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(57) Изобретение относится к олигомерному конъюгату для применения при лечении вирусного
заболевания. Олигомерный конъюгат содержит a) олигомер, способный модулировать
последовательность-мишень в НВх и/или HBsAg вируса гепатита В (HBV) для лечения
упомянутого вирусного заболевания; и b) компонент-носитель, способный доставлять олигомер в
печень, который связан, предпочтительно конъюгирован, с олигомером.
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Область техники 

Изобретение относится к области олигомерных лекарственных средств, в частности к олигомерам и 

олигомерным конъюгатам, нацеленным на вирус гепатита В (HBV). В частности, изобретение относится 

к области терапевтических олигомерных конъюгатов, где антисмысловые олигонуклеотиды прикрепле-

ны к компоненту-носителю. В определенных аспектах изобретение относится к области терапевтических 

олигомерных конъюгатов, где антисмысловые олигонуклеотиды ковалентно прикреплены к компоненту-

носителю за счет физиологически лабильных линкеров. 

В частности, настоящее изобретение относится к олигомерам, в частности к терапевтическим оли-

гомерным конъюгатам, например настоящее изобретение относится к олигомерам, в частности терапев-

тическим олигомерным конъюгатам, нацеленным на мРНК HBV в клетке, что приводит к лечению ви-

русных заболеваний. 

Предшествующий уровень техники 

Разрабатываются молекулярные стратегии для модулирования нежелательной генной экспрессии, 

которая или напрямую вызывает, участвует в, или ухудшает состояние заболевания. Одна такая страте-

гия предусматривает ингибирование генной экспрессии при помощи олигонуклеотидов, последователь-

ность которых комплементарна матричной РНК вредного целевого гена. Цепь матричной РНК представ-

ляет собой копию кодирующей цепи ДНК и поэтому, как и цепь ДНК, называется смысловой цепью. 

Олигонуклеотиды, которые гибридизуются со смысловой цепью, называют антисмысловыми олигонук-

леотидами. Связывание данных цепей с мРНК интерферирует процесс трансляции и, следовательно, ген-

ную экспрессию. 

Определенные соединения на основе нуклеотидов используют в различных терапевтических при-

менениях. В частности, исследуют различные олигонуклеотиды, включая одноцепочечные и двухцепо-

чечные олигонуклеотиды и аналоги. Для того чтобы быть полезными в применениях in vivo, олигонукле-

отиды должны обладать множеством свойств, включая способность проникать через мембрану, обладать 

хорошей устойчивостью к вне- и внутриклеточным нуклеазам, высокой аффинностью и специфичностью 

к мишени и предпочтительно обладать способностью рекрутировать (привлекать) эндогенные ферменты, 

такие как РНК Н, РНК III, РНК L и т.д. 

Фундаментальным свойством олигонуклеотидов, которое лежит в основе многих их терапевтиче-

ских применений, является их способность распознавать и специфично гибридизоваться с комплемен-

тарными одноцепочечными нуклеиновыми кислотами за счет или водородного связывания по Уотсону-

Крику (А-Т и G-C) или других схем водородного связывания, таких как Хугстиновское/обратное Хуг-

стиновское связывание. Аффинность и специфичность представляют собой свойства, обычно служащие 

для характеристики гибридизационных характеристик конкретного олигонуклеотида. Аффинность пред-

ставляет собой меру силы связывания олигонуклеотида с его комплементарной мишенью (выражается 

как термостабильность дуплета (Tm)). Каждое нуклеиновое основание в дуплете увеличивает термоста-

бильность и таким образом увеличивает аффинность с увеличением размера (числа нуклеотидов) олиго-

нуклеотида. Специфичность представляет собой меру способности олигонуклеотида к распознаванию 

между полностью комплементарной и несовпадающей (не полностью комплементарной) последователь-

ностью-мишенью. 

Известно применение модифицированных нуклеиновых кислот для улучшения, например, стабили-

зации олигонуклеотидов, в частности химерных олигонуклеотидов, таких как в случае, когда один или 

более модифицированных нуклеотидов присутствуют в любом или обоих участках крыла. Примеры мо-

дификаций включают звенья 2'-О-алкил-РНК, звенья 2'-амино-ДНК, звенья 2'-фтор-ДНК, звенья LNA 

(Locked nucleic acid, закрытая нуклеиновая кислота), звенья арабинонуклеиновой кислоты (ANA), звенья 

2'-фтор-ANA, звенья HNA, звенья INA (интеркалирующая нуклеиновая кислота - Christensen, 2002. Nucl. 

Acids. Res. 2002, 30:4918-4925, включенная в данный документ посредством ссылки), звенья 2'-МОЕ, 

ENA (этиленнуклеиновая кислота), UNA (незакрытая нуклеиновая кислота, Fluiteretal., Mol. Biosyst., 

2009, 10, 1039), трицикло-ДНК (R. Steffens & С.J. Leumann, J. Am. Chem. Soc., 1997, 119, 11548-49),  

cET-LNA (приведена в данном документе) и LNA. Фиг. 4 представляет изображения некоторых данных 

аналогов. 

Конкретная эффективная модифицированная нуклеиновая кислота представляет собой закрытую 

нуклеиновую кислоту (LNA). LNA описаны в области техники, например, см. международную заявку на 

патент WO 99/14226; Р. Nielsenetal, J. Chem. Soc., PerkinTrans. 1, 1997, 3423; P. Nielsen et al., Chem.  

Commun., 1997, 9, 825; N.K. Christensen et al., J. Am. Chem. Soc., 1998, 120, 5458; A.A. Koshkin et al., J. 

Org. Chem., 1998, 63, 2778; A.A. Koshkin et al. J. Am. Chem. Soc. 1998, 120, 13252-53; Kumar et al. Bioorg, 

& Med. Chem. Lett., 1998, 8, 2219-2222 и S. Obika et al., Bioorg. Med. Chem. Lett., 1999, 515. Интересно, 

включение звеньев LNA, содержащих 2'-О,4'-С-метиленовый мостик в последовательность олигонуклео-

тида приводит к беспрецедентному улучшению стабильности гибридизации модифицированного нук-

леотида (см. выше и, например, S.K. Singhetal., Chem. Commun, 1998, 455). Олигонуклеотиды, содержа-

щие звенья (LNA) с 2'-О,4'-С-метиленовым мостиком (и также соответствующим 2'-тио-LNA (тио-LNA), 

2'-HN-LNA (амино-LNA) и 2'-N(R)-LNA (амино-R-LNA) аналог, формируют дуплеты с комплементар-

ными ДНК и РНК с термостабильностями, ранее не описанными для олигонуклеотидов с модифициро-
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ванными би- и трициклическими нуклеозидами. Повышение в Tm на модификацию варьирует от 3 до 

11°С, и, более того, селективность также улучшена. Ни один другой аналог ДНК не показывает воспро-

изводимо такую высокую аффинность в отношении нуклеиновых кислот. 

В конкретном аспекте настоящее изобретение относится к терапии вируса гепатита В (HBV). Гепа-

тит В представляет собой вирусное заболевание, вызванное вирусом гепатита В. Оно передается парен-

терально через контаминированный материал, такой как кровь или продукты с кровью, контаминирован-

ные иглы, половым путем или вертикально от инфицированных или матерей-носителей к их плоду. В 

таких регионах мира, где распространена вертикальная передача заболевания в раннем возрасте, это при-

водит к высокому проценту инфицированных индивидуумов, становящихся хроническими носителями 

гепатита В. По оценкам Всемирной организации здравоохранения более 2 млрд людей инфицировано во 

всем мире, приблизительно 4 млн острых случаев в год, 1 млн смертельных случаев в год и 350-400 млн 

хронических носителей. Приблизительно 25% носителей умирает от хронического гепатита, цирроза или 

рака печени и приблизительно 75% хронических носителей является азиатами. Вирус гепатита В являет-

ся вторым по значимости канцерогеном после табака, вызывая 60-80% всех первичных раков печени. 

HBV является в 100 раз более контагиозным, чем HIV. 

Вирус гепатита В (HBV) представляет собой оболочечный, двухцепочечный ДНК вирус. Компакт-

ный 3,2 т.п.н. геном HBV состоит из четырех перекрывающихся открытых рамок считывания (ORF), ко-

торые кодируют кор, полимеразу (Pol), оболочку и Х-белки. ORF Pol является наиболее длинной, и ORF 

оболочки локализована внутри нее, в то же время ORF X и кора перекрываются с ORF Pol. 

Жизненный цикл HBV включает два важных события: 1) образование закрытой кольцевой ДНК 

(cccDNA) из релаксированной кольцевой ДНК (rcДНК) и 2) обратная транскрипция прегеномной РНК 

(pgRNA) для получения rcДНК. Перед инфицированием хозяйских клеток геном HBV существует внутри 

вириона в виде rcДНК. Определено, что вирионы HBV способны проникать в хозяйские клетки посред-

ством неспецифического связывания с негативно заряженными протеогликанами, присутствующими на 

поверхности человеческих гепатоцитов, и через специфическое связывание HBV поверхностных антиге-

нов (HBVsAg). Когда вирион проникает в клетку, вирусные коры и инкапсулированная гсДНК транспор-

тируются хозяйскими факторами, при помощи сигнала ядерной локализации в ядро через рецепторы 

ядерного транспорта Impβ/Impα. Внутри ядра хозяйские ферменты репарации ДНК переводят rcДНК в 

сссДНК. сссДНК действует в качестве матрицы для всех вирусных мРНК и соответственно ответственна 

за персистенцию HBV у инфицированных индивидуумов. Транскрипты, получаемые с сссДНК группи-

руют на две категории; pgРНК и субгеномную РНК. Субгеномные транскрипты кодируют три белка обо-

лочки (L, М и S) и X белок, и pgРНК кодирует белки прекора, кора и PoI. Ингибирование генной экс-

прессии HBV или РНК синтез HBV приводит к ингибированию вирусной репликации HBV и продукции 

антигенов. Например, IFN-α показал ингибирование репликации HBV и продукции вирусной HBsAg за 

счет снижения транскрипции прегеномной РНК (pgРНК) и субгеномной РНК с циклической ковалентно 

замкнутой ДНК (сссДНК) микрохромосомы HBV. Все вирусные мРНК HBV копируются и полиаденили-

руются, а затем экспортируются в цитоплазму для трансляции. В цитоплазме инициируется сборка но-

вых вирионов и образующаяся pgРНК упаковывается при помощи вирусной PoI, так что может начаться 

обратная транскрипция pgРНК, через промежуточное соединение одноцепочечную ДНК, в rcДНК. Зре-

лые нуклеокапсиды, содержащие rcДНК покрываются клеточными липидами и вирусными белками L, М 

и S, и затем инфекционные частицы HBV высвобождаются посредством отпочковывания от внутрикле-

точной мембраны. Интересно, что неинфекционные частицы также продуцируются в более превосходя-

щем числе, чем инфекционные вирионы. Данные пустые покрытые частицы (L, М и S) рассматривают в 

качестве субвирусных частиц. Важно, поскольку субвирусные частицы обладают такими же белками 

оболочки, как и инфекционные частицы, можно предположить, что они служат ложной целью для им-

мунной системы хозяина и их применяют в качестве вакцины против HBV. Белки оболочки S, М и L экс-

прессируются с одной ORF, которая содержит три различных стартовых кодона. Все три белка имеют 

226 а/к последовательность, S-домен на их С-терминальном конце. М и L имеют дополнительные пре-S-

домены, Pre-S2 и Pre-S2 и Pre-S1 соответственно. Однако существует S-домен, который имеет эпитоп 

HBsAg. 

