовления отбирается 

пробный флакон, содержащий лекарственный продукт, и проводится визуальный осмотр. Отсутствие 

жидкости является обязательным, и тогда являются приемлемыми янтарные кристаллы на дне флакона, и 

приемлемость возрастает с переходом к белому, хлопьевидному порошку или внешнему виду, что явля-

ется наилучшим результатом. Белый внешний вид указывает на лучший процесс сушки с высоким отно-

шением площади поверхности к массе, что очень способствует восстановлению для использования. 

Визуальный осмотр восстановленного лекарственного агента, готового для пациента IV. Нормаль-

ный физиологический раствор добавляют в ампулу, содержащую изготовленный липосомный антисмы-

словой Р-этокси лекарственный продукт, и встряхивают для восстановления в виде раствора с полностью 

растворенным кристаллом или порошком лекарственного агента. Выполняют три основных наблюдения: 

1) чтобы кристалл или порошок полностью растворялись, 2) отсутствуют белые сгустки нерастворенного 

материала, и 3) внешний вид является молочно-белым или выглядит как обезжиренное молоко. Чем си-

нее выглядит восстановленная жидкость, тем лучше, поскольку это сигнализирует о меньшем размере 

липосомных частиц, который отражает свет в синем спектре. 

Масс-спектрометрия. Масс-спектрометрия (масс-спектры) используется для отображения профиля 

различных масс в образце. Когда производится антисмысловой Р-этокси-материал, для образца прово-

дится масс-спектрометрическое исследование. Результат демонстрирует пики материала, присутствую-

щего на сетке, который имеет увеличивающуюся массу на оси "х" вправо, и относительное содержание 

по массам на оси "у", возрастающее по восходящей. Профиль из образца анализируют для определения 

относительного количества Р-этокси остовов в Р-этокси образце, признавая, что профиль пиков пред-

ставляет собой (начиная с самого дальнего правого) полноразмерный материал со всеми остовами, со-

стоящими из Р-этокси связи, следующий пик слева полноразмерный с одним остовом с делецией Р-

этокси (и, следовательно, удален этил, и в результате получается нормальная фосфодиэфирная связь ос-

това), и так далее. Паттерн масс-спектров, смещенный вправо, представляет образец Р-этокси, имеющий 

большее количество Р-этокси остовов и, следовательно, имеющий свойства быть более гидрофобным и 

менее растворимым; и аналогичным образом смещение влево имеет противоположные эффекты. Про-

верка масс-спектрометрической диаграммы образца также может использоваться для определения того, 

оказывает ли фильтрация во время производства какое-либо неблагоприятное воздействие на компози-

цию олигонуклеотидов, представленную в отфильтрованном лекарственном продукте. 

УФ-тестирование. Тестирование ультрафиолетовым светом используется для определения массы 

олигонуклеотида, присутствующего в образце. Олигонуклеотиды поглощают свет в диапазоне 260 нм. В 

результате УФ-тестирование готового восстановленного лекарственного продукта стало использоваться 

в качестве способа определения количества олигонуклеотидного лекарственного вещества в флаконе с 

лекарственным препаратом. С точки зрения развития производства и инноваций, УФ-тестирование ис-

пользовалось, чтобы определить, имеются ли проблемы, возникающие во время фильтрации на произ-

водстве, или плохая растворимость Р-этокси антисмыслового лекарственного вещества, что приводило к 

меньшему количеству олигонуклеотидов в растворе и, следовательно, более низким показаниям УФ. 

Способ будет проверен и, вероятно, станет частью окончательного тестирования продукта. 

Размер липосомных частиц: флакон готового лекарственного продукта разбавляют до исходной 

концентрации и тестируют на размер липосомных частиц. Результатом часто является грубое нормаль-
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ное распределение, имеющее центральную точку, хвосты и средние значения, или грубое нормальное 

распределение большинства частиц и меньшие вторичные пики меньших липосомных частиц, получае-

мых результате эффектов формирования частиц второго порядка. Важно, чтобы липосомные частицы не 

были слишком большими, поскольку они могут вызывают побочные эффекты у пациентов (например, 

создавать проблемы с кровотоком в небольших кровеносных сосудах в легких). В результате, критерий 

выпуска лекарственного продукта включает в себя тестирование размера частиц, демонстрирующее, что 

90% липосом имеют размер 5 микрон или меньше. Кроме того, более мелкие липосомы являются пред-

почтительными, потому что они будут лучше поглощаться клетками, и, во-вторых, более мелкие липо-

сомы могут проникать в поры сосудов, тем самым позволяя липосомам проникать внутрь опухолей, по-

вышая эффективность лечения липосомным Р-этокси антисмысловым лекарственным продуктом. 

Способы лечения. 

Согласно определенным аспектам данного изобретения предложен олигонуклеотид-липидный ком-

плекс (например, олигонуклеотид, включенный в незаряженную липосому) для лечения заболеваний, 

таких как рак, аутоиммунное заболевание или инфекционное заболевание. В частности, олигонуклеотид 

может иметь последовательность, которая допускает спаривание оснований с нуклеотидной последова-

тельностью человека и, таким образом, может ингибировать экспрессию белка, кодируемого нуклеотид-

ной последовательностью человека. 

"Лечение" и "лечить" относятся к введению или применению к субъекту терапевтического агента, 

или выполнению процедуры или способа лечения для субъекта с целью получения терапевтической 

пользы при заболевании или патологии, связанной со здоровьем. Например, лечение может включать в 

себя введение фармацевтически эффективного количества комплекса олигонуклеотид-липид. 

"Субъект" и "пациент" относятся к человеку или не человеку, например примату, млекопитающему, 

и позвоночным. В конкретных вариантах осуществления, субъект является человеком. 

Термин "терапевтическая польза" или "терапевтически эффективный", как применяется во всем 

данном изобретении, относится ко всему, что способствует или улучшает самочувствие субъекта при 

лечении такой патологии. Это включает в себя, но не ограничивается лишь этим: снижение частоты или 

тяжести признаков или симптомов заболевания. Например, лечение рака может включать в себя, напри-

мер, уменьшение размера опухоли, уменьшение инвазивности опухоли, снижение скорости роста рака 

или предотвращение метастазирования. Лечение рака может также относиться к продлению выживаемо-

сти субъекта с раком. Лечение аутоиммунного заболевания может включать в себя, например, снижение 

экспрессии аутоантигена, против которого возникает нежелательный иммунный ответ, индукцию толе-

рантности к аутоантигену, против которого существует нежелательный иммунный ответ, или ингибиро-

вание иммунного ответа в отношении самоантигена. Лечение инфекционного заболевания может вклю-

чать в себя, например, устранение инфекционного агента, снижение уровня инфекционного агента или 

поддержание уровня инфекционного агента на определенном уровне. 

Опухоли, для которых полезны данные способы лечения, включают в себя любые типы злокачест-

венных клеток, такие как те, что обнаружены в солидной опухоли, гематологической опухоли, метаста-

тическом раке или неметастатическом раке. Иллюстративные солидные опухоли могут включать в себя, 

но не ограничиваются лишь этими: опухоль органа, выбранного из группы, состоящей из поджелудочной 

железы, толстой кишки, слепой кишки, пищевода, желудочно-кишечного тракта, десны, печени, кожи, 

желудка, яичка, языка, матки, желудка, мозга, головы, шеи, яичника, почки, гортани, саркомы, кости, 

легкого, мочевого пузыря, меланомы, предстательной железы, и груди. Типичные гематологические опу-

холи включают в себя опухоли костного мозга, злокачественные опухоли из Т- или В-клеток, лейкемии, 

лимфомы, такие как, например, диффузная крупноклеточная В-клеточная лимфома, бластомы, миеломы 

и т.п. Дополнительные примеры видов рака, которые можно лечить с помощью способов, предложенных 

в данном документе, включают в себя, но не ограничиваются лишь этими: карциному, лимфому, бласто-

му, саркому, лейкоз, плоскоклеточный рак, рак легкого (в том числе мелкоклеточный рак легкого, не-

мелкоклеточный рак легкого, аденокарциному легкого и плоскоклеточный рак легкого), рак брюшной 

полости, гепатоцеллюлярный рак, гастральный или желудочный рак (в том числе желудочно-кишечный 

рак и рак желудочно-кишечной стромы), рак поджелудочной железы (в том числе аденокарциному про-

токов поджелудочной железы), глиобластому, рак шейки матки, рак яичников, рак печени, рак мочевого 

пузыря, рак молочной железы, рак толстой кишки, колоректальный рак, карциному эндометрия или мат-

ки, карциному слюнных желез, почечный рак или рак почки, рак предстательной железы, рак вульвы, рак 

щитовидной железы, различные виды рака головы и шеи, меланому, поверхностно распространяющуюся 

меланому, лентиго злокачественную меланому, периферические пятнистые меланомы, узелковые мела-

номы, а также В-клеточную лимфому (в том числе низкой степени/фолликулярную неходжкинскую 

лимфому (НХЛ); мелкоклеточную лимфоцитарную (МЛ) НХЛ; промежуточной степени/ фолликулярную 

НХЛ; промежуточной степени диффузную НХЛ; высокой степени иммунобластную НХЛ; высокой сте-

пени лимфобластную НХЛ; высокой степени мелкоклеточную с не расщепленным ядром клеток НХЛ; 

НХЛ с массивной лимфаденопатией; диффузную крупноклеточную В-клеточную лимфому; лимфому 

клеток мантии; лимфому, связанную с СПИД; и макроглобулинемию Вальденстрема), хронический лим-

фоцитарный лейкоз (ХЛЛ), острый лимфобластный лейкоз (ОЛЛ), волосатоклеточный лейкоз, множест-
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венную миелому, острый миелоидный лейкоз (ОМЛ) и хронический миелобластный лейкоз. 