Вирусные инфекции гепатита В являются постоянной медицинской проблемой, так как подобно 

любому быстро реплицирующемуся инфекционному агенту возникают постоянные мутации, которые 

помогают субпопуляциям HBV становится резистентными к существующим лекарственным средствам. 

В настоящее время терапии для хронической инфекции HBV, рекомендуемые Американской ассоциаци-

ей по изучению заболеваний печени (AASLD) и Европейской ассоциацией по изучению заболеваний пе-

чени (EASL), включают интерферон альфа (INF-α), пегилированный интерферон альфа-2а (Peg-IFN2a), 

энтекавир и тенофовир. Однако обычная терапия интерфероном составляет 48-недель и приводит к серь-

езным неприятным побочным эффектам, и спустя 24 недели после прекращения лечения сероконверсия 

HBeAg составляет от 27 до 36%. Сероконверсия HBsAg является даже меньшей: только у 3%, наблюдае-

мых непосредственно после прекращения лечения, повышается до 12% спустя 5 лет. 
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Секреция противовирусных цитокинов гепатоцитами и/или внутрипеченочными иммунными клет-

ками в ответ на инфекцию играет центральную роль в очистке инфицированной печени от вируса. Одна-

ко хронически инфицированные пациенты проявляют лишь слабый иммунный ответ из-за различных 

стратегий избегания, адаптированных вирусом для противодействия системам распознавания хозяйских 

клеток и последующим противовирусным ответам. 

Многие наблюдения показывают, что некоторые вирусные белки HBV могут противодействовать 

первичному ответу хозяйских клеток посредством интерференции сигнальных систем распознавания 

вируса и последующей интерферонной (IFN) противовирусной активности. Наряду с этим, избыточная 

секреция пустых субвирусных частиц HBV (SVP, HBsAg) может участвовать в поддержании иммуноло-

гически толерантного состояния, наблюдаемого у хронически инфицированных пациентов (СНВ). В ча-

стности, SVP могут усиливать отсутствие антигенной презентации дендритными клетками вместе с утра-

той HBV-специфической иммунной активации Т-клеток, позволяя вирусу персистировать. Количествен-

ная оценка HBsAg является важным биологическим маркером для предсказания исхода инфекции; одна-

ко достижение сероконверсии HBsAg редко наблюдается у хронически инфицированных пациентов. 

Снижение SVP и HBsAg нагрузки предполагается как путь восстановления противовирусной иммунной 

функции, и таким образом сероконверсия в HBsAg-негативный после противовирусной терапии может 

служить в качестве показателя восстановления функции и остается конечной цели терапии. Поэтому тар-

гетирование генной экспрессии HBV, приводящее к снижению HBsAg вместе с уровнем ДНК HBV у 

СНВ-пациентов, может существенно улучшить иммунную реактивацию и ремиссию СНВ-пациентов. 

Нуклеозидные и нуклеотидные терапии энтекавиром и тенофовиром успешны при снижении ви-

русной нагрузки, но скорости потери сероконверсии HBeAg и HBsAg являются еще меньшими, чем та-

ковые полученные при помощи терапии IFN-α. Также применяют другие аналогичные терапии, вклю-

чающие ламивудин (3ТС), телбивудин (LdT) и адефовир, но для нуклеозид/нуклеотидных терапий в це-

лом возникновение резистентности ограничивает эффективность терапии. 

US 8598334 и WO 2012/145697 упоминают применение антисмысловых нуклеотидов для нацелива-

ния на HBV. 

Контроль вирусной инфекции требует строгого надзора со стороны врожденной иммунной системы 

хозяина, которая может реагировать в течение минут-часов после инфекции, влияя на начальный рост 

вируса и ограничивая развитие хронической и персистирующей инфекции. Несмотря на доступные су-

ществующие лекарственные препараты на основе IFN и нуклеотидных/нуклеозидных аналогах, инфек-

ция вируса гепатита В (HBV) остается основной проблемой здравоохранения во всем мире, насчитывая 

350 млн хронических носителей, которые имеют более высокий риск цирроза печени и гепатоклеточной 

карциномы. 

Существует необходимость в новых противовирусных терапиях, в частности противо-HBV терапи-

ях. Также существует необходимость терапевтической стратегии, нацеленной на различные генотипы 

HBV. 

Краткое описание изобретения 

Настоящее изобретение относится к олигомерным конъюгатам, их применениям, способам их по-

лучения, приемлемым для медицинского применения, такое как лечение вирусных заболеваний. 

В частности, настоящее изобретение предлагает олигомер или олигомерный конъюгат, который 

приемлем для лечения вирусных заболеваний, где упомянутый олигомер или упомянутый олигомерный 

конъюгат способен модулировать последовательность-мишень вируса гепатита В (HBV), предпочти-

тельно HBx или HBsAg HBV. В конкретных воплощениях компонент-носитель конъюгирован с олиго-

мером. 

Изобретение предлагает олигомер и олигомерный конъюгат, как описано в данном документе, где 

олигомер и олигомерный компонент конъюгата содержит по меньшей мере 6, предпочтительно по 

меньшей мере 7, предпочтительно по меньшей мере 8, предпочтительно по меньшей мере 9, предпочти-

тельно по меньшей мере 10 звеньев, предпочтительно по меньшей мере 11 звеньев, предпочтительно по 

меньшей мере 12 звеньев, предпочтительно по меньшей мере 13 звеньев, предпочтительно по меньшей 

мере 14 звеньев, предпочтительно по меньшей мере 15 звеньев, предпочтительно по меньшей мере 16 

звеньев, которые по меньшей мере на 80% идентичны, предпочтительно по меньшей мере на 85% иден-

тичны, предпочтительно по меньшей мере на 90% идентичны, предпочтительно по меньшей мере на 91% 

идентичны, по меньшей мере на 92% идентичны, предпочтительно по меньшей мере на 93% идентичны, 

предпочтительно по меньшей мере на 94% идентичны, предпочтительно по меньшей мере на 95% иден-

тичны, предпочтительно по меньшей мере на 96% идентичны, предпочтительно по меньшей мере на 97% 

идентичны, предпочтительно по меньшей мере на 98% идентичны, предпочтительно по меньшей мере на 

99% идентичны, предпочтительно идентичны участку, соответствующему гену НВх или гену HBsAg 

HBV или обратному комплементу участка нуклеиновой кислоты, являющегося мишенью кодирующему 

НВх HBV или HBsAg HBV. 

Изобретение предлагает олигомер или олигомерный конъюгат, как описано в данном документе, 

где олигомер или олигомерный компонент олигомерного конъюгата содержит по меньшей мере 6, пред-

почтительно по меньшей мере 7, предпочтительно по меньшей мере 8, предпочтительно по меньшей ме-
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ре 9, предпочтительно по меньшей мере 10 звеньев, идентичных участку, соответствующему гену НВх 

HBV или гену HBsAg или обратному комплементу участка нуклеиновой кислоты, являющегося мише-

нью, кодирующему НВх HBV или HBsAg HBV. 

В случае конкретных воплощений изобретение предлагает олигомер или олигомерный конъюгат, 

как описано в данном документе, где олигомер или олигомерный компонент олигомерного конъюгата 

содержит менее 20 звеньев, например менее 19 звеньев, например менее 18 звеньев, например менее 17 

звеньев, например 16 или менее звеньев. 

В случае конкретных воплощений изобретение предлагает олигомер или олигомерный конъюгат, 

как описано в данном документе, где олигомер или олигомерный компонент олигомерного конъюгата 

содержит 15 или 16 звеньев. 

Изобретение предлагает конъюгат, содержащий олигомер по изобретению и по меньшей мере один 

не нуклеотид или не полинуклеотидную группу, ковалентно прикрепленную к упомянутому олигомеру. 

Изобретение предлагает фармацевтическую композицию, содержащую олигомер или конъюгат по 

изобретению и фармацевтически приемлемый разбавитель (такой как вода или солевой раствор), носи-

тель, соль или адъювант. 

Изобретение предлагает олигомер или олигомерный конъюгат по изобретению для применения в 

качестве лекарственного препарата, например лекарственного препарата для лечения вирусного заболе-

вания. 

Изобретение предлагает применение олигомера или конъюгата по изобретению для производства 

лекарственного препарата для лечения вирусного заболевания. 

Изобретение предлагает способ лечения вирусного заболевания, упомянутый способ, содержащий 

введение эффективного количества олигомера, олигомерного конъюгата или фармацевтической компо-

зиции по изобретению, животному, страдающему от или вероятно страдающему от вирусного заболева-

ния (такому как животное, страдающее от или чувствительное к заболеванию или расстройству). 

Изобретение предлагает способ лечения вирусного заболевания, упомянутый способ, содержащий 

введение эффективного количества олигомера, олигомерного конъюгата или фармацевтической компо-

зиции по изобретению животному, не являющемуся человеком, страдающему или вероятно страдающе-

му от вирусного заболевания (такому как животное, не являющееся человеком, страдающее от или чув-

ствительное к заболеванию или расстройству). 