Рак может специфически быть следующего гистологического типа, хотя и не ограничивается лишь 

этими: новообразование, злокачественный; карцинома; недифференцированный; гигантоклеточная кар-

цинома и веретиноклеточная карцинома; мелкоклеточная карцинома; папиллярная карцинома; плоско-

клеточная карцинома; лимфоэпителиальная карцинома; базально-клеточная карцинома; пиломатриксная 

карцинома; переходно-клеточная карцинома; папиллярная переходно-клеточная карцинома; аденокарци-

нома; гастринома, злокачественная; холангиокарцинома; гепатоцеллюлярная карцинома; комбинация 

гепатоцеллюлярной карциномы и холангиокарциномы; трабекулярная аденокарцинома; лимфоидная ки-

стозная карцинома; аденокарцинома в аденоматозных полипах; аденокарцинома, семейный коли-

полипоз; солидная карцинома; карциноидная опухоль, злокачественная; бронхиоло-альвеолярная адено-

карцинома; папиллярная аденокарцинома; хромофобная карцинома; ацидофильная карцинома; окси-

фильная аденокарцинома; базофильная карцинома; аденокарцинома прозрачных клеток; зернисто-

клеточная карцинома; фолликулярная аденокарцинома; папиллярная и фолликулярная аденокарцинома; 

неинкапсулирующая склерозирующая карцинома; карцинома коры надпочечников; карцинома эндомет-

рия; карцинома придатков кожи; апокринная аденокарцинома; сальная аденокарцинома; церуминозная 

аденокарцинома; мукоэпидермоидная карцинома; цистаденокарцинома; папиллярная цистаденокарци-

нома; папиллярная серозная цистаденокарцинома; муцинозная цистаденокарцинома; муцинозная адено-

карцинома; перстневидно-клеточная карцинома; инфильтрирующаяся протоковая карцинома; медулляр-

ная карцинома; лобулярная карцинома; воспалительная карцинома; болезнь Паджета, молочные железы; 

ацинозно-клеточная карцинома; железисто-плоскоклеточная карцинома; аденокарцино-

ма/плоскоклеточная метаплазия; тимома, злокачественная; опухоль стромы яичников, злокачественная; 

текома, злокачественная; фолликулома, злокачественная; андробластома, злокачественная; карцинома 

клеток Сертоли; опухоль клеток Лейдига, злокачественная; опухоль липидных клеток, злокачественная; 

параганглиома, злокачественная; параганглиома вне молочной железы, злокачественная; феохромоцито-

ма; гломангиосаркома; злокачественная меланома; беспигментная меланома; поверхностно распростра-

няющаяся меланома; злокачественная меланома в гигантском пигментированном невусе; меланома эпи-

телиоидных клеток; голубой синий невус, злокачественный; саркома; фибросаркома; фиброзная гистио-

цитома, злокачественная; миксосаркома; липосаркома; лейомиосаркома; рабдомиосаркома; эмбриональ-

ная рабдомиосаркома; альвеолярная рабдомиосаркома; стромальная саркома; смешанная опухоль, злока-

чественная; мюллерова смешанная опухоль; нефробластома; гепатобластома; карциносаркома; мезен-

хиома, злокачественная; опухоль Бреннера, злокачественная; филлоидная опухоль, злокачественная; си-

новиальная саркома; мезотелиома, злокачественная; дисгерминома; эмбриональная карцинома; тератома, 

злокачественная; тератома щитовидки, злокачественная; хориокарцинома; мезонефрома, злокачествен-

ная; гемангиосаркома; гемангиоэндотелиома, злокачественная; саркома Капоши; гемангиоперицитома, 

злокачественная; лимфангиосаркома; остеосаркома; юкстакортикальная остеосаркома; хондросаркома; 

хондробластома, злокачественная; мезенхимальная хондросаркома; гигантоклеточная опухоль кости; 

саркома Юинга; одонтогенная опухоль, злокачественная; амелобластная одонтосаркома; амелобластома, 

злокачественная; амелобластная фибросаркома; пинеалома, злокачественная; хордома; глиома, злокаче-

ственная; эпендимома; астроцитома; протоплазматическая астроцитома; фибриллярная астроцитома; 

астробластома; глиобластома; олигодендроглиома; олигодентробластома; примитивная нейроэктодер-

мальная; мозжечковая саркома; ганлионейробластома; нейробластома; ретинобластома; нейрогенная 

опухоль органов обоняния; менингиома, злокачественная; нейрофибросаркома; невринома, злокачест-

венная; зернисто-клеточная опухоль, злокачественная; злокачественная лимфома; болезнь Ходжкина; 

Ходжкина; парагранулома; злокачественная лимфома, мелкоклеточная лимфоцитарная; злокачественная 

лимфома, крупноклеточная, диффузная; злокачественная лимфома, фолликулярная; грибовидный микоз; 

другие специфические неходжкинские лимфомы; злокачественный гистиоцитоз; множественная миело-

ма; тучноклеточная саркома; иммунопролиферативное заболевание тонкой кишки; лейкемия; лимфолей-

коз; плазмоклеточный лейкоз; эритролейкоз; лимфосаркома клеточная лейкемия; миелоидный лейкоз; 

базофильный лейкоз; эозинофильный лейкоз; моноцитарный лейкоз; лейкоз тучных клеток; мегакариоб-

ластный лейкоз; миелоидная саркома; и волосатоклеточный лейкоз. 

Аутоиммунные заболевания для которых данные способы лечения являются полезными, включают 

в себя, без ограничения: спондилоартропатию, анкилозирующий спондилит, псориатический артрит, ре-

активный артрит, энтеропатический артрит, сахарный диабет, целиакию, аутоиммунное заболевание щи-

товидной железы, аутоиммунное заболевание печени, болезнь Аддисона, отторжение трансплантата, бо-

лезнь трансплантат против хозяина, болезнь хозяин против трансплантата, язвенный колит, болезнь Кро-

на, болезнь раздраженного кишечника, воспалительное заболевание кишечника, ревматоидный артрит, 

ювенильный ревматоидный артрит, семейную средиземноморскую лихорадку, боковой амиотрофиче-

ский склероз, синдром Шегрена, ранний артрит, вирусный артрит, рассеянный склероз или псориаз. Ди-

агностика и лечение данных заболеваний хорошо задокументированы в литературе. 

Инфекционные заболевания, для которых полезны данные способы лечения, включают в себя, без 

ограничения, бактериальные инфекции, вирусные инфекции, грибковые инфекции и паразитарные ин-

фекции. Иллюстративные вирусные инфекции включают в себя инфекции вирусом гепатита В, вирусом 
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гепатита С, вирусом иммунодефицита человека 1, вирусом иммунодефицита человека 2, вирусом папил-

ломы человека, вирусом простого герпеса 1, вирусом простого герпеса 2, опоясывающим лишаем, ветря-

ной оспой, вирусом Коксаки А16, цитомегаловирусом, вирусом эбола, энтеровирусом, вирусом Эпштей-

на-Барр, ханатавирусом, хендравирусом, вирусным менингитом, респираторно-синцитиальным вирусом, 

ротавирусом, вирусом западного Нила, аденовирусом и вирусом гриппа. Иллюстративные бактериаль-

ные инфекции включают в себя инфекции Chlamydia trachomatis, Listeria monocytogenes, Helicobacter py-

lori, Escherichia coli, Borelia burgdorferi, Legionella pneumophilia, видами Mycobacteria (например, M. tu-

berculosis, M. avium, M. intraceliuiar e, M. kansaii, M. gordonae), Staphylococcus aureus, Neisseria gonor-

rhoeae, Neisseria meningitides, Streptococcus pyogenes (группа А стрептококков), Streptococcus agalactiae 

(группа В стрептококков), Streptococcus (группа "viridans"), Streptococcus faecalis, Streptococcus bovis, 

Streptococcus (анаэробные виды), Streptococcus pneumoniae, патогенными видами Campylobacter, видами 

Enterococcus, Haemophilus influenzae, Bacillus anthracis, Corynebacterium diphtheriae, видами Corynebacte-

rium, Erysipelothrix rhusiopathiae, Clostridium perfringers, Clostridium tetani, Enterobacter aerogenes, Kleb-

siella pneumoniae, Pasturella multocida, видами Bacteroides, Fusobacterium nucleatum, Streptobacillus monili-

formis, Treponema pallidium, Treponema pertenue, Leptospira, Rickettsia, Actinomyces israelli, видами ши-

гелл (например, S.flexneri, S. sonnei, S. dysenteriae), и видами сальмонелл. Иллюстративные грибковые 

инфекции включают в себя инфекции Candida albicans, Candida glabrata, Aspergillus fumigatus, Aspergillus 

terreus, Cryptococcus neoformans, Histoplasma capsulatum, Coccidioides immitis, Blastomyces dermatitidis и 

Chlamydia irachomatis. 

Олигонуклеотид-липидный комплекс может быть использован в данном документе в качестве про-

тивоопухолевого, противовирусного, антибактериального, противогрибкового, противопаразитарного 

или антиаутоиммунного агента в различных формах. В конкретном варианте осуществления, изобрете-

ние предусматривает способы использования комплекса олигонуклеотид-липид, включающие в себя 

приведение в контакт популяции больных клеток с терапевтически эффективным количеством комплек-

са олигонуклеотид-липид в течение периода времени, достаточного для ингибирования или обращения 

вспять заболевания. 

В одном варианте осуществления, приведение в контакт in vivo осуществляют путем введения па-

циенту внутривенной, внутрибрюшинной, подкожной или внутриопухолевой инъекции терапевтически 

эффективного количества физиологически переносимой композиции, содержащей комплекс олигонукле-

отид-липид согласно данному изобретению. Олигонуклеотид-липидный комплекс можно вводить парен-

терально инъекцией или постепенной инфузией в течение некоторого времени. 

Терапевтические композиции, содержащие олигонуклеотид-липидный комплекс, обычно вводят 

внутривенно или подкожно, например, путем инъекции единицы дозы. Термин "единица дозы" при ис-

пользовании в отношении терапевтической композиции относится к физически дискретным единицам, 

подходящим в качестве единичных доз для субъекта, причем каждая единица содержит заранее опреде-

ленное количество активного материала, рассчитанное для получения желаемого терапевтического эф-

фекта в сочетании с требуемым разбавителем, т.е. переносчиком или носителем. 

Композиции вводят способом, совместимым с лекарственной готовой формой, и в терапевтически 

эффективном количестве. Количество, которое следует вводить, зависит от подлежащего лечению субъ-

екта, способности системы субъекта использовать активный ингредиент, и желаемой степени терапевти-

ческого эффекта. Точные количества активного ингредиента, необходимые для введения, зависят от су-

ждения практикующего врача и являются индивидуальными для каждого человека. Однако, подходящие 

диапазоны доз для системного применения раскрыты в данном документе и зависят от пути введения. 

Также рассматриваются подходящие режимы для начального и бустерного введения, и иллюстрируются 

первичным введением с последующими повторами доз с интервалом в один или большее количество 

часов с последующей инъекцией или другим введением. Иллюстративные множественные введения опи-

саны в данном документе и являются особенно предпочтительными для поддержания непрерывно высо-

ких уровней полипептида в сыворотке и ткани. В альтернативном варианте, рассматривается непрерыв-

ная внутривенная инфузия, достаточная для поддержания концентраций в крови в диапазонах, указанных 

для терапии in vivo. 

Предполагается, что олигонуклеотид согласно изобретению может быть введен системно или ло-

кально для лечения заболевания, такого как ингибирование роста опухолевых клеток или для уничтоже-

ния раковых клеток у раковых пациентов с локальным поздних стадий развития или метастатическим 

видами рака. Они могут быть введены внутривенно, интратекально, подкожно и/или внутрибрюшинно. 

Их можно вводить отдельно или в комбинации с антипролиферативными препаратами. В одном варианте 

осуществления, их вводят для снижения раковой нагрузки у пациента до операции или других процедур. 

В альтернативном варианте, они могут быть введены после операции, чтобы гарантировать, что любой 

остающийся рак (например, рак, который не удалось устранить хирургическим вмешательством) не вы-

живет. 

Терапевтически эффективное количество олигонуклеотида представляет собой заранее определен-

ное количество, рассчитанное для достижения желаемого эффекта, т.е. для ингибирования экспрессии 

белка-мишени. Таким образом, диапазоны доз для введения олигонуклеотидов согласно данному изобре-
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тению достаточно велики для достижения желаемого эффекта. Доза не должна быть настолько большой, 

чтобы вызвать побочные эффекты, такие как синдромы повышенной вязкости, отек легких, 

застойная сердечная недостаточность, неврологические эффекты и т.п. В целом, как правило, доза 

будет варьироваться в зависимости от возраста, состояния, пола и степени заболевания у пациента, и 

может быть определена специалистом в данной области техники. Доза может быть скорректирована ле-

чащим врачом в случае каких-либо осложнений. 

Композицию согласно данному изобретению предпочтительно вводят пациенту парентерально, на-

пример, внутривенной, внутриартериальной, внутримышечной, внутрилимфатической, внутрибрюшин-

ной, подкожной, внутриплевральной или интратекальной инъекцией, или может быть использована ex 

vivo. Предпочтительные дозы составляют от 5 до 25 мг/кг. Введение предпочтительно повторяют по рас-

писанию, пока рак не исчезнет или не регрессирует, и может сочетаться с другими формами терапии. 

Фармацевтические препараты. 

Фармацевтическая композиция, содержащая липосомы, обычно включает в себя стерильный фар-

мацевтически приемлемый носитель или разбавитель, такой как декстроза или физиологический раствор. 

В тех случаях, когда осуществляют клиническое применение незаряженного липидного компонента 

(например, в форме липосомы), содержащего олигонуклеотид, в целом, как правило, полезно получить 

липидный комплекс в виде фармацевтической композиции, подходящей для предполагаемого примене-

ния. Как правило, это повлечет за собой приготовление фармацевтической композиции, которая по су-

ществу не содержит пирогенов, а также любых других примесей, которые могут быть вредными для лю-

дей или животных. Можно также использовать соответствующие буферы для придания комплексу ста-

бильности и обеспечения возможности поглощения клетками-мишенями. 

Фразы "фармацевтически или фармакологически приемлемый" относятся к молекулярным вещест-

вам и композициям, которые не вызывают неблагоприятную, аллергическую или другую побочную ре-

акцию при введении животному, такому как человек, в зависимости от ситуации. Приготовление фарма-

цевтической композиции, которая содержит, по меньшей мере, один незаряженный липидный компо-

нент, содержащий олигонуклеотид или дополнительный активный ингредиент, будет известно специали-

стам в данной области техники в свете данного раскрытия изобретения, примером которого является 

Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 21st, 2005, включен в данный документ посредством 

ссылки. Кроме того, для введения животным (например, человеку), следует понимать, что препараты 

должны соответствовать стандартам стерильности, пирогенности, общей безопасности и чистоты, как 

того требует Управление биологических стандартов FDA. 

Как применяется в данном документе, "фармацевтически приемлемый носитель" включает в себя 

любые и все растворители, дисперсионные среды, покрытия, поверхностно-активные вещества, антиок-

сиданты, консерванты (например, антибактериальные агенты, противогрибковые агенты), изотонические 

агенты, агенты, замедляющие абсорбцию, соли, консерванты, лекарственные средства, стабилизаторы 

лекарственных средств, гели, связующие вещества, наполнители, дезинтегрирующие агенты, смазываю-

щие вещества, подсластители, ароматизаторы, красители, такие подобные материалы и их комбинации, 

как известно специалисту в данной области техники. Фармацевтически приемлемый носитель предпоч-

тительно готовят для введения человеку, хотя в некоторых вариантах осуществления может быть жела-

тельно использовать фармацевтически приемлемый носитель, который готовят для введения отличному 

от человека животному, но который не будет приемлемым (например, из-за государственного регулиро-

вания) для введения человеку. За исключением случаев, когда какой-либо обычный носитель несовмес-

тим с активным ингредиентом, предполагается его использование в терапевтических или фармацевтиче-

ских композициях. 

Фактическое количество дозы композиции согласно данному изобретению, вводимой пациенту или 

субъекту, может определяться физическими и физиологическими факторами, такими как масса тела, тя-

жесть патологии, тип заболевания, которое лечат, предыдущие или сопутствующие терапевтические 

вмешательства, особенности пациента, и путь введения. В любом случае, практикующий врач, ответст-

венный за введение, будет определять концентрацию активного ингредиента(ов) в композиции и соот-

ветствующую дозу(ы) для отдельного субъекта. 

В некоторых вариантах осуществления, фармацевтические композиции могут содержать, например, 

по меньшей мере, примерно 0,1% активного соединения. В других вариантах осуществления, активное 

соединение может составлять, например, от около 2 до около 75% от массы единицы дозы или, напри-

мер, от около 25 до около 60%, и любой диапазон, получаемый из них. В других неограничивающих 

примерах, доза также может составлять от около 1, около 5, около 10, около 50, около 100, около 200, 

около 350, около 500, около 1, около 5, около 10, около 50, около 100, около 200, около 350, около 500, 

до около 1000 мг/кг/массы тела или большее за одно введение, и любой диапазон, получаемый из них. В 

неограничивающих примерах получаемого диапазона из чисел, перечисленных в данном документе, мо-

жет быть введен диапазон от около 5 до около 1000 мг/кг/массы тела, от около 5 до около 500 

мг/кг/массы тела и т.д. 

Олигонуклеотид согласно данным вариантам осуществления можно вводить в дозе 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 

8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 70, 80 90, 100 или большее мкг нуклеиновой кислоты в дозе. Каждая 
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доза может иметь объем 1, 10, 50, 100, 200, 500, 1000 или большее количество мкл или мл. 

Растворы терапевтических композиций могут быть приготовлены в воде, подходящим образом 

смешанной с поверхностно-активным веществом, таким как гидроксипропилцеллюлоза. Дисперсии так-

же могут быть приготовлены в глицерине, жидких полиэтиленгликолях, их смесях и в маслах. В обыч-

ных условиях хранения и использования эти препараты содержат консервант для предотвращения роста 

микроорганизмов. 

Терапевтические композиции согласно данному изобретению преимущественно вводят в форме 

инъецируемых композиций в виде жидких растворов или суспензий; также могут быть приготовлены 

твердые формы, подходящие для растворения или суспендирования в жидкости перед инъекцией. Эти 

препараты также могут быть эмульгированы. Типичная композиция для этой цели содержит фармацев-

тически приемлемый носитель. Например, композиция может содержать 10, 25, 50 мг или вплоть до 100 

мг человеческого сывороточного альбумина на миллилитр забуференного фосфатом солевого раствора. 

Другие фармацевтически приемлемые носители включают в себя водные растворы, нетоксичные напол-

нители, в том числе соли, консерванты, буферы и тому подобное. 

Примерами неводных растворителей являются пропиленгликоль, полиэтиленгликоль, растительное 

масло и инъецируемые органические сложные эфиры, такие как этилолеат. Водные носители включают в 

себя воду, спиртовые/водные растворы, солевые растворы, парентеральные носители, такие как хлорид 

натрия, декстроза Рингера и т.д. Консерванты включают в себя антимикробные агенты, антиоксиданты, 

хелатообразующие агенты и инертные газы. рН и точную концентрацию различных компонентов фарма-

цевтической композиции регулируют в соответствии с хорошо известными параметрами. 

Терапевтические композиции согласно данному изобретению могут содержать классические фар-

мацевтические препараты. Введение терапевтических композиций согласно данному изобретению будет 

осуществляться любым общепринятым путем, если ткань-мишень доступна через этот путь. Это включа-

ет в себя оральный, назальный, буккальный, ректальный, вагинальный или местный. Местное введение 

может быть особенно полезным для лечения рака кожи, для предотвращения алопеции, вызванной хи-

миотерапией, или другого кожного гиперпролиферативного нарушения. В альтернативном варианте, 

введение может быть ортотопической, внутрикожной, подкожной, внутримышечной, внутрибрюшинной 

или внутривенной инъекцией. Такие композиции обычно вводят в виде фармацевтически приемлемых 

композиций, которые содержат физиологически приемлемые носители, буферы или другие наполнители. 