Изобретение предлагает способ лечения вирусного заболевания, упомянутый способ, содержащий 

введение эффективного количества олигомера, олигомерного конъюгата или фармацевтической компо-

зиции по изобретению пациенту-человеку, страдающему или вероятно страдающему от вирусного забо-

левания (такому как пациенту-человеку, страдающему от или чувствительному к заболеванию или рас-

стройству). 

Также изобретение представляет собой способы лечения животного (животного, не являющегося 

человеком или человека), предположительно имеющего или чувствительного к заболеванию или состоя-

нию, ассоциированному с экспрессией или повышенной экспрессией НВх или HBsAg, за счет введения 

животному, не являющемуся человеком, или человеку терапевтически или профилактически эффектив-

ного количества одного или более олигомеров, конъюгатов или фармацевтических композиций по изо-

бретению. Кроме того, предложены способы применения олигомеров для ингибирования экспрессии 

НВх или HBsAg и лечения заболеваний, ассоциированных с активностью НВх или HBsAg. 

В дальнейшем изобретение предлагает фармацевтическую систему, содержащую фармацевтиче-

скую композицию по настоящему изобретению и дополнительный фармацевтический препарат и/или 

терапевтический препарат. Дополнительный фармацевтический препарат может представлять собой оли-

гомер или олигомерный конъюгат по настоящему изобретению. Дополнительный фармацевтический 

препарат может представлять собой олигомер или олигомерный конъюгат, способный модулировать по-

следовательность-мишень HBV, которая находится вне НВх или HBsAg. Например, по меньшей мере 

один олигомер или олигомерный конъюгат может быть способен модулировать последовательность-

мишень внутри гена или мРНК HBsAg, HBeAg или ДНК-полимеразы HBV. 

В одном воплощении множество олигомеров и олигомерных конъюгатов по изобретению вводят 

субъекту, нуждающемуся в лечении. Олигомеры или конъюгаты могут быть введены с дополнительными 

фармацевтическими/терапевтическими агентами. 

В одном воплощении заболевание или расстройство или состояние ассоциировано с повышенной 

экспрессией НВх или HBsAg. 

Изобретение предлагает способы модулирования экспрессии НВх или HBsAg в клетке или ткани, 

способ, содержащий этап контактирования клетки или ткани in vitro или in vivo с эффективным количе-

ством одного или более олигомеров, конъюгатов или их фармацевтических композиций, для эффектив-

ного модулирования экспрессии НВх или HBsAg. 

Изобретение предлагает способы ингибирования (например, подавления) экспрессии НВх в клетке 

или ткани, способ, содержащий этап контактирования клетки или ткани in vitro или in vivo с эффектив-

ным количеством одного или более олигомеров, конъюгатов или их фармацевтических композиций для 

эффективного подавления экспрессии НВх или HBsAg. 
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Изобретение предлагает способ ингибирования НВх или HBsAg в клетке, экспрессирующей НВх 

или HBsAg, упомянутый способ, содержащий введение в клетку олигомера или конъюгата по изобрете-

нию, для ингибирования НВх или HBsAg в упомянутой клетке. 

В дальнейшем предложены способы подавления экспрессии НВх или HBsAg в клетках или тканях, 

содержащие контактирование упомянутых клеток или тканей in vitro или in vivo, с эффективным количе-

ством одного или более олигомеров, олигомерных конъюгатов или композиций по изобретению. 

Аспекты настоящего изобретения предложены в настоящее время. 

В одном аспекте настоящее изобретение предлагает олигомерный конъюгат для применения при 

лечении вирусного заболевания, где упомянутый олигомерный конъюгат содержит: 

a) по меньшей мере один первый олигомерный участок, способный модулировать последователь-

ность-мишень вируса гепатита В (HBV), предпочтительно НВх или HBsAg HBV, для лечения упомяну-

того вирусного заболевания; 

b) компонент-носитель, предпочтительно для доставки упомянутого первого олигомера в печень. 

В одном аспекте настоящее изобретение предлагает олигомерный конъюгат, приемлемый для лече-

ния вирусного заболевания, где упомянутый олигомерный конъюгат содержит: 

a) по меньше мере один первый олигомерный участок, способный модулировать последователь-

ность-мишень вируса гепатита В (HBV), предпочтительно НВх или HBsAg HBV, для лечения упомяну-

того вирусного заболевания; 

b) компонент-носитель, предпочтительно для доставки упомянутого первого олигомера в печень. 

В одном аспекте настоящее изобретение предлагает композицию, приемлемую для лечения вирус-

ного заболевания, где упомянутая композиция содержит олигомерный конъюгат и по меньшей мере один 

дополнительный другой олигонуклеотид; где упомянутый олигомерный конъюгат содержит: 

a) по меньшей мере один первый олигомерный участок, способный модулировать последователь-

ность-мишень вируса гепатита В (HBV), предпочтительно НВх или HBsAg HBV, для лечения упомяну-

того вирусного заболевания; 

b) компонент-носитель, предпочтительно для доставки упомянутого первого олигомера в печень. 

В одном аспекте настоящее изобретение предлагает олигомер или олигомерный компонент олиго-

мерного конъюгата, который гибридизуется с последовательностью-мишенью, выбранной из группы, 

состоящей из любой одной или более позиций: 1530-1598; 1264-1278 и 670-706 SEQID NO: 3. 

В одном аспекте настоящее изобретение предлагает олигомер на основе корового мотива, выбран-

ного из группы, состоящей из любой одной или более: 

 

 
способной модулировать последовательность-мишень в НВх или HBsAg HBV для лечения вирусного 

заболевания. 

В одном аспекте настоящее изобретение предлагает композицию, приемлемую для лечения вирус-

ного заболевания, где упомянутая композиция содержит олигомер и по меньшей мере один дополни-

тельный другой олигонуклеотид; где упомянутый олигомер содержит по меньшей мере один первый 

олигомерный участок, способный модулировать последовательность-мишень вируса гепатита В (HBV), 

предпочтительно НВх или HBsAg HBV, для лечения упомянутого вирусного заболевания. 
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В одном аспекте настоящее изобретение предлагает способ лечения вирусного заболевания, упомя-

нутый способ, содержащий введение субъекту, нуждающемуся в лечении, эффективного количества оли-

гомерного конъюгата по изобретению. 

В одном аспекте настоящее изобретение предлагает способ лечения вирусного заболевания, упомя-

нутый способ, содержащий введение субъекту, нуждающемуся в лечении, эффективного количества 

композиции по изобретению. 

В одном аспекте настоящее изобретение предлагает способ лечения вирусного заболевания, упомя-

нутый способ, содержащий введение субъекту, нуждающемуся в лечении эффективного количества оли-

гомера по изобретению. 

В одном аспекте настоящее изобретение предлагает фармацевтическую композицию, содержащую 

олигомерный конъюгат по изобретению; и один или более фармацевтически приемлемый разбавитель, 

носитель, соль или адъювант. 

В одном аспекте настоящее изобретение предлагает фармацевтическую композицию, содержащую 

композицию по изобретению; и один или более фармацевтически приемлемый разбавитель, носитель, 

соль или адъювант. 

В одном аспекте настоящее изобретение предлагает фармацевтическую композицию, содержащую 

олигомер по изобретению; и один или более фармацевтически приемлемый разбавитель, носитель, соль 

или адъювант. 

В одном аспекте настоящее изобретение предлагает фармацевтическую систему, содержащую фар-

мацевтическую композицию по изобретению и дополнительный фармацевтический препарат. 

В одном аспекте настоящее изобретение предлагает мотив, выбранный из группы, состоящей из 

любой одной или более из: 

 
для получения олигомерного конъюгата по изобретению. 

В одном аспекте настоящее изобретение предлагает мотив, выбранный из группы, состоящей из 

любой одной или более из GCGTAAAGAGAGG (SEQ ID NO: 13), GCGTAAAGAGAGGT  

(SEQ ID NO: 11) и CGCGTAAAGAGAGGT (SEQ ID NO: 12) для получения композиции по изобретению. 

В одном аспекте настоящее изобретение предлагает мотив, выбранный из группы, состоящей из 

любой одной или более из AGCGAAGTGCACACG (SEQ ID NO: 20); AGGTGAAGCGAAGTG  

(SEQ ID NO: 26); AGCGAAGTGCACACGG (SEQ ID NO: 18); GAAGTGCACACGG (SEQID NO 16); 

GCGAAGTGCACACGG (SEQ ID NO: 17); CGAAGTGCACACG (SEQID NO 19) и AGGTGAAGCGAAGT 

(SEQID NO 27) для получения олигомера по изобретению. 

В одном аспекте настоящее изобретение предлагает способ производства олигомерного конъюгата 

по изобретению, содержащий конъюгирование одного или более олигомеров по изобретению с компо-

нентном-носителем по изобретению. 

В одном аспекте настоящее изобретение предлагает способ производства композиции по изобрете-

нию, содержащий смешивание олигомерного конъюгата по изобретению с фармацевтически приемле-

мыми разбавителями, носителями, солями или адъювантами. 

Краткое описание графических материалов 

Фиг. 1: представляет схему этапа конъюгирования LNA олигомера GalNAc. 

Фиг. 2: представляет примеры холестерол или моно-GalNAc компонентов-носителей, включающих 

С6-линкерную группу (участок Е), которую применяют для связи компонента-носителя с олигомером 

(участок А или с физиологически лабильным линкерным участком PL, таким как линкер РО). Волнистая 

линия представляет ковалентную связь с олигомером или участком PL. 

Фиг. 3: представляет примеры три-GalNAc компонентов-носителей. Конъюгаты 1-4 иллюстрируют 

4 приемлемых GalNAc компонента-носителя и конъюгаты 1а-4а относятся к таким же компонентам-

носителям с дополнительной С6-линкерной группой (участок Е), которую применяют для связи компо-

нента-носителя с олигомером (участок А или физиологически лабильный линкер, участок PL, такой как 

линкер РО). Волнистая линия представляет ковалентную связь с олигомером или участком PL. 

Фиг. 4: представляет примеры олигомерных конъюгатов с трехвалентными компонентами-

носителями GalNAc. 