Для лечения патологий легких может использоваться аэрозольная доставка. Объем аэрозоля составляет 

от около 0,01 до 0,5 мл. 

Эффективное количество терапевтической композиции определяется исходя из намеченной цели. 

Термин "единица дозы" или "доза" относится к физически дискретным единицам, подходящим для при-

менения субъектом, причем каждая единица содержит заранее определенное количество терапевтиче-

ской композиции, рассчитанное для получения желаемых реакций, обсуждаемых выше, в связи с ее вве-

дением, т.е. соответствующим путем и по схеме лечения. Количество, которое должно быть введено, как 

в зависимости от количества обработок, так и единицы дозы, зависит от желаемой защиты или эффекта. 

Точные количества терапевтической композиции также зависят от суждения практикующего врача 

и являются индивидуальными для каждого человека. Факторы, влияющие на дозу, включают в себя фи-

зическое и клиническое состояние пациента, путь введения, предполагаемую цель лечения (например, 

облегчение симптомов по сравнению с излечением) и эффективность, стабильность и токсичность кон-

кретного терапевтического вещества. 

Комбинированное лечение. 

В некоторых вариантах осуществления, композиции и способы согласно данному изобретению 

включают в себя ингибирующий олигонуклеотид или олигонуклеотид, способный экспрессировать ин-

гибитор экспрессии гена, в комбинации со второй или дополнительной терапией. Способы и компози-

ции, включая комбинированную терапию, усиливают терапевтический или защитный эффект и/или уси-

ливают терапевтический эффект другой противораковой или анти-пролиферативной терапии. Терапев-

тические и профилактические способы и композиции могут быть предложены в комбинированном коли-

честве, эффективном для достижения желаемого эффекта, такого как уничтожение раковой клетки и/или 

ингибирование клеточной гиперпролиферации. Этот процесс может включать в себя приведение в кон-

такт клеток с ингибитором экспрессии генов и второй терапией. Ткань, опухоль или клетка могут быть 

приведены в контакт с одной или большим количеством композиций или фармакологических готовых 

форм, содержащих один или большее количество агентов (т.е. ингибитор экспрессии гена или противо-

раковый агент), или путем приведения в контакт ткани, опухоли и/или клетки с двумя или большим ко-

личеством различных композиций или готовых форм, причем одна композиция обеспечивает 1) ингиби-

рующий олигонуклеотид; 2) противораковый агент или 3) как ингибирующий олигонуклеотид, так и 

противораковый агент. Также предполагается, что такая комбинированная терапия может использовать-

ся в комбинации с химиотерапией, лучевой терапией, хирургической терапией или иммунотерапией. 

Ингибирующий олигонуклеотид можно вводить до, во время, после или в различных комбинациях 

относительно противоракового лечения. Введения могут осуществляться с интервалами от одновременно 

до нескольких минут, до нескольких дней, до нескольких недель. В вариантах осуществления, в которых 
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ингибирующий олигонуклеотид предоставляют пациенту отдельно от противоракового агента, обычно 

гарантируется, что не будет значительного разрыва времени между временем каждой доставки, так что 

эти два соединения все еще будут способны оказывать выгодный комбинированный эффект на пациента. 

В таких случаях предполагается, что можно обеспечить пациента ингибирующей олигонуклеотидной 

терапией и противораковой терапией в пределах примерно от 12 до 24, или 72 ч друг от друга и, более 

предпочтительно, в течение примерно 6-12 ч друг от друга. В некоторых ситуациях, может быть жела-

тельным значительно увеличить период лечения, при этом между соответствующими введениями есть 

промежуток от нескольких дней (2, 3, 4, 5, 6 или 7) до нескольких недель (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 или 8). 

В некоторых вариантах осуществления, курс лечения будет длиться 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 

13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 

43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 

73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90 дней или больше. Предполагается, что 

один агент может быть введен в день 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 

23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 

53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 

83, 84, 85, 86, 87, 88, 89 и/или 90, или любую их комбинацию, и другой агент вводят в день 1, 2, 3, 4, 5, 6, 

7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 

38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 

68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89 и/или 90, или любую их 

комбинацию. В течение одного дня (24-часовой период) пациенту может быть назначен один или боль-

шее количество приемов агента(ов). Кроме того, после курса лечения предполагается, что существует 

период времени, в течение которого не проводится противораковое лечение. Этот период времени может 

длиться 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 дней и/или 1, 2, 3, 4, 5 недель и/или 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 месяцев и 

больше, в зависимости от состояния пациента, такого как его прогноз, выносливость, здоровье и т.д. 

Могут быть использованы различные комбинации. Для приведенного ниже примера ингибирующая 

олигонуклеотидная терапия представляет собой "А", а противораковая терапия - "В": 

А/В/А В/А/В В/В/А А/А/В А/В/В В/А/А А/В/В/В 

В/А/В/В В/В/В/А В/В/А/В А/А/В/В А/В/А/В А/В/В/А 

В/В/А/А В/А/В/А В/А/А/В А/А/А/В В/А/А/А А/В/А/А 

А/А/В/А 

Введение любого соединения или терапии согласно данному изобретению пациенту будет происхо-

дить согласно общим протоколам введения таких соединений, принимая во внимание токсичность аген-

тов, если таковая имеется. Следовательно, в некоторых вариантах осуществления, существует этап мони-

торинга токсичности, которая свойственна комбинированной терапии. Ожидается, что циклы лечения 

будут повторяться по мере необходимости. Предполагается также, что различные стандартные методы 

лечения, а также хирургическое вмешательство, могут применяться в комбинации с описанной терапией. 

В конкретных аспектах предполагается, что стандартная терапия будет включать в себя химиотера-

пию, лучевую терапию, иммунотерапию, хирургическую терапию или генную терапию, и может приме-

няться в комбинации с терапией ингибитором экспрессии гена, противораковой терапией или с обеими - 

терапией ингибитором экспрессии гена и противораковой терапией, как описано в данном документе. 

Химиотерапия. 

Согласно данным вариантам осуществления может быть использовано широкое разнообразие хи-

миотерапевтических агентов. Термин "химиотерапия" относится к применению лекарств для лечения 

рака. "Химиотерапевтический агент" используется для обозначения соединения или композиции, кото-

рое вводят при лечении рака. Эти агенты или лекарственные средства классифицируют по способу их 

действия в клетке, например, влияют ли они на и на какой стадии на клеточный цикл. В альтернативном 

варианте, агент может быть охарактеризован на основании его способности прямо сшивать ДНК, интер-

калироваться в ДНК или индуцировать хромосомные и митотические аберрации, влияя на синтез нук-

леиновой кислоты. 

Примеры химиотерапевтических агентов включают в себя алкилирующие агенты, такие как тиотепа 

и циклосфосфамид; алкилсульфонаты, такие как бусульфан, импросульфан и пипосульфан; азиридины, 

такие как бензодопа, карбоквон, метуредопа и уредопа; этиленимины и метиламеламины, включая алтре-

тамин, триэтиленмеламин, триэтиленфосфорамид, триэтилентиофосфорамид и триметилоломеламин; 

ацетогенины (особенно булатацин и булатацинон); камптотецин (включая синтетический аналог топоте-

кан); бриостатин; каллистатин; СС-1065 (включая его синтетические аналоги адозелезин, карзелезин и 

бизелезин); криптофицины (в частности криптофицин 1 и криптофицин 8); доластатин; дуокармицин 

(включая синтетические аналоги KW-2189 и СВ1-ТМ1); элейтеробин; панкратистатин; саркодиктин; 

спонгистатин; азотистые иприты, такие как хлорамбуцил, хлорнафазин, холофосфамид, эстрамустин, 

ифосфамид, мехлоретамин, гидрохлорид окиси мехлорэтамина, мелфалан, новембицин, фенестерин, 

преднимустин, трофосфамид и иприт урацила; нитрозомочевины, такие как кармустин, хлорозотоцин, 

фотемустин, ломустин, нимустин и ранимнустин; антибиотики, такие как энедииновые антибиотики (на-

пример, калихеамицин, особенно калихеамицин гамма.lI и калихеамицин омега.Il); динемицин, включая 
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динемицин А; бисфосфонаты, такие как клодронат; эсперамицин; а также неокарциностатиновый хро-

мофор и родственные хромопротеиновые энедииновые антибиотики-хромофоры, аклациномизины, ак-

тиномицин, атхрарнацин, азасерин, блеомицины, кактиномицин, карабицин, карминомицин, карзинофи-

лин, хромомицины, дактиномицин, даунорубицин, деторубицин, 6-диазо-5-оксо-L-норлейцин, доксору-

бицин (включая морфолино-доксорубицин, цианоморфолино-доксорубицин, 2-пирролино-доксорубицин 

и дезоксидоксорубицин), эпирубицин, эзорубицин, идарубицин, марцелломицин, митомицины, такие как 

митомицин С, микофеноловая кислота, ногаларницин, оливомицины, пепломицин, потфиромицин, пу-

ромицин, квеламицин, родорубицин, стрептонигрин, стрептозоцин, туберцидин, убенимекс, зиностатин и 

зорубицин; антиметаболиты, такие как метотрексат и 5-фторурацил (5-FU); аналоги фолиевой кислоты, 

такие как деноптерин, птероптерин и триметрексат; аналоги пурина, такие как флударабин, 6-

меркаптопурин, тиамиприн и тиогуанин; аналоги пиримидина, такие как анцитабин, азацитидин, 6-

азауридин, кармофур, цитарабин, дидезоксиуридин, доксифлуридин, эноцитабин и флоксуридин; андро-

гены, такие как калустерон, пропионат дромостанолона, эпитиостанол, мепитиостан и тестолактон; анти-

адреналовые агенты, такие как митотан и трилостан; восполнитель фолиевой кислоты, такой как фроли-

новая кислота; ацеглатон; альдофосфамидный гликозид; аминолевулиновая кислота; энилурацил; амсак-

рин; бестрабуцил; бизантрен; эдатраксат; дефофамин; демеколцин; диазиквон; элформитин; ацетат эл-

липтиния; эпотилон; этоглюцид; нитрат галлия; гидроксимочевина; лентинан; лонидайнин; мейтанси-

ноиды, такие как мейтанзин и ансамитоцины; митогуазон; митоксантрон; мопиданмол; нитраэрин; пен-

тостатин; фенамет; пирарубицин; лозоксантрон; подофиллиновая кислота; 2-этилгидразид; прокарбазин; 

ПСК полисахаридный комплекс; разоксан; ризоксин; сизофиран; спирогерманий; тенуазоновая кислота; 

триазиквон; 2,2',2"-трихлортриэтиламин; трихотецены (в частности токсин Т-2, верракурин А, роридин А 

и ангуидин); уретан; виндезин; дакарбазин; манномустин; митобронитол; митолактол; пипоброман; га-

цитозин; арабинозид ("Ара-С"); циклофосфамид; таксоиды, например паклитаксел и доцетаксел гемци-

табин; 6-тиогуанин; меркаптопурин; координационные комплексы платины, такие как цисплатин, окса-

липлатин и карбоплатин; винбластин; платин; этопозид (VP-16); ифосфамид; митоксантрон; винкристин; 

винорелбин; новантрон; тенипозид; эдатрексат; дауномицин; аминоптерин; кселода; ибандронат; ирино-

текан (например, СРТ-11); ингибитор топоизомеразы RFS 2000; дифторметиллорнитин (DMFO); рети-

ноиды, такие как ретиноевая кислота; капецитабин; карбоплатин, прокарбазин, пликомицин, гемцитабин, 

навелбин, ингибиторы фарнезилпротеин-трансферазы, трансплатин, и фармацевтически приемлемые 

соли, кислоты или производные любого из вышеперечисленного. 

Радиотерапия. 

Другие факторы, которые вызывают повреждение ДНК и широко используются, включают в себя 

так называемые γ-лучи, рентгеновские лучи и/или направленную доставку радиоизотопов в опухолевые 

клетки. Также рассматриваются другие формы факторов, повреждающих ДНК, такие как микроволны, 

протонное облучение (патенты США № 5760395 и № 4870287) и УФ-облучение. Скорее всего, все эти 

факторы вызывают широкий спектр повреждений ДНК, воздействуют на предшественников ДНК, реп-

ликацию и репарацию ДНК, а также на сборку и поддержание хромосом. Диапазон доз для рентгенов-

ского излучения варьирует от суточных доз от 50 до 200 рентген в течение продолжительных периодов 

времени (от 3 до 4 недель) до разовых доз от 2000 до 6000 рентген. Диапазоны доз для радиоизотопов 

варьируют в широких пределах и зависят от периода полураспада изотопа, силы и типа испускаемого 

излучения, а также от поглощения опухолевыми клетками. 

Термины "приводили в контакт" и "подвергали воздействию" применительно к клетке используют-

ся в данном документе для описания процесса, посредством которого терапевтическая конструкция и 

химиотерапевтический или радиотерапевтический агент доставляются в клетку-мишень или помещаются 

прямо возле клетки-мишени. Например, для достижения уничтожения клеток оба агента доставляются в 

клетку в комбинированном количестве, эффективном для уничтожения клетки или предотвращения ее 

деления. 

Иммунотерапия. 

В контексте лечения рака, иммунотерапевтические препараты, в целом, как правило, основаны на 

использовании иммунных эффекторных клеток и молекул для нацеливания на и уничтожения раковых 

клеток. Трастузумаб (Герцептин) является таким примером. Иммунный эффектор может представлять 

собой, например, антитело, специфичное к какому-либо маркеру на поверхности опухолевой клетки. Од-

но антитело может служить эффектором терапии или может привлекать другие клетки для фактического 

вызова уничтожения клеток. Антитело также может быть конъюгировано с лекарственным средством 

или токсином (химиотерапевтическим агентом, радионуклидом, цепью А рицина, токсином холеры, ток-

сином коклюша и т.д.) и служит просто в качестве нацеливающего агента. В альтернативном варианте, 

эффектор может представлять собой лимфоцит, несущий поверхностную молекулу, которая прямо или 

косвенно взаимодействует с мишенью-опухолевой клеткой. Различные эффекторные клетки включают в 

себя цитотоксические Т-лимфоциты и NK-клетки. Комбинация терапевтических методов, то есть прямой 

цитотоксической активности и ингибирования или уменьшения ErbB2, обеспечит терапевтическую поль-

зу при лечении рака со сверхэкспрессией ErbB2. 



044637 

- 24 - 

Другая иммунотерапия также может быть использована как часть комбинированной терапии с ге-

нотерапией, обсуждаемой выше. В одном аспекте иммунотерапии, опухолевая клетка должна иметь не-

который маркер, который поддается нацеливанию, то есть не присутствует на большинстве других кле-

ток. Существует множество опухолевых маркеров, и любой из них может быть подходящим для нацели-

вания в контексте данного изобретения. Распространенные опухолевые маркеры включают в себя карци-

ноэмбриональный антиген, специфический антиген простаты, антиген, ассоциированный с опухолью 

мочевого пузыря, фетальный антиген, тирозиназу (р97), gp68, TAG-72, HMFG, антиген Сиалила Льюиса, 

MucA, MucB, PLAP, рецептор эстрогена, рецептор ламинина, erb В и с155. Альтернативным аспектом 

иммунотерапии является сочетание противоопухолевых эффектов с иммуностимулирующими эффекта-

ми. Также существуют иммуностимулирующие молекулы, включающие в себя: цитокины, такие как ИЛ-

2, ИЛ-4, ИЛ-12, GM-CSF, гамма-ИФН, хемокины, такие как MIP-1, МСР-1, ИЛ-8, и факторы роста, такие 

как лиганд FLT3. Было показано, что комбинирование иммуностимулирующих молекул либо в виде бел-

ков, либо с использованием доставки генов, в комбинации с опухолевым супрессором усиливает проти-

воопухолевые эффекты. 

Кроме того, антитела против любого из этих соединений могут быть использованы для нацеливания 

противораковых агентов, обсуждаемых в данном документе. 

Примерами иммунотерапии, которые в настоящее время исследуется или используется, являются 

иммунные адъюванты, например, Mycobacterium bovis, Plasmodium falciparum, динитрохлорбензол и 

ароматические соединения (патенты США № 5801005 и № 5739169; Hui and Hashimoto, 1998; Christo-

doulides et al., 1998), терапия цитокинами, например, интерферонами α, β и γ; генная терапия ИЛ-1, GM-

CSF и ФНО (Bukowski et al., 1998; Davidson et al., 1998; Hellstrand et al., 1998), например, ФНО, ИЛ-1, 

ИЛ-2, р53 (Qin et al., 1998; Austin-Ward and Villaseca, 1998; патенты США № 5830880 и № 5846945) и 

моноклональные антитела, например, анти-ганглиозид GM2, анти-HER-2, анти-р185 (Pietras et al., 1998; 

Hanibuchi et al., 1998; патент США № 5824311). Предполагается, что одна или большее количество про-

тивораковых терапий могут быть использованы с описанными в данном документе терапиями сайлен-

синга генов. 

При активной иммунотерапии антигенный пептид, полипептид или белок, или композицию, или 

"вакцину" аутологичных или аллогенных опухолевых клеток вводят, как правило, с отдельным бактери-

альным адъювантом (Ravindranath and Morton, 1991; Morton et al., 1992; Mitchell et al., 1990; Mitchell et al., 

1993). 

При адаптивной иммунотерапии циркулирующие лимфоциты пациента или инфильтрированные в 

опухоль лимфоциты выделяют in vitro, активируют лимфокинами, такими как ИЛ-2, или трансдуцируют 

генами некроза опухоли, и вводят назад (Rosenberg et al., 1988; 1989). 

В некоторых вариантах осуществления, иммунотерапия может представлять собой ингибитор кон-

трольной точки иммунитета. Контрольные точки иммунитета либо увеличивают сигнал (например, кос-

тимулирующие молекулы), либо уменьшают сигнал. Ингибирующие контрольные точки иммунитета, 

которые могут быть мишенью блокады контрольной точки иммунитета, включают в себя аденозиновый 

рецептор А2А (A2AR), В7-Н3 (также известный как CD276), аттенюатор В и Т-лимфоцитов (BTLA), бе-

лок 4, ассоциированный с цитотоксическими Т-лимфоцитами (CTLA-4), также известный как CD152), 

индоламин-2,3-диоксигеназа (IDO), иммуноглобулин клеток-киллеров (KIR), ген 3 активации лимфоци-

тов (LAG3), белок запрограммированной смерти 1 (PD-1), иммунноглобулиновый домен и муциновый 

домен 3 (TIM-3) Т-лимфоцитов, и V-домен Ig-супрессор активации Т-лимфоцитов (VISTA). В частности, 

ингибиторы контрольной точки иммунитета нацелены на ось PD-1 и/или CTLA-4. 

Ингибиторы контрольной точки иммунитета могут представлять собой лекарственные агенты, та-

кие как малые молекулы, рекомбинантные формы лиганда или рецепторов, или, в частности, антитела, 

такие как антитела человека (например, международная публикация патента № WO 2015016718; Pardoll, 

Nat Rev Cancer, 12(4): 252-64, 2012; оба включены в данный документ посредством ссылки). Могут быть 

использованы известные ингибиторы белков контрольной точки иммунитета, или их 

аналоги, в частности, могут использоваться химерные, гуманизированные или человеческие формы 

антител. Как известно специалисту, для определенных антител, упомянутых в данном раскрытии изобре-

тения, могут использоваться альтернативные и/или эквивалентные названия. Такие альтернативные 

и/или эквивалентные имена являются взаимозаменяемыми в контексте данного раскрытия изобретения. 