Фиг. 5: представляет структуры для серии нуклеозидных аналогов. 

Фиг. 6: представляет структуру SEQ ID NO: 808. 

Фиг. 7: представляет структуру SEQ ID NO: 814. 

Фиг. 8: представляет структуру SEQ ID NO: 815. 

Фиг. 9: представляет структуру SEQ ID NO: 825. 

Фиг. 10: представляет структуру SEQ ID NO: 826. 
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Фиг. 11: снижение SEQ ID NO: 807 HBsAG в дозе 0,28 мг/кг ; 1,4 мг/кг  и 7,1 мг/кг ;  

SEQ ID NO: 808 в дозе 7,1 мг/кг , 1,42 мг/кг  и 0,29 мг/кг ; SEQ ID NO: 814 в дозе 0,252 мг/кг  и 

1,26 мг/кг  и 6,15 мг/кг ; SEQ ID NO: 815 в дозе 0,3 мг/кг ; 1,5 мг/кг  и 7,5 мг/кг ;  

SEQ ID NO: 825 в дозе 0,3 мг/кг , 1,5 мг/кг  и 7,5 мг/кг ; SEQ ID NO: 826 в дозе 7,1 мг/кг ,  

1,42 мг/кг  и 0,29 мг/кг . 

Фиг. 12: снижение SEQ ID NO: 807 HBeAG в дозе 0,28 мг/кг , 1,4 мг/кг  и 7,1 мг/кг ;  

SEQ ID NO: 808 в дозе 7,1 мг/кг , 1,42 мг/кг  и 0,29 мг/кг ; SEQ ID NO: 814 в дозе 0,252 мг/кг  и 

1,26 мг/кг , 6,15 мг/кг ; SEQ ID NO: 815 в дозе 0.3 мг/кг , 1,5 мг/кг  и 7,5 мг/кг ;  

SEQ ID NO: 825 в дозе 0,3 мг/кг , 1,5 мг/кг  и 7,5 мг/кг ; SEQ ID NO: 826 в дозе 7,1 мг/кг , 

1,42 мг/кг  и 0,29 мг/кг ; 

Фиг. 13: снижение ДНК SEQ ID NO: 807 HBV в дозе 0,28 мг/кг , 1,4 мг/кг  и 7,1 мг/кг ;  

SEQ ID NO: 808 в дозе 7,1 мг/кг , 1,42 мг/кг  и 0,29 мг/кг ; SEQ ID NO: 814 в дозе 0,252 мг/кг  и 

1,26 мг/кг , 6,15 мг/кг ; SEQ ID NO: 815 в дозе 0,3 мг/кг , 1,5 мг/кг  и 7,5 мг/кг ;  

SEQ ID NO: 825 в дозе 0,3 мг/кг , 1,5 мг/кг  и 7,5 мг/кг ; SEQ ID NO: 826 в дозе 7,1 мг/кг , 1,42 

мг/кг  и 0,29 мг/кг . 

Фиг. 14: представляет результаты подкожного (ПК) и внутривенного (ВВ) путей введения  

SEQ ID NO: 807 в дозе 0,2, 1,0 и 5,0 мг/кг. А) представляет снижение HBsAG. В) представляет снижение 

HBeAG. С) представляет снижение ДНК. 

Фиг. 15: представляет результаты неконъюгированных олигомеров (SEQ ID NO: 308 и 303) и 

конъюгированных олигомеров  (SEQ ID NO: 807 и 815), протестированных в эквимолярных дозах 

олигомеров. А) представляет снижение HBsAG. В) представляет снижение HBeAG. С) представляет 

снижение ДНК. 

Определения/элементы изобретения 

Дальнейшее представляет собой определения терминов, которые применяют для всех аспектов на-

стоящего изобретения. Данные определения не являются взаимоисключающими. Данные определения 

также предлагают дополнительные воплощения в отношении всех аспектов настоящего изобретения. 

Олигомер/олигонуклеотид. 

В контексте настоящего изобретения ссылки на "олигомер" и "олигонуклеотид", как употреблено в 

данном документе, также применяют к первому олигомерному участку и/или второму олигомерному 

участку, например, когда первый олигомерный участок представляет собой олигомерный конъюгат или 

когда он в несвободной форме (т.е. когда не в олигомерной конъюгате). 

Термин "олигомер" относится к молекуле, формируемой ковалентной связью двух или более нук-

леотидов (т.е. олигонуклеотид). Поэтому, как употреблено в данном документе, термины "олигомер" и 

"олигонуклеотид" взаимозаменяемы и имеют идентичное значение. В данном документе единичный 

нуклеотид (звено) также может быть рассмотрен в качестве мономера или звена. В некоторых воплоще-

ниях термины "нуклеозид", "нуклеотид", "звено" и "мономер" применяют взаимозаменяемо. Это следует 

учитывать при ссылке на последовательность нуклеотидов или звеньев, которая представляет собой по-

следовательность оснований, таких как А, Т, G, С или U. 

Как употреблено в данном документе, термины "олигомер" и "олигонуклеотид" включают линей-

ные и кольцевые олигомеры натуральных и/или модифицированных звеньев или связей, включая дезок-

сирибонуклеозиды, рибонуклеозиды, их замещенные и альфа-аномерные формы, пептидные нуклеино-

вые кислоты (PNA) и т.п., способные специфично связываться с полинуклеотидом-мишенью посредст-

вом закономерных взаимодействий звено-звено, таких как спаривание оснований по Уотсону-Крику, 

Хугстеновское или обратно Хугстеновское спаривание оснований и т.п. 

Олигонуклеотид может состоять из единственного участка или может состоять из нескольких уча-

стков. Олигонуклеотид может быть "химерным", т.е. состоящим из различных участков. В контексте 

данного изобретения "химерные" антисмысловые соединения являются антисмысловыми соединениями, 

в частности олигонуклеотидами, которые содержат два или более химических участка, например уча-

сток(ки) ДНК, участок(ки) РНК, участок(ки) PNA и т.д. Каждый химический участок состоит по мень-

шей мере из одного звена, т.е. нуклеотида в случае олигонуклеотидного соединения. Данные олигонук-

леотиды обычно содержат по меньшей мере один участок, где олигонуклеотид модифицирован с целью 

проявления одного или более искомых свойств. Искомые свойства олигонуклеотида могут представлять 

собой повышение устойчивости к деградации нуклеазами, усиленный захват клетками и/или повышен-

ную аффинность связывания с нуклеиновой кислотой-мишенью. Различные участки олигонуклеотида 

таким образом могут обладать различными свойствами. Один или более участок олигонуклеотида может 

служить субстратом для ферментов, способных расщеплять РНК:ДНК или РНК:РНК гибриды. Сущест-

вует несколько ферментов с подобным каталитическим эффектом. Способ расщепления РНК в конкрет-

ном сайте при помощи антисмыслового олигонуклеотида и РНКазы Н продемонстрирован Minshull et al. 

(Nucleic Acids Research, 14:6433-6451 (1986)). 
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РНКаза Н представляет собой клеточный фермент, который расщепляет цепь РНК дуплета 

РНК:ДНК. Поэтому активация РНКазы Н приводит к расщеплению РНК-мишени. Поэтому эффектив-

ность олигонуклеотидного ингибирования генной экспрессии может быть повышена. Другие ферменты, 

способные к расщеплению представляют собой РНКазу L и РНКазу Р. 

Нуклеооснование. 

Термин "нуклеооснование" относится к группе основания нуклеотида и охватывает оба варианта 

как естественного так и неестественного происхождения. 

Таким образом, "нуклеооснование" охватывает не только известные пуриновые и пиримидиновые 

гетероциклы, но также гетероциклические аналоги и их таутомеры. 

Примеры нуклеооснований включают, но не ограничены, аденин, гуанин, цитозин, тимидин,  

урацил, ксантин, гипоксантин, 5-метилцитозин, изоцитозин, псевдоцитозиин, 5-бромурацил,  

5-пропинилурацил, 6аминопурин, 2 - аминопурин, инозин, диаминопурин и 2-хлор-6аминопурин. 

В некоторых воплощениях по меньшей мере одно нуклеооснование, присутствующее в олигомере, 

является модифицированным нуклеооснованием, выбранным из группы, состоящей из 5-метилцитозина, 

изоцитозина, псевдоизоцитозина, 5-бромурацила, 5-пропинилурацила, 6аминопурина, 2-аминопурина, 

инозина, диаминопурина и 2-хлор-6аминопурина. 

Звенья. 

Как употреблено в данном документе, термин "звенья" или "мономеры" обычно означают нуклео-

зидные звенья, связанные фосфодисложноэфирными связями или их аналогами для образования олиго-

нуклеотидов, варьирующих по размеру от нескольких мономерных звеньев, например от приблизительно 

3-4 до приблизительно нескольких сотен мономерных звеньев. Аналоги фосфодисложноэфирных связей 

включают фосфоротиоат, фосфородитиоат, метилфосфорнаты, фосфороселеноат, фосфорамидат и т.п. 

Нуклеозиды и нуклеозидные аналоги. 

В некоторых воплощениях термины "нуклеозидный аналог" и "нуклеотидный аналог" применяют 

взаимозаменяемо. 

Термин "нуклеотид", как употреблено в данном документе, относится к гликозиду, содержащему 

сахарную группу, группу основания и ковалентно связанную группу (связующая группа), такую как 

фосфатная или фосфоротиоатная межнуклеотидная связующая группа, и охватывает нуклеотиды, как 

естественного происхождения, такие как ДНК или РНК, так и неестественного происхождения, содер-

жащие модифицированную сахарную группу и/или группу основания, которые также рассматриваются в 

качестве "нуклеотидных аналогов" в данном документе. В данном документе единичный нуклеотид (зве-

но) также может быть рассмотрен в качестве мономера или нуклеиново-кислотного звена. 

В области биохимии термин "нуклеозид" применяют относительно гликозида, содержащего сахар-

ную группу и основную группу, и поэтому он может быть применен в отношении нуклеотидных звеньев, 

которые ковалентно связаны межмолекулярными связями между нуклеотидами олигомера. 

В области биотехнологии термин "нуклеотид" часто применяют в отношении мономера или звена 

нуклеиновой кислоты, и, например, в контексте олигонуклеотида он относится к основанию, такому как 

"нуклеотидная последовательность" и обычно может относиться к нуклеоосновной последовательности 

(т.е. подразумеваются присутствие сахарного остова и межнуклеозидные связи). 

Аналогично, особенно в случае олигонуклеотидов, где одна или более межнуклеозидные связую-

щие группы модифицированы, термин "нуклеотид" может относиться к "нуклеозиду", например термин 

"нуклеотид" может быть применен даже в случае специфичности присутствия или природы связей меж-

ду нуклеозидами. 

Специалисты в области техники поймут, что 5'-терминальный нуклеотид олигонуклеотида не со-

держит 5'-межнуклеотидную связующую группу, хотя может содержать или не содержать  

5'-терминальную группу. 

Нуклеотиды не естественного происхождения включают нуклеотиды, которые имеют модифициро-

ванные сахарные группы, такие как бициклические нуклеотиды или 2'-модифицированные нуклеотиды, 

такие как 2'-замещенные нуклеотиды. 

"Нуклеотидные аналоги" представляют собой варианты натуральных нуклеотидов, таких как нук-

леотиды ДНК или РНК, посредством модификаций в группах сахаров и/или оснований. Аналоги в прин-

ципе могут быть лишь "молчащими" или "эквивалентными" естественным нуклеотидам в контексте оли-

гонуклеотида, т.е. не оказывать функционального влияния на то, как нуклеотид работает в отношении 

ингибирования экспрессии целевого гена. Такие "эквивалентные" аналоги, тем не менее, могут быть по-

лезны в случае, когда, например, более легкие или дешевые для производства, или более стабильны при 

хранении или условиях производства, или имеют тег или метку. Однако предпочтительно аналоги ока-

зывают функциональный эффект на тот путь, через который олигомер ингибирует экспрессию; напри-

мер, посредством достижения повышенной аффинности связывания к мишени и/или повышенной устой-

чивости к внутриклеточным нуклеазам и/или повышенной простоты транспорта в клетку. Конкретные 

примеры нуклеозидных аналогов описаны Freier & Altmann; Nucl. Acid Res., 1997, 25, 4429-4443 and 

Uhlmann; Curr. Opinionin Drug Development, 2000, 3(2), 293-213, и на схеме 1, представленной на фиг. 4. 
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Линкер/линкерная группа и т.д. 

Термины "линкерная группа", "связующая группа", "линкер", "линкерная молекула" или "межнук-

леозидная связь" предназначены для обозначения группы, способной ковалентно связывать вместе два 

вещества, таких как нуклеотиды. Конкретные примеры включают фосфатные группы и фосфоротиоат-

ные группы. Такие линкеры могут содержать спейсерную молекулу, ковалентно прикрепленную к одной 

или более активированной группе или функциональной группе. Возможно, функциональная группа лин-

керной молекулы может быть обработана связующим агентом для образования активированной группы. 

Такие линкеры также включают связывающие молекулы, как описано в данном документе. 

Термин "ветвящий участок" предназначен для обозначения группы или участка, способных кова-

лентно соединять вместе два или более вещества, таких как нуклеотиды, или для образования кластеров 

компонента-носителя, таких как галактозные кластеры. 

Альтернативно, "линкерные группы" и "ветвящие участки", как описано в данном документе, могут 

быть применены для ковалентного соединения нуклеотидных участков и не нуклеотидных участков, та-

кую линкерную группу называют L. Например, линкерная группа может быть применена для конъюги-

рования олигомера по изобретению с компонентом-носителем, описанным в данном документе. Напри-

мер, ветвящий участок может быть применен для конъюгирования олигомера по изобретению с одним 

или более компонентом-носителем, описанным в данном документе. Например, ветвящий участок может 

быть применен для конъюгирования одного или более олигомера по изобретению с компонентом-

носителем, описанным в данном документе. Например, ветвящий участок может быть применен для 

конъюгирования одного или более олигомеров по изобретению с компонентами-носителями, описанны-

ми в данном документе. 

Олигомерный конъюгат. 

Термин "олигомерный конъюгат" предназначен для обозначения гетерогенной молекулы, сформи-

рованной посредством связывания ("конъюгации"), такого как ковалентное связывание, олигомера, как 

описано в данном документе, с компонентом-носителем. 

Связывание, такое как ковалентная конъюгация, может быть химическим по своей природе, напри-

мер через линкерную группу, или генетическим, например посредством рекомбинантных генетических 

технологий, таких как слияние белков с, например, репортерной молекулой (например, зеленый флуо-

ресцентный белок, β-галактозидаза, Histag и т.д. Альтернативно, олигомер может быть конъюгирован с 

компонентом-носителем напрямую без необходимости в какой-либо связывающей молекуле или линкер-

ной группе. 

Компонент-носитель. 

Как употреблено в данном документе, термин "компонент-носитель" относится к молекулярному 

носителю, который предназначен для переноски или передачи олигомеров по изобретению к их месту 

локализации, такому как желаемая анатомическая локализация. 

Компоненты-носители по настоящему изобретению могут быть применены для усиления активно-

сти, клеточного распределения и/или клеточного захвата олигомеров. 

Может быть применен любой приемлемый компонент-носитель. 

Компонент-носитель может представлять собой полинуклеотид. Однако обычно компонент-

носитель представляет собой не нуклеотидную группу или не полинуклеотидную группу. 

Примеры не нуклеотидных или не полинуклеотидных групп включают макромолекулярные агенты, 

выбранные из группы, состоящей из карбогидратов, лигандов рецепторов клеточной поверхности, лекар-

ственных веществ, гормонов, липофильных веществ, полимеров, белков, пептидов, токсинов (например, 

бактериальных токсинов), витаминов, вирусных белков или их комбинаций. Обычные полимеры могут 

представлять собой полиэтиленгликоль и/или полипропиленгликоль (PPG). 

В некоторых воплощениях компонент-носитель может представлять собой аминокислоту, белок, 

пептид или полипептид. Обычно белки могут представлять собой ферменты, сывороточные белки (на-

пример, сывороточный альбумин человека (HSA), трансферрин или гликопротеины), рецепторы, антите-

ла или производные антител, подобные одноцепочечным вариабельным фрагментам, биспецифическим 

антителам, триотелам и т.д., разработанным для связывания с желаемым целевым антигеном. 

Примеры пептидных компонентов-носителей представляют собой поли(L-лизин), который сущест-

венно повышает клеточную проницаемость и транспортный пептид Antennapedia. Такие конъюгаты опи-

саны Lemaitre et al., "Specific antiviral activity of a poly(L-lysine)-conjugated oligodeoxyribonucleotide se-

quence complementary to vesicular stomatitis virus N protein mRNA initiation site", Proc. Natl. Acad. Sci. 

USA, 84:648-652, 1987; US Patent No.: 6166089 и 6086900. Способ в вышеупомянутых публикациях тре-

бует, чтобы 3'-терминальный нуклеотид представлял собой рибонуклеотид. Полученные альдегидные 

группы затем случайно соединяют с эпсилон-амино группами остатков лизина поли(L-лизина) за счет 

образования шиффового основания и затем восстанавливают при помощи цианоборгидрида натрия. Да-

ная процедура переводит 3'-терминальное рибозное кольцо вантисмысловые олигомеры морфолиновой 

структуры. Пептидный сегмент также может быть синтезирован за счет стратегий, которые совместимы 

с синтезом ДНК/РНК, например Mmt/Fmoc стратегии. В данном случае пептид может быть синтезирован 

непосредственно перед или после олигонуклеотидного сегмента. Также существуют способы получения 
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пептидного олигонуклеотидного конъюгата после синтеза, например, за счет образования дисульфидно-

го мостика. 

В некоторых воплощениях конъюгирующая группа может представлять собой или содержать ли-

пофильную конъюгирующую группу. Липофильные конъюгирующие группы могут быть выбраны из 

группы, состоящей из стеролов, станолов, стероидов, полициклических ароматических групп алифатиче-

ских групп, липидов, фосфолипидов, липофильных спиртов, жирных кислот и сложных эфиров жирных 

кислот. В некоторых воплощениях конъюгирующая группа может содержать холестерол. 

Компонент-носитель может представлять собой или содержать фармакокинетический модулятор, 

такой как липофильные или гидрофобные группы. Такие группы раскрыты в WO2012/082046 в контексте 

миРНК конъюгатов. Гидрофобная группа может содержать С8-С36 жирную кислоту, которая может быть 

насыщенной или ненасыщенной. В некоторых воплощениях могут быть применены С10, С12, С14, С16, С18, 

С20, С22, С24, С26, С28, С30, С32 и С34 жирные кислоты. Гидрофобная группа может иметь 16 или более ато-

мов углерода. Типичные приемлемые гидрофобные группы могут быть выбраны из группы, содержащей 

стерол, холестерол, пальмитоил, гексадек-8-еноил, олеил, (9Е,12Е)-октадека-9,12-диеноил, диоктаноил и 

С16-С20 ацил. Согласно WO 2012/082046 гидрофобные группы, имеющие менее чем 16 атомов углерода 

являются менее эффективными в отношении повышения полинуклеотидного таргетинга, но они могут 

быть применены во множестве копий (например, 2×, таких как 2×С8 или С10, С12 или С14) для повышения 

эффективности. Фармакокинетические модуляторы, полезные в качестве полинуклеотидных нацеленных 

групп могут быть выбраны из группы, состоящей из холестерола, алкильной группы, алкенильной груп-

пы, алкинильной группы, арильной группы, аралкильной группы, аралкенильной группы и аралкиниль-

ной группы, каждая из которых может быть линейной, разветвленной или циклической. Фармакокинети-

ческие модуляторы предпочтительно представляют собой углеводороды, содержащие только атомы уг-

лерода и водорода. Однако допускаются заместители или гетероатомы, которые поддерживают гидро-

фобность. 

WO 2007/031091 предлагает примеры других приемлемых лигнадов и компонентов-носителей, ко-

торые таким образом включены посредством ссылки. 

В некоторых воплощениях, компонент-носитель представляет собой или содержит карбогидратную 

группу. Карбогидратные конъюгирующие группы включают, но не ограничены, галактозу, лактозу, н-

ацетилгалактозамин, маннозу и маннозо-6-фосфат. Карбогидратные конъюгаты могут быть применены 

для усиления доставки или активности в ряде тканей, таких как печень и/или мышцы. См. например,  

ЕР 1495769, WO 99/65925, Yang et al., Bioconjug Chem. (2009), 20(2):213-21. Zatsepin&Oretskaya Chem. 