Например, известно, что ламбролизумаб также известен под альтернативными и эквивалентными назва-

ниями МК-3475 и пембролизумаб. 

В некоторых вариантах осуществления, антагонист связывания PD-1, представляет собой молекулу, 

которая ингибирует связывание PD-1 с его лигандами-партнерами по связыванию. В конкретном аспек-

те, партнерами по связыванию лиганда PD-1 являются PDL1 и/или PDL2. В другом варианте осуществ-

ления, антагонист связывания PDL1 представляет собой молекулу, которая ингибирует связывание PDL1 

с его партнерами по связыванию. В конкретном аспекте, партнерами по связыванию PDL1 являются PD-

1 и/или В7-1. В другом варианте осуществления, антагонист связывания PDL2 представляет собой моле-

кулу, которая ингибирует связывание PDL2 с его партнерами по связыванию. В конкретном аспекте, 

партнером по связыванию PDL2 является PD-1. Антагонист может представлять собой антитело, его ан-
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тигенсвязывающий фрагмент, иммуноадгезин, слитый белок или олигопептид. Иллюстративные антите-

ла описаны в патентах США № 8735553, № 8354509 и № 8008449, все они включены в данный документ 

посредством ссылки. В данной области техники известны другие антагонисты оси PD-1 для использова-

ния в способах, представленных в данном документе, такие как описанные в публикациях патентов США 

№ 20140294898, № 2014022021 и № 20110008369, все включены в данный документ посредством ссыл-

ки. 

В некоторых вариантах осуществления, антагонист связывания PD-1 представляет собой анти-PD-1 

антитело (например, человеческое антитело, гуманизированное антитело или химерное антитело). В не-

которых вариантах осуществления, анти-PD-1 антитело выбрано из группы, состоящей из ниволумаба, 

пембролизумаба и СТ-011. В некоторых вариантах осуществления, антагонист связывания PD-1 пред-

ставляет собой иммуноадгезин (например, иммуноадгезин, содержащий внеклеточную или PD-1-

связывающую часть PDL1 или PDL2, слитую с константной областью (например, область Fc последова-

тельности иммуноглобулина). В некоторых вариантах осуществления, антагонистом связывания PD-1 

является АМР-224. Ниволумаб, также известный как MDX-1106-04, MDX-1106, ONO-4538, BMS-936558 

и OPDIVO, представляет собой анти-PD-1 антитело, описанное в WO 2006/121168. Пембролизумаб, 

также известный как MK-3475, Merck 3475, ламбролизумаб, KEYTRUDA и SCH-900475, представляет 

собой анти-PD-1 антитело, описанное в WO 2009/114335. СТ-011, также известный как hBAT или hBAT-

1, представляет собой анти-PD-1 антитело, описанное в WO 2009/101611. АМР-224, также известный как 

В7-DCIg, является гибридным PDL2-Fc растворимым рецептором, описанным в WO 2010/027827 и WO 

2011/066342. 

Другая контрольная точка иммунитета, которая может быть мишенью в способах, представленных 

в данном документе, представляет собой белок 4, ассоциированный с цитотоксическим Т-лимфоцитом 

(CTLA-4), также известный как CD152. Полная кДНК последовательность CTLA-4 человека имеет Но-

мер доступа L15006 ГенБанка. CTLA-4 обнаружен на поверхности Т-лимфоцитов и действует как вы-

ключатель, когда он связан с CD80 или CD86 на поверхности антиген-презентирующих клеток. CTLA4 

является членом суперсемейства иммуноглобулинов, которое экспрессируется на поверхности Т-

лимфоцитов-хелперов и передает ингибирующий сигнал Т-лимфоцитам. CTLA4 похож на костимули-

рующий белок Т-лимфоцитов, CD28, и обе молекулы связываются с CD80 и CD86, также называемые 

В7-1 и В7-2, соответственно, на антиген-презентирующих клетках. CTLA4 передает ингибирующий сиг-

нал Т-лимфоцитам, тогда как CD28 передает стимулирующий сигнал. Внутриклеточный CTLA4 также 

обнаружен в регуляторных Т-лимфоцитах и может быть важен для их функции. Активация Т-

лимфоцитов через рецептор Т-лимфоцитов и CD28 приводит к повышенной экспрессии CTLA-4, инги-

биторного рецептора для молекул В7. 

В некоторых вариантах осуществления, ингибитор контрольной точки иммунитета представляет 

собой анти-CTLA-4 антитело (например, человеческое антитело, гуманизированное антитело или химер-

ное антитело), его антиген-связывающий фрагмент, иммуноадгезин, гибридный белок, или олигопептид. 

Антитела против CTLA-4 человека (или полученные из них домены VH и/или VL), подходящие для 

использования в данных способах, могут быть получены с использованием способов, хорошо известных 

в данной области техники. В качестве альтернативы, могут быть использованы анти-CTLA-4 антитела, 

признанные в данной области техники. Например, в способах, раскрытых в данном документе, могут 

быть использованы анти-CTLA-4 антитела, раскрытые в: патенте США № 8119129, WO 01/14424, WO 

98/42752; WO 00/37504 (СР 675206, также известный как тремелимумаб; ранее тицилимумаб), патент 

США № 6207156; Hurwitz et al. (1998) Proc Natl Acad Sci USA 95(17): 10067-10071; Camacho et al. (2004) J 

Clin Oncology 22(145): Abstract No. 2505 (антитело СР-675206); и Mokyr et al. (1998) Cancer Res 58:5301-

5304. Методы каждой из вышеупомянутых публикаций тем самым включены посредством ссылки. Так-

же могут быть использованы антитела, которые конкурируют с любым из этих известных в данной об-

ласти техники антител за связывание с CTLA-4. Например, гуманизированное антитело к CTLA-4 описа-

но в международной заявке на патент № WO 2001014424, № WO 2000037504 и патенте США № 8017114; 

все включены в данный документ посредством ссылки. 

Иллюстративным анти-CTLA-4 антителом является ипилимумаб (также известный как 10D1, MDX-

010, MDX-101 и Yervoy) или его антиген-связывающие фрагменты и их варианты (смотрите, например, 

WO 01/14424). В других вариантах осуществления, антитело содержит CDR или VR тяжелой и легкой 

цепи ипилимумаба. Соответственно, в одном варианте осуществления, антитело содержит домены 

CDR1, CDR2 и CDR3 области VH ипилимумаба, и домены CDR1, CDR2 и CDR3 области VL ипилиму-

маба. В другом варианте осуществления, антитело конкурирует за связывание и/или связывается с тем 

же эпитопом на CTLA-4, что и вышеуказанные антитела. В другом варианте осуществления, антитело 

обладает по меньшей мере около 90% идентичности аминокислотной последовательности вариабельной 

области с вышеуказанными антителами (например, по меньшей мере около 90, 95 или 99% идентичности 

вариабельной области с ипилимумабом). 

Другие молекулы для модуляции CTLA-4 включают в себя лиганды и рецепторы CTLA-4, такие как 

описанные в патентах США № 5844905, № 5885796 и международных заявках на патент № WO 
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1995001994 и № WO 1998042752; все включены в данный документ посредством ссылки, и иммуноадге-

зины, такие как описанные в патенте США № 8329867, включены в данный документ посредством ссыл-

ки. 

В некоторых вариантах осуществления, иммунотерапия может быть адаптивной иммунотерапией, 

которая включает в себя перенос аутологичных антиген-специфических Т-лимфоцитов, получаемых ex 

vivo. Т-лимфоциты, используемые для адаптивной иммунотерапии, могут быть получены либо путем 

экспансии антиген-специфических Т-лимфоцитов, либо путем перенацеливания Т-лимфоцитов с помо-

щью генной инженерии (Park, Rosenberg et al. 2011). Выделение и перенос опухолеспецифических Т-

лимфоцитов оказались успешными при лечении меланомы. Новые специфичности в Т-лимфоцитах были 

успешно получены посредством генетического переноса трансгенных рецепторов Т-лимфоцитов или 

химерных антигенных рецепторов (ХАР) (Jena, Dotti et al. 2010). ХАР представляют собой синтетические 

рецепторы, состоящие из нацеливающего фрагмента, который соединен с одним или большим количест-

вом сигнальных доменов в одной гибридной молекуле. В целом, связывающий фрагмент ХАР состоит из 

антиген-связывающего домена одноцепочечного антитела (scFv), содержащего легкий и вариабельный 

фрагменты моноклонального антитела, соединенные гибким линкером. Также успешно применялись 

связывающие фрагменты, основанные на рецепторных или лигандных доменах. Сигнальные домены для 

ХАР первого поколения получают из цитоплазматической области CD3-зета или цепей гамма рецептора 

Fc. ХАР успешно позволили перенацеливать Т-лимфоциты на антигены, экспрессируемые на поверхно-

сти опухолевых клеток из различных злокачественных новообразований, включая лимфомы и солидные 

опухоли (Jena, Dotti et al. 2010). 

В одном варианте осуществления, согласно данному изобретению предлагается комбинированная 

терапия для лечения рака, причем комбинированная терапия включает в себя адаптивную терапию Т-

лимфоцитами и ингибитором контрольной точки. В одном аспекте, адаптивная терапия Т-лимфоцитами 

включает в себя аутологичные и/или аллогенные Т-лимфоциты. В другом аспекте, аутологичные и/или 

аллогенные Т-лимфоциты нацелены на опухолевые антигены. 

Хирургия. 

Примерно 60% больных раком будут подвергаться хирургическому вмешательству определенного 

типа, которое включает в себя профилактические, диагностические или для определения стадии, лечеб-

ные и паллиативные операции. Лечебная хирургия - это лечение рака, которое может использоваться в 

сочетании с другими видами терапии, такими как лечение согласно данному изобретению, химиотера-

пия, лучевая терапия, гормональная терапия, генная терапия, иммунотерапия и/или альтернативные ме-

тоды лечения. 