Biodivers.(2004) 1(10): 1401-17. 

Кроме того, олигомер может дополнительно содержать одну или более дополнительные конъюги-

рующие группы, из которых особо интересны липофильные и гидрофобные группы. Они могут, напри-

мер, действовать в качестве фармакокинетических модуляторов и могут быть ковалентно связаны или с 

карбогидратным конъюгатом, линкерное связывание карбогидратного конъюгата с олигомером или лин-

керное связывание множества карбогидратных конъюгатов (мультивалентных), или с олигомером, воз-

можно через линкер, такой как физиологически лабильный линкер. 

В некоторых воплощениях, компонент-носитель содержит группу, нацеленную на асиалогликопро-

теновый рецептор (ASGP-R), с аффинностью эквивалентной или превосходящей таковую галактозы. На-

целенная на ASPG-R, группа может быть выбрана из группы, состоящей из галактозы, галактозамина, N-

формил-галактозамина, N-ацетилгалактозамина (GalNAc), N-пропионил-галактозамина,  

N-н-бутаноил-галактозамина, и N-изобутаноилгалактозамина. В некоторых воплощениях группа, наце-

ленная на асиалогликопротеиновый рецептор, является моновалентной. В других воплощениях компо-

нент-носитель содержит галактозный кластер, такой как дивалентная, трехвалентная или четырехвалент-

ная конъюгирующая группа, нацеленная на асиалогликопротеиновый рецептор (т.е. содержащую 1, 2, 3 

или 4 терминальные карбогидратные группы, способные к связыванию с асиагликопротеиновым рецеп-

тором). В некоторых воплощениях компонент-носитель содержит GalNAc (N-ацетилгалактозамин), та-

кой как моновалентный, двухвалентный, трехвалентный или четырехвалентный GalNAc. GalNAc конъю-

гаты могут быть применены для нацеливания соединения на печень. Предпочтительный компонент-

носитель представляет собой N-ацетилглюкозаминовый тример. GalNAc конъюгаты применяют с ме-

тилфосфонатными и PNA антиСмысловыми олигонуклеотидами (например, US 5,994517 и Hangeland et 

al., Bioconjug Chem. 1995 Nov-Dec; 6(6):695-701) и миРНК (например, WO 2009/126933, WO 2012/089352 

и WO 2012/083046) и с LNA и 2'-МОЕ модифицированными нуклеозидами WO 2014/076196,  

WO 2014/207232, WO 2014/179620 и WO 2014/179627. GalNAc ссылки и специфичные конъюгаты, при-

меняемые в данном документе? таким образом включены в данный документ посредством ссылки.  

WO 2012/083046 раскрывает миРНК с GalNAc конъюгирующими группами, которые содержат расщеп-

ляемые фармакокинетические модуляторы, приемлемые для применения по настоящему изобретению, 

предпочтительные фармакокинетические модуляторы представляют собой С16-гидрофобные группы, 

такие как пальмитоил, гексадек-8-еноил, олеил, (9Е,12Е)-октадека-9,12-диеноил, диоктаноил, и С16-С20-

ацил. WO 2012/083046 расщепляемые фармакокинетические модуляторы также могут представлять со-

бой холестерол. 
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Компонент-носитель может быть выбран из группы, состоящей из галактозы, галактозамина,  

N-формил-галактозамина, N-ацетилгалактозамина, N-пропионил-галактозамина, N-н-бутаноил-

галактозамина, N-изобутаноил-галактозамина, галактозного кластера и N-ацетилгалактозаминового три-

мера и могут иметь фармакокинетический модулятор, выбранный из группы, состоящей из гидрофобной 

группы, имеющей 16 или более атомов углерода, гидрофобной группы, имеющей 16-20 атомов углерода, 

пальмитоила, гексадек-8-еноила, олеила, (9Е,12Е)-октадека-9,12-дианоила, диоктаноила и С16-С20-ацила 

и холестерола. Конкретные кластеры GalNac, раскрытые в '046 включают (Е)-гексадек-8-еноил (С16), 

олеил (С18), (9,Е,12Е)-октадека-9,12-диеноил (С18), октаноил (С8), додеканоил (С12), С20-ацил, С24-ацил, 

диоктаноил (2×С8). Компонент-носитель - фармакокинетический регулятор могут быть связаны с поли-

нуклеотидом через физиологически лабильную связь или, например, дисульфидную связь (РО-линкер), 

или ПЭГ линкер. Изобретение также относится к применению сложных фосфодиэфирных линкеров ме-

жду олигомером и компонентом-носителем (соответственно расположенных между олигомером и карбо-

гидратной конъюгирующей группой). 

В некоторых воплощениях настоящего изобретения олигомер связан, предпочтительно конъюгиро-

ван с компонентом-носителем, который может быть применен для доставки олигомеров в печень субъек-

та, например, за счет повышения клеточного захвата олигомеров. 

В конкретном воплощении компонент-носитель может представлять собой GalNAc или кластер 

GalNAc. Фиг. 2 и 3 представляет некоторые компоненты-носители. 

Для нацеливания на гепатоциты в печени предпочтительным нацеленным лигандом является галак-

тозный кластер. 

Галактозный кластер содержит молекулу, имеющую, например, 2-4 галактозных производных. Как 

употреблено в данном документе, термин "галактозное производное" включает как галактозу, так и про-

изводные галактозы, имеющие аффинность к ASGP-R эквивалентную или превышающую таковую га-

лактозы. Терминальное галактозное производное прикреплено к молекуле через ее С-1 углерод. ASGP-R 

уникален для гепатоцитов и связывает разветвленные галактозо-терминальные гликопротеины. Предпоч-

тительный галактозный кластер имеет три терминальных галактозамина или производных галактозами-

на, каждый имеющий аффинность к асиалогликопротеиновому рецептору. Более предпочтительный га-

лактозный кластер имеет три терминальных N-ацетил-галактозамина. Другие термины, распространен-

ные в области техники, включают трехантеннальную галактозу, трехвалентную галактозу и галактозный 

тример. Известно, что кластеры производного трехантеннальной галактозы связаны с ASGP-R с большей 

аффинностью, чем структуры производных биантеннальной и моноантеннальной галактозы (Baenziger 

and Fiete, 1980, Cell, 22, 611-620; Connolly et al., 1982,1. Biol. Chern., 257,939-945). Мультивалентность 

необходима для достижения нМ аффинности. 

Предпочтительное производное галактозы представляет сообой N-ацетил-галактозамин (GalNAc). 

Другие сахариды, обладающие высокой аффинностью к асиалогликопротеиновому рецептору могут 

быть выбраны из списка, содержащего: галактозамин, N-н-бутаноилгалактозамин и N-изо-

бутаноилгалактозамин. Аффинности различных производных галактозы к асиалогликопротеиновому 

рецептору изучены (см.. например, Jobst, S.T. and Drickamer, K.J.B.C. 1996, 271, 6686) или легко опреде-

ляются при помощи способов обычных в области техники. 

Галактозный кластер может содержать два или предпочтительно три производных галактозы, каж-

дое связанное с центральной точкой ветвления. Производные галактозы прикреплены к центральной 

точке ветвления через C-I углероды сахаридов. Производное галактозы предпочтительно связано с точ-

кой ветвления через линкеры или спейсеры. Предпочтительный спейсер представляет собой гибкий гид-

рофильный спейсер (U.S.Patent 5885968; Biessen et al. J. Med. Chem. 1995, Vol. 39, p. 1538-1546). Пред-

почтительный гибкий гидрофильный спейсер представляет собой ПЭГ спейсер. Предпочтительный ПЭГ 

спейсер представляет собой ПЭГ3 спейсер (три этиленовых звена). Точка ветвления может представлять 

собой любую небольшую молекулу, которая делает возможным прикрепление трех производных галак-

тозы и в дальнейшем делает возможным прикрепление точки ветвления к олигомеру. Каждое производ-

ное галактозы (карбогидратная группа) в GalNAc кластере (например, GalNAc) может быть соединено с 

олигомером через спейсер, такой как (поли)этиленгликолевый линкер (ПЭГ), такой как ди-, три-, тетра-, 

пента-, гексаэтиленгликолевый линкер. ПЭГ группа может формировать спейсер между сахарной груп-

пой производного галактозы и пептидным (дилизин показан) линкером. Примером группы точки ветвле-

ния является дилизин. Молекула дилизина содержит триаминогруппы, через которые три производных 

галактозы могут быть прикреплены, и карбоксильную реактивную группу, через которую дилизин может 

быть прикреплен к олигомеру (см., например, фиг. 4). 

Карбогидратный конъюгат (например, GalNAc), или карбогидрат-линкерная группа (например, 

карбогидрат-ПЭГ группа) могут быть ковалентно соединены (связаны) с олигомером через группу точки 

ветвления, такую как аминокислота или пептид, которые соответственно содержат две или более амино-

группы (такие как 3, 4 или 5), такую как лизин, дилизин или трилизин или тетрализин. Молекула трили-

зина содержит четыре аминогруппы, через которые три карбогидратные конъюгирующие группы, такие 

как галактоза и производные (например, GalNAc) и в дальнейшем конъюгат, такой как гидрофобная 

и/или липофильная группа, могут быть прикреплены и карбоксильную реактивную группу, через кото-
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рую трилизин может быть прикреплен к олигомеру. В дальнейшем конъюгат, такой как липофиль-

ная/гидрофобная группа может быть прикреплен к остатку лизина, который прикреплен к олигомеру. 

В некоторых воплощениях GalNac кластер содержит пептидный линкер, например, Tyr-Asp(Asp) 

трипептид или Asp(Asp) дипептид, который прикреплен к олигомеру через бирадикальный линкер, на-

пример, кластер GalNac может содержать бирадикальные линкеры, такие как таковые, показанные в ка-

честве Conj 3, 3а , 4 и 4а на фиг. 3. 