Лечебная хирургия включает в себя резекцию, при которой вся или часть раковой ткани физически 

удаляется, иссекается и/или разрушается. Резекция опухоли относится к физическому удалению по 

меньшей мере части опухоли. В дополнение к резекции опухоли, лечение хирургическим путем включа-

ет в себя лазерную хирургию, криохирургию, электрохирургию и микроскопически контролируемую 

хирургию (хирургия по Моху). Кроме того, предполагается, что данное изобретение может быть исполь-

зовано в комбинации с удалением поверхностных раков, предраковых патологий или несвойственных 

количеств нормальной ткани. 

При удалении части или всех раковых клеток, ткани, или опухоли, в теле может образоваться по-

лость. Лечение может быть выполнено перфузией, прямой инъекцией или местным применением к об-

ласти с дополнительной противораковой терапией. Такое лечение может повторяться, например, каждые 

1, 2, 3, 4, 5, 6 или 7 дней, или каждые 1, 2, 3, 4 и 5 недель, или каждые 1, 2, 3, 4, 5 6, 7, 8, 9, 10, 11 или 12 

месяцев. Дозы этих способов лечения также могут быть изменены. 

Другие агенты. 

Предполагается, что другие агенты могут быть использованы в комбинации с некоторыми аспекта-

ми данных вариантов осуществления для улучшения терапевтической эффективности лечения. Эти до-

полнительные агенты включают в себя: агенты, которые влияют на активацию рецепторов клеточной 

поверхности и щелевые контакты, цитостатические и дифференцирующие агенты, ингибиторы клеточ-

ной адгезии, агенты, которые повышают чувствительность гиперпролиферативных клеток к апоптотиче-

ским индукторам, или другие биологические агенты. Увеличение межклеточной передачи сигналов за 

счет увеличения числа щелевых контактов усилит анти-гиперпролиферативные эффекты на соседнюю 

популяцию гиперпролиферативных клеток. В других вариантах осуществления, цитостатические или 

дифференцирующие агенты могут использоваться в комбинации с некоторыми аспектами данных вари-

антов осуществления для улучшения анти-гиперпролиферативной активности средств лечения. Предпо-

лагается, что ингибиторы клеточной адгезии улучшают эффективность данных вариантов осуществле-

ния. Примерами ингибиторов клеточной адгезии являются ингибиторы киназы фокальной адгезии (КФА) 

и ловастатин. Дополнительно, предполагается, что другие агенты, которые повышают чувствительность 

гиперпролиферативной клетки к апоптозу, такие как антитело с225, могут быть использованы в комби-

нации с некоторыми аспектами данных вариантов осуществления для улучшения эффективности лече-

ния. 

Наборы и диагностика. 
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В различных аспектах изобретения предусмотрен набор, содержащий терапевтические агенты, 

и/или другие терапевтические агенты и агенты доставки. В некоторых вариантах осуществления, данное 

изобретение предусматривает набор для приготовления и/или введения терапии согласно изобретению. 

Набор может содержать реагенты, которые могут быть использованы для введения активного или эффек-

тивного агента(ов) согласно данному изобретению. Реагенты из набора могут включать в себя, по мень-

шей мере, один ингибитор экспрессии генов (например, олигонуклеотиды BCL2), один или большее ко-

личество липидных компонентов, один или большее количество противораковых компонентов комбини-

рованной терапии, а также реагенты для подготовки, приготовления и/или введения компонентов со-

гласно данному изобретению, или выполняют один или большее количество этапов способов изобрете-

ния. 

В некоторых вариантах осуществления, набор также может содержать подходящее контейнерное 

средство, которое представляет собой контейнер, который не будет реагировать с компонентами набора, 

например пробирку эппендорф, аналитическую плашку, шприц, флакон или пробирку. Контейнер может 

быть изготовлен из стерилизуемых материалов, таких как пластик или стекло. 

Набор может дополнительно содержать инструкцию, которая описывает процедурные этапы спосо-

бов, и будет соответствовать, по существу, тем же процедурам, которые описаны в данном документе, 

или известны специалистам в данной области техники. 

Примеры. 

Следующие примеры включены для демонстрации предпочтительных вариантов осуществления 

изобретения. Специалистам в данной области техники должно быть понятно, что методы, раскрытые в 

следующих примерах, представляют методы, открытые изобретателем для эффективного использования 

при практическом применении изобретения, и, таким образом, могут рассматриваться как составляющие 

предпочтительные способы его применения. Однако специалистам в данной области техники в свете 

данного раскрытия изобретения должно быть понятно, что в конкретных вариантах осуществления, ко-

торые раскрыты, могут быть сделаны многочисленные изменения, и все же будет полученный похожий 

или аналогичный результат без отклонения от сущности и объема изобретения. 

Пример 1. BCL2-нацеленные Р-этокси олигонуклеотиды. 

Олигонуклеотиды, нацеленные на BCL2, были разработаны для использования в липосомном BCL2 

антисмысловом лекарственном продукте для ингибирования экспрессии Bcl2. Непрерывная последова-

тельность кДНК варианта альфа BCL2 представлена в SEQ ID NO: 4, а белковая последовательность ва-

рианта альфа BCL2 представлена в SEQ ID NO: 5. Непрерывная последовательность кДНК варианта 

альфа 

BCL2 представлена в SEQ ID NO: 6, а белковая последовательность варианта альфа BCL2 пред-

ставлена в SEQ ID NO: 7. Последовательность каждого из олигонуклеотидов представлена в табл. 4. 

Таблица 4 

BCL2 антисмысловые последовательности 

 
а
 Подчеркивание указывает позицию известной фосфодиэфирной связи остова. 

Липосомный BCL2 антисмысловой лекарственный продукт изготавливали в соответствии со спосо-

бами, описанными в данном документе. Масс-спектрометрический анализ для 20-основного нуклеотида 

показал, что около 80% олигонуклеотидного лекарственного вещества имели от пяти до семи фосфоди-

эфирных связей остова, и что больше 98% олигонуклеотидного лекарственного вещества имели от пяти 

до восьми фосфодиэфирных связей остова. Анализ частиц для 20-основного нуклеотида показал, что 

90% липосом имели диаметр частиц 2462 нм или меньше, 50% липосом имели диаметр частиц 607 нм 

или меньше, и около 28% липосом имели диаметр частиц 300 нм или меньше. 

Пример 2. Ингибирование жизнеспособности обычных и раковых клеток липосомным BCL2 анти-

смысловым агентом. 

Была проверена способность липосомного BCL2 антисмыслового ингибировать жизнеспособность 

обычных мононуклеарных клеток периферической крови (МКПК). Липосомный BCL2 антисмысловой 

агент, соответствующий одному из: SEQ ID NO: 1 с 3-кратным детергентом, SEQ ID NO: 2 с 1-кратным 

детергентом, SEQ ID NO: 2 с 3-кратным детергентом, и SEQ ID NO: 3 с 1-кратным детергентом, инкуби-

ровали с клетками в течение четырех дней. Согласно данным на фиг. 1 продемонстрировано, что инкуба-

ция с липосомным BCL2 антисмысловым агентом снижает клеточную жизнеспособность обычных 

МКПК. 

Способность липосомного BCL2 антисмыслового агента подавлять жизнеспособность клеток диф-

фузной крупноклеточной В-клеточной лимфомы герминативного центра В-лимфоцит-подобного подти-
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па была протестирована на десяти линиях: DOHH-2, SU-DHL-4, SU-DHL-6, SU-DHL-10, OCI-LY-18, 

OCI-LY-19, WSU-DLCL2, RL, OCI-LY-1, и OCI-LY-7. Липосомный BCL2 антисмысловой агент, соответ-

ствующий одному из: SEQ ID NO: 1 с 3-кратным детергентом, SEQ ID NO: 2 с 1-кратным детергентом, 

SEQ ID NO: 2 с 3-кратным детергентом, и SEQ ID NO: 3 с 1-кратным детергентом, инкубировали с каж-

дой клеточной линией в течение четырех дней. Цитотоксичность оценивали с использованием анализа 

цитотоксичности с сульфородамином В. Согласно данным на фиг. 2A-J продемонстрировано, что инку-

бация с липосомным BCL2 антисмысловым агентом индуцировала 50% подавление в шести из десяти 

линий клеток диффузной крупноклеточной В-клеточной лимфомы герминативного центра В-лимфоцит-

подобного подтипа. 

Способность липосомного BCL2 антисмыслового агента подавлять жизнеспособность клеток диф-

фузной крупноклеточной В-клеточной лимфомы активированного В-лимфоцит-подобного подтипа была 

протестирована на трех линиях клеток: SU-DHL-2, U-2932, и RI-1. Липосомный BCL2 антисмысловой 

агент, соответствующий одному из: SEQ ID NO: 1 с 3-кратным детергентом, SEQ ID NO: 2 с 1-кратным 

детергентом, SEQ ID NO: 2 с 3-кратным детергентом, и SEQ ID NO: 3 с 1-кратным детергентом, инкуби-

ровали с каждой клеточной линией в течение четырех дней. Цитотоксичность оценивали с использова-

нием анализа цитотоксичности с сульфородамином В. Согласно данным на фиг. 3А-С продемонстриро-

вано, что инкубация с липосомным BCL2 антисмысловым агентом индуцировала 50% подавление в всех 

трех линиях клеток диффузной крупноклеточной В-клеточной лимфомы активированного В-лимфоцит-

подобного подтипа. 

Способность липосомного BCL2 антисмыслового агента подавлять жизнеспособность клеток лим-

фомы тестировали на двух клеточных линиях: GRANTA-519 (лимфома клеток мантийной ткани) и Ra-

mos (лимфома Беркитта). Липосомный BCL2 антисмысловой агент, соответствующий одному из: SEQ ID 

NO: 1 с 3-кратным детергентом, SEQ ID NO: 2 с 1-кратным детергентом, SEQ ID NO: 2 с 3-кратным де-

тергентом, и SEQ ID NO: 3 с 1-кратным детергентом, инкубировали с каждой клеточной линией в тече-

ние четырех дней. Цитотоксичность оценивали с использованием анализа цитотоксичности с сульфоро-

дамином В. Согласно данным на фиг. 4А-В продемонстрировано, что инкубация с липосомным BCL2 

антисмысловым агентом индуцировала 50% ингибирование в обеих клеточных линиях. 

Способность липосомного BCL2 антисмыслового агента подавлять жизнеспособность клеток мие-

лоидного лейкоза тестировали на трех клеточных линиях: K562, MV-4-11 и Kasumi-1. Липосомный BCL2 

антисмысловой агент, соответствующий одному из: SEQ ID NO: 1 с 3-кратным детергентом, SEQ ID NO: 

2 с 1-кратным детергентом, SEQ ID NO: 2 с 3-кратным детергентом, и SEQ ID NO: 3 с 1-кратным детер-

гентом, инкубировали с каждой клеточной линией в течение четырех дней. Цитотоксичность оценивали 

с использованием анализа цитотоксичности с сульфородамином В. Согласно данным на фиг. 5А-С про-

демонстрировано, что инкубация с липосомным BCL2 антисмысловым агентом индуцировала 50% по-

давление во всех трех клеточных линиях миелоидного лейкоза. 

Все способы, раскрытые и заявленные в данном документе, могут быть осуществлены и выполнены 

без излишнего экспериментирования в свете данного раскрытия изобретения. Хотя композиции и спосо-

бы согласно данному изобретению были описаны в терминах предпочтительных вариантов осуществле-

ния, специалистам в данной области техники должно быть очевидно, что к способам и на этапах или в 

последовательности этапов способа, описанного в данном документе, могут применяться изменения, не 

отступая от концепции, сущности и объема изобретения. Более конкретно, будет очевидно, что опреде-

ленные агенты, которые являются как химически, так и физиологически родственными, могут заменить 

агенты, описанные в данном документе, и в то же время будут получены такие же или аналогичные ре-

зультаты. Предполагается, что все подобные аналогичные заменители и модификации, очевидные для 

специалистов в данной области техники, находятся в пределах сущности, объема и концепции изобрете-

ния, как определено в прилагаемой формуле изобретения. 

Список использованных источников 

Следующие источники в той мере, в которой они предоставляют иллюстративные процедурные или 

иные подробности, дополняющие изложенные в данном документе, специально включены в данный до-

кумент посредством ссылки. 
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ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Композиция для уменьшения уровня экспрессии белка Bcl2 в клетке, содержащая популяцию 

олигонуклеотидов, причем олигонуклеотиды гибридизируются с полинуклеотидным продуктом гена 

BCL2, при этом олигонуклеотиды популяции состоят из нуклеозидных молекул, соединенных друг с 

другом фосфатными связями остова, где от 60 до 75% фосфатных связей остова представляют собой Р-

этокси связи остова и где от 25 до 40% фосфатных связей остова представляют собой фосфодиэфирные 

связи остова, где указанная композиция дополнительно содержит фосфолипиды и поверхностно-

активное вещество. 

2. Композиция по п.1, отличающаяся тем, что олигонуклеотиды популяции содержат последова-

тельность согласно любой из SEQ ID NO: 1-3. 

3. Композиция по п.2, отличающаяся тем, что олигонуклеотиды популяции содержат последова-

тельность согласно SEQ ID NO: 1. 

4. Композиция по п.3, отличающаяся тем, что фосфатные связи остова по меньшей мере между 

нуклеотидами 5 и 6, между нуклеотидами 7 и 8, между нуклеотидами 9 и 10, между нуклеотидами 11 и 

12, и между нуклеотидами 14 и 15 олигонуклеотидов популяции представляют собой фосфодиэфирные 

связи остова. 

5. Композиция по п.2, отличающаяся тем, что олигонуклеотиды популяции содержат последова-

тельность согласно SEQ ID NO: 2. 

6. Композиция по п.2, отличающаяся тем, что фосфатные связи остова по меньшей мере между 

нуклеотидами 5 и 6, между нуклеотидами 7 и 8, и между нуклеотидами 9 и 10 олигонуклеотидов популя-

ции представляют собой фосфодиэфирные связи остова. 

7. Композиция по п.2, отличающаяся тем, что олигонуклеотиды популяции содержат последова-
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тельность согласно SEQ ID NO: 3. 

8. Композиция по п.1, отличающаяся тем, что фосфодиэфирные связи остова распределены по все-

му и каждому олигонуклеотиду. 

9. Композиция по п.1, отличающаяся тем, что фосфодиэфирные связи остова не сгруппированы в 

пределах части каждого олигонуклеотида. 

10. Композиция по п.1, отличающаяся тем, что популяция олигонуклеотидов является гетерогенной 

по количеству Р-этокси связей остова и фосфодиэфирных связей остова, имеющихся в олигонуклеотидах 

популяции. 

11. Композиция по п.1, отличающаяся тем, что олигонуклеотиды популяции имеют размер в преде-

лах от 18 до 30 нуклеотидов. 

12. Композиция по п.1, отличающаяся тем, что популяция олигонуклеотидов содержит один вид 

олигонуклеотидов. 

13. Композиция по п.1, отличающаяся тем, что популяция олигонуклеотидов содержит, по меньшей 

мере, два вида олигонуклеотидов. 

14. Композиция по п.1, отличающаяся тем, что популяция олигонуклеотидов является гетерогенной 

по распределению фосфодиэфирных связей остова среди олигонуклеотидов популяции. 

15. Композиция по п.1, отличающаяся тем, что олигонуклеотиды популяции ингибируют экспрес-

сию белка Bcl2. 

16. Композиция по п.1, где олигонуклеотиды и фосфолипиды образуют олигонуклеотид-липидный 

комплекс. 

17. Композиция по п.16, отличающаяся тем, что фосфолипиды являются незаряженными или имеют 

нейтральный заряд при физиологическом рН. 

18. Композиция по п.17, отличающаяся тем, что фосфолипиды являются нейтральными фосфоли-

пидами. 

19. Композиция по п.18, отличающаяся тем, что нейтральные фосфолипиды представляют собой 

фосфатидилхолины. 

20. Композиция по п.18, отличающаяся тем, что нейтральные фосфолипиды представляют собой 

диолеоилфосфатидилхолин. 

21. Композиция по п.16, отличающаяся тем, что фосфолипиды по существу не содержат холестери-

на. 

22. Композиция по п.16, отличающаяся тем, что фосфолипиды и олигонуклеотиды присутствуют в 

молярном соотношении от около 5:1 до около 100:1. 

23. Композиция по п.16, отличающаяся тем, что олигонуклеотид-липидный комплекс дополнитель-

но определяется как популяция липосом. 

24. Композиция по п.23, отличающаяся тем, что по меньшей мере 90% липосом имеют диаметр 

меньше чем 5 мкм. 

25. Композиция по п.23, отличающаяся тем, что популяция олигонуклеотидов включена в популя-

цию липосом. 

26. Композиция по п.1, отличающаяся тем, что указанное поверхностно-активное вещество пред-

ставляет собой полисорбат 20. 

27. Композиция по п.1, отличающаяся тем, что композиция является лиофилизированной. 

28. Способ уменьшения уровня экспрессии белка Bcl2 в клетке, включающий в себя приведение в 

контакт клетки с композицией по п.1. 

29. Фармацевтическая композиция, содержащая композицию по п.1 и фармацевтически приемле-

мый носитель. 

30. Композиция по п.29, дополнительно содержащая химиотерапевтический агент. 

31. Способ доставки терапевтически эффективного количества олигонуклеотида в клетку, вклю-

чающий в себя приведение в контакт клетки с фармацевтической композицией по п.29. 

32. Способ по п.31, отличающийся тем, что способ представляет собой способ лечения гиперпла-

зии, рака, аутоиммунного заболевания или инфекционного заболевания. 

33. Способ лечения субъекта с раком, включающий в себя введение субъекту терапевтически эф-

фективного количества фармацевтической композиции по п.29. 

34. Способ по п.33, отличающийся тем, что субъект является человеком. 

35. Способ по п.33, отличающийся тем, что рак представляет собой немелкоклеточныи рак легкого, 

аденокарциному поджелудочной железы, рак молочной железы, рак простаты, меланому, рак толстой 

кишки, лейкоз, лимфому, глиобластому, остеосаркому, рак полости рта, рак яичников, рак матки, рак 

костей, рак мозга, рак простаты, рак почки, рак желудка, рак пищевода, рак прямой кишки, рак мочевого 

пузыря, рак яичка или рак печени. 

36. Способ по п.35, отличающийся тем, что лимфома представляет собой диффузную крупнокле-

точную В-клеточную лимфому герминативного центра В-лимфоцит-подобного подтипа. 

37. Способ по п.35, отличающийся тем, что лимфома представляет собой диффузную крупнокле-

точную В-клеточную лимфому активированного В-лимфоцит-подобного подтипа. 
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38. Способ по п.35, отличающийся тем, что лимфома представляет собой лимфому клеток мантий-

ной ткани. 

39. Способ по п.35, отличающийся тем, что лимфома представляет собой лимфому Беркитта. 

40. Способ по п.35, отличающийся тем, что лейкоз представляет собой миелоидный лейкоз. 

41. Способ по п.33, отличающийся тем, что композицию вводят подкожно, внутривенно или внут-

рибрюшинно. 

42. Способ по п.33, дополнительно включающий в себя введение, по меньшей мере, второй проти-

вораковой терапии субъекту. 

43. Способ по п.42, отличающийся тем, что вторая противораковая терапия представляет собой хи-

рургическую терапию, химиотерапию, лучевую терапию, криотерапию, гормонотерапию, иммунотера-

пию, антивирусную терапию, иммуносупрессивную терапию, антибактериальную терапию, антипарази-

тарную терапию, противогрибковую терапию или терапию цитокинами. 

44. Способ по п.33, отличающийся тем, что введение композиции уменьшает экспрессию белка Bcl2 

у пациента. 
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