Альтернативные ветвящиеся молекулы могут быть выбраны из группы, состоящей из 1,3-бис-[5-

(4,4'-диметокситритилокси)пентиламидо]пропил-2-[(2-цианоэттил)-(N,N-диизопропил)]фосфорамидита 

(Glen Research Catalogue Number: 10-1920-xx), трис-2,2,2-[3-(4,4'-диметокситритилокси)-

пропилоксиметил]этил-[(2-цианоэтил)-(N,N-диизопропил)]-фосфорамидита (Glen Research Catalogue 

Number: 10-1922-xx), трис-2,2,2-[3-(4,4'-диметокситритилокси)пропилоксиметил]метиленоксипропил-[(2-

цианоэтил)-(N,N-диизопропил)]-фосфорамидита и 1-[5-(4,4'-диметокси-тритилокси)пентиламидо]-3-[5-

флуоренометокси-каронил-окси-пентиламидо]-пропил-2-[(2-цианоэтил)-(N,N-диизопропил)]-

фосфорамидита (Glen Research Catalogue Number: 10-1925-xx). WO 2014/179620 и европейская заявка на 

патент No. 14188444.5 описывает получение различных GalNAc конъюгирующих групп (таким образом, 

включенных посредством ссылки). Прикрепление точки ветвления к олигомеру может происходить че-

рез линкер или спейсер. Предпочтительный спейсер представляет собой гибкий гидрофильный спейсер. 

Предпочтительный гибкий гидрофильный спейсер представляет собой ПЭГ спейсер или С6-линкер. 

Предпочтительный ПЭГ спейсер представляет собой ПЭГ3 спейсер (три этиленовых звена). В предпоч-

тительном воплощении линкер представляет собой физиологически лабильный линкер. Галактозный 

кластер может быть прикреплен к 3' или 5'-концу олигомера при помощи способов, известных в области 

техники. В предпочтительных воплощениях конъюгирующая группа, нацеленная на асиалогликопротеи-

новый рецептор, связана с 5'-концом олигонуклеотида. 

Предпочтительный галактозный кластер содержит три терминальных GalNAc группы, связанных 

через ПЭГ спейсер с дилизиновой ветвящейся молекулой (GalNAc кластер). Предпочтительно ПЭГ спей-

сер представляет собой 3ПЭГ спейсер. Предпочтительные кластеры GalNAc представляют собой Conj 1, 

1а, 2 и 2а. Наиболее предпочтительным является Conj2a (также называемый GalNAc2). 

Галактозные кластеры представлены на фиг. 3. 

Линкер компонента-носителя. 

Компонент-носитель может быть связан с первым олигомерным участком и/или вторым олигомер-

ным участком посредством линкера (L). Может быть применен любой приемлемый линкер. 

Карбогидратный конъюгат (например, GalNAc) может быть связан с олигомером через биорасщеп-

ляемый линкер, также называемый физиологически лабильным линкером. 

Как употреблено в данном документе, физиологически лабильная связь представляет собой лабиль-

ную связь, которая расщепляется при условиях, которые обычно встречаются или аналогичны таковым в 

теле млекопитающего (также рассматривается в качестве физиологически лабильного линкера). Физио-

логически лабильные связующие группы выбраны так, что они подвергаются химической трансформа-

ции (например, расщеплению) при определенных физиологических условиях. Внутриклеточные условия 

млекопитающих включают химические условия, такие как рН, температура, окислительные или восста-

новительные условия или агенты, и концентрацию солей, обнаруживаемые в или аналогичные таковым в 

клетках млекопитающих. Внутриклеточные условия млекопитающих также включают присутствие фер-

ментативной активности, обычно присутствующей в клетке млекопитающих, такой как активность про-

теолитических и гидролитических ферментов. 

Химическая трансформация (расщепление или лабильная связь) может возникать спонтанно, в слу-

чае молекулы, содержащей лабильную связь, достигать соответствующих внутри- и/или внеклеточных 

условий среды. Например, рН лабильная связь может быть расщеплена в случае, когда молекула попада-

ет в закисленную эндосому. Таким образом, рН лабильная связь может быть рассмотрена как эндосо-

мально расщепляемая связь. Ферментативно расщепляемые связи могут быть расщеплены под действием 

ферментов, таких как таковые, присутствующие в эндосоме или лизосоме или в цитоплазме. Дисульфид-

ная связь может быть расщеплена в случае, когда молекула попадает в восстановительные условия в кле-

точной цитоплазме. Таким образом, дисульфидная связь может быть рассмотрена как цитоплазматически 

расщепляемая связь. Как употреблено в данном документе, рН-лабильная связь является лабильной свя-

зью, которая селективно разрушается при кислых условиях (рН<7). Такие связи также могут быть назва-

ны эндосомально лабильными связями, поскольку клеточные эндосомы и лизосомы обладают рН менее 

7. Примером другого физиологически лабильного линкера является дилизин, как употреблено в данном 

документе, в кластерах GalNAc на фиг. 3. 

В некоторых воплощениях олигомерный конъюгат по изобретению содержит физиологически ла-

бильный линкер (участок PL, также рассматриваемый как биорасщепляемый линкер или нуклеазочувст-

вительный линкер), который соединяет олигомер (участок А) по изобретению с компонентом-носителем 

(или участком С). 

Для физиологически лабильных линкеров, ассоциированных с компонентом-носителем для целевой 

доставки, предпочтительно, чтобы скорость расщепления, наблюдаемая в целевой ткани (например, 
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мышцы, печень, почки или опухоль), была выше, чем таковая в сыворотке крови. Приемлемые способы 

для определения уровня (%) расщепления в целевой ткани по сравнению с сывороткой крови описаны в 

разделе "In vitro анализ тканеспецифичного расщепления линкера". 

В некоторых воплощениях физиологически лабильный линкер (также рассматриваемый как био-

расщепляемый линкер или нуклеазочувствительный линкер) в соединении по изобретению является по 

меньшей мере на 20% расщепляемым, например по меньшей мере приблизительно на 30% расщепляе-

мым, например по меньшей мере приблизительно на 40% расщепляемым, например по меньшей мере 

приблизительно на 50% расщепляемым, например по меньшей мере приблизительно на 60% расщепляе-

мым, например по меньшей мере приблизительно на 70% расщепляемым, например приблизительно на 

75% расщепляемым "In vitro анализе тканеспецифичного расщепления линкера" в разделе "Материалы и 

методы". В некоторых воплощениях расщепление (%) в сыворотке, как употреблено в "In vitro анализ 

тканеспецифичного расщепления линкера", составляет менее чем приблизительно 20%, например менее 

чем приблизительно 10%, например менее чем приблизительно 5%, например менее чем приблизительно 

1%. 

В некоторых воплощениях олигомерный конъюгат по изобретению содержит три участка: i) первый 

участок (участок А), содержащий 10-18 последовательных нуклеотидов; ii) второй участок (участок PL), 

содержащий физиологически лабильный линкер; и iii) третий участок (С), содержащий компонент-

носитель, где третий участок ковалентно связан со вторым участком, который ковалентно связан с пер-

вым участком. 

В некоторых воплощениях участок А и участок PL ковалентно связаны через фосфатнуклеозидную 

связь (например, фосфодисложноэфирную, фосфоротиоатную, фосфодитиоатную, боранофосфатную или 

метилфосфонатную) или триазольную группу. В некоторых воплощениях участок PL и участок С кова-

лентно связаны через фосфатнуклеозидную связь (например, фосфодисложноэфирную, фосфоротиоат-

ную, фосфодитиоатную, боранофосфатную или метилфосфонатную) или триазольную группу. В некото-

рых воплощениях участок PL и участок С ковалентно связаны через второй линкер, такой как линкерные 

участки Е, описанные ниже. 

В некоторых воплощениях физиологически лабильный линкер может быть расположен на 5'-конце 

и/или на 3'-конце олигомера (участок А). В предпочтительном воплощении физиологически лабильный 

линкер расположен на 5'-конце. 

В некоторых воплощениях физиологически лабильный линкер прикреплен своим 3'-концом к  

5'-концу участка А, и компонент-носитель (участок С) прикреплен к 5'-концу или физиологически ла-

бильному линкеру (например, РО-линкер), возможно через дополнительный линкерный участок Е. 

Нуклеазочувствительный линкер - фосфодисложноэфирный линкер (РО-линкер). 

В некоторых воплощениях физиологически лабильный линкер чувствителен к нуклеазе(ам), кото-

рые могут, например, экспрессироваться в целевой клетке, и как таковой, как подробно описано в данном 

документе, линкер может представлять собой короткий участок (например, 1-10) фосфодисложноэфирно 

связанных нуклеозидов, таких как нуклеозиды ДНК. 

В некоторых воплощениях, которые могут быть одинаковыми или различными, физилогически ла-

бильный линкер (участок PL) чувствителен к расщеплению нуклеазой S1. Чувствительность к расщепле-

нию S1 может быть оценена при помощи S1 нуклеазного исследования, описанного в разделе "Тест на 

расщепление нуклеазой S1". 

В некоторых воплощениях физиологически лабильный линкер (также рассматриваемый как физио-

логически лабильный линкер или нуклеазочувствительный линкер), такой как участок PL, в соединении 

по изобретению является по меньшей мере приблизительно на 30% расщепляемым, например по мень-

шей мере приблизительно на 40% расщепляемым, например по меньшей мере приблизительно на 50% 

расщепляемым, например по меньшей мере приблизительно на 60% расщепляемым, например по мень-

шей мере приблизительно на 70% расщепляемым, например по меньшей мере приблизительно на 80% 

расщепляемым, например по меньшей мере приблизительно на 90% расщепляемым, например по мень-

шей мере приблизительно на 95% расщепляемым после 120 мин инкубации с нуклеазой S1, как описано 

в разделе "Тест на расщепление нуклеазой S1". 

В некоторых воплощениях физиологически лабильный линкер (участок PL) представляет собой 

нуклеазочувствительный линкер, который содержит 1-10 нуклеозидов, например 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 или 

10 нуклеозидов, более предпочтительно 2-6 нуклеозидов и наиболее предпочтительно 2-4 связанных 

нуклеозида. В некоторых воплощениях нуклеазочувствительный линкер является фосфодисложноэфир-

ным нуклеотидным линкером, таким как линкер, также называемый РО-линкер. В предпочтительных 

воплощениях нуклеазочувствительный линкер (РО-линкер) содержит по меньшей мере один фосфоди-

сложноэфирно-связанный нуклеозид. Предпочтительно, нуклеазочувствительный РО-линкер содержит 

по меньшей мере две последовательные фосфодисложноэфирные связи, например по меньшей мере 3, 

или 4, или 5 последовательных фосфодисложноэфирных связей. 

В некоторых воплощениях нуклеозиды в РО-линкере (возможно независимо) выбраны из группы, 

состоящей из ДНК или РНК или их модификаций, которые не интерферируют с нуклеазным расщепле-

нием. Модификации нуклеозидов ДНК и РНК, которые не интерферируют с нуклеазным расщеплением, 
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могут представлять собой нуклеооснования неприродного происхождения. Определенные нуклеозиды, 

модифицированные по сахарам, также делают возможным нуклеазное расщепление, такое как альфа-L-

окси-LNA. В некоторых воплощениях все нуклеозиды РО-линкера содержат (возможно независимо) или 

2'-ОН рибозу (РНК), или  

2'-Н сахар, т.е. РНК или ДНК. В некоторых воплощениях нуклеозиды РО-линкера представляют собой 

нуклеозиды ДНК. В некоторых воплощениях по меньшей мере два последовательных нуклеозида  

РО-линкера представляют собой нуклеозиды ДНК или РНК (например, по меньшей мере 3, или 4, или 5 

последовательных нуклеозида ДНК или РНК). Предпочтительно РО-линкер состоит из 1-5 или 1-4, на-

пример 2, 3, 4, последовательных фосфодисложноэфирно-связанных нуклеозидов ДНК. В предпочти-

тельных воплощениях РО-линкер является настолько коротким, что не рекрутирует (не привлекает) 

РНКазу Н. В некоторых воплощениях РО-линкер содержит не более чем 3 или не более чем 4 последова-

тельных фосфодисложноэфирно связанных ДНК и/или РНК нуклеозидов (таких как нуклеозиды ДНК). 

В некоторых воплощениях РО-линкер не комплементарен нуклеиново-кислотной последовательно-

сти-мишени или олигомеру в участке А. 

В некоторых воплощениях РО-линкер комплементарен нуклеиново-кислотной последовательности-

мишени. В данном отношении участок А и РО-линкер вместе могут формировать единую непрерывную 

последовательность, которая комплементарна последовательности-мишени. 

В некоторых воплощениях участок А и РО-линкер формируют единую непрерывную нуклеиново-

кислотную последовательность 10-22, например, 12-20 нуклеотидов в длину. В данном контексте участок 

А может быть дифференцирован от РО-линкера тем, что он начинается по меньшей мере с одного, пред-

почтительно по меньшей мере двух модифицированных нуклеозидов с повышенной аффинностью свя-

зывания с целевой нуклеиновой кислотой (например, LNA или нуклеозидами с 2' замещенной сахарной 

группой) и участок А сам по себе способен модулировать экспрессию целевой нуклеиновой кислоты в 

соответствующей клеточной линии. Более того, если участок А содержит нуклеозиды ДНК или РНК, они 

связаны устойчивой к нуклеазе межнуклеозидной связью, такой как фосфоротиоат или боранофосфат. 

В некоторых аспектах межнуклеозидная связь между первым (участок А) или вторым участком 

(РО-линкер) может быть рассмотрена как часть второго участка. 

В некоторых воплощениях последовательность оснований в РО-линкере выбрана для обеспечения 

оптимального сайта расщепления эндонуклеазой, на основании преобладающих эндонуклеаз, присутст-

вующих в целевой ткани, или клетке, или субклеточном компартменте. В данном отношении посредст-

вом выделения клеточных экстрактов из целевых тканей и нецелевых тканей последовательности эндо-

нуклеаз для применения в РО-линкере могут быть выбраны на основании предпочтительной расщеп-

ляющей активности в желаемой целевой клетке (например, печени/гепатоцитах) по сравнению с нецеле-

вой клеткой (например, почки). В этом отношении эффективность соединения для нацеленного подавле-

ния может быть оптимизирована для желаемой ткани/клетки. 

В некоторых воплощениях РО-линкер содержит динуклеотид последовательности АА, AT, AC, AG, 

ТА, ТТ, ТС, TG, CA, CT, CC, CG, GA, GT, GC или GG, где С может представлять собой 5-метилцитозин 

и/или Т может быть замещен U. Предпочтительно межнуклеозидная связь представляет собой фосфоди-

сложноэфирную связь. В предпочтительном воплощении РО-линкер представляет собой динуклеотид 

СА по меньшей мере с двумя фосфодисложноэфирными связями (одна относится к участку А). В неко-

торых воплощениях РО-линкер содержит тринуклеотид последовательности ААА, ААТ, AAC, AAG, 

ATA, ATT, АТС, ATG, АСА, ACT, ACC, ACG, AGA, AGT, AGC, AGG, ТАА, ТАТ, ТАС, TAG, TTA, 

TTT, TTC, TAG, ТСА, ТСТ, ТСС, TCG, TGA, TGT, TGC, TGG, CAA, CAT, САС, CAG, СТА, CTG, CTC, 

CTT, CCA, CCT, CCC, CCG, CGA, CGT, CGC, CGG, GAA, GAT, GAC, CAG, GTA, GTT, GTC, GTG, 

GCA, GCT, GCC, GCG, GGA, GGT, GGC и GGG, где С может представлять собой 5-метилцитозин и/или 

Т может быть замещен U. Предпочтительно межнуклеозидные связи представляют собой фосфодислож-

ноэфирные связи. В некоторых воплощениях РО-линкер содержит тетрануклеотид последовательности 

АААХ, ААТХ, ААСХ, AAGX, АТАХ, АТТХ, АТСХ, ATGX, АСАХ, АСТХ, АССХ, ACGX, AGAX, 

AGTX, AGCX, AGGX, ТААХ, ТАТХ, ТАСХ, TAGX, TTAX, TTTX, TTCX, TAGX, TCAX, TCTX, TCCX, 

TCGX, TGAX, TGTX, TGCX, TGGX, СААХ, САТХ, САСХ, CAGX, CTAX, CTGX, СТСХ, СТТХ, ССАХ, 

ССТХ, СССХ, CCGX, CGAX, CGTX, CGCX, CGGX, GAAX, GATX, GACX, CAGX, GTAX, GTTX, 

GTCX, GTGX, GCAX, GCTX, GCCX, GCGX, GGAX, GGTX, GGCX и GGGX, где X может быть выбран 

из группы, состоящей из А, Т, U, G, С и их аналогов, где С может представлять собой 5-метилцитозин 

и/или Т может быть замещен U. Предпочтительно межнуклеозидные связи представляют собой фосфо-

дисложноэфирные связи. Следует учитывать, что относительно (естественного происхождения) нуклео-

оснований А, Т, U, G, С они могут быть замещены нуклеотидными аналогами, которые функционируют 

в качестве эквивалентов естественных нуклеооснований (например, пара оснований с комплементарным 

нуклеозидом). 

В некоторых воплощениях участок PL представляет собой фосфодисложноэфирный нуклеотидный 

линкер (РО-линкер), ковалентно прикрепленный к липофильной конъюгирующей группе, такой как ли-

пид, жирная кислота, стерол, такой как холестерол или токоферол. В некоторых воплощениях, участок 

PL представляет собой фосфодисложноэфирный нуклеотидный линкер (РО-линкер) ковалентно прикре-



034924 

- 15 - 

пленный к группе, нацеленной на асиалогликопротеиновый рецептор, такой как GalNAc компонент-

носитель. 

Концепция встройки физиологически лабильного линкера между олигомером и компонентом-

носителем описана подробно в WO 2014/076195 (таким образом, включена посредством ссылки, в част-

ности фиг. 3 и 4 включены посредством ссылки). 

Альтернативные линкеры (участок Е). 

В некоторых случаях линкеры необязательно являются физиологически лабильными, но главным 

образом служат для ковалентного присоединения третьего участка, например компонента-носителя (уча-

сток С), к олигомеру (участок А). В данном документе эти линкеры также названы как участок Е. Олиго-

мерные конъюгаты по настоящему изобретению могут быть сконструированы из следующих элементов 

участка: А-С/С-А, A-PL-C/C-PL-A, A-PL-E-C/C-E-PL-A, A-E-PL-C/C-PL-E-A или А-Е-С/С-Е-А. 

В некоторых воплощениях линкер Е содержит цепочечную структуру или олигомер из повторяю-

щихся звеньев, таких как этиленгликоль, аминокислотные звенья или аминоалкильные группы. Линкер Е 

может обладать по меньшей мере двумя функциональными группами, одной для прикрепления к олиго-

меру (возможно при помощи физиологически лабильного линкера) и другой для прикрепления к компо-

ненту-носителю. Примеры линкерных функциональных групп могут быть электрофильными для реакции 

с нуклеофильными группами на олигомере или компоненте-носителе или нуклеофильными для реакции 

с электрофильными группами. В некоторых воплощениях линкерные функциональные группы включают 

амино, гидроксил, карбоновую кислоту, тиол, фосфорамидат, фосфоротиоат, фосфат, фосфит, ненасы-

щенности (например, двойные или тройные связи) и т.п. Например, карбогидратный компонент-носитель 

(например, GalNAc) может быть связан с олигомером через линкер, такой как (поли)этиленгликолевый 

линкер (ПЭГ), такой как ди, три, тетра, пента, гексаэтиленгликолевый линкер. 

В некоторых воплощениях линкер (участок Е) представляет собой аминоалкил, такой как  

С2-С36аминоалкильная группа, включая, например, С6-С12-аминоалкильные группы. В предпочтительном 

воплощении линкер (участок Е) представляет собой С6аминоалкильную группу. Аминоалкильная группа 

может быть добавлена к олигомеру (участок А или участок A-L/L-A) как часть стандартного синтеза 

олигомера, например, при помощи (например, защищенные) аминоалкилфосфорамидита. Связующая 

группа между аминоалкилом и олигомером может представлять собой, например, фосфоротиоат или 

фосфодисложный эфир или одну из других нуклеозидных связующих групп, упомянутых в данном до-

кументе. Аминоалкильная группа ковалентно связана с 5'- или 3'-концом олигомера. Коммерчески дос-

тупные аминоалкильные линкеры представляют собой, например, 3'-аминомодифицирующий реагент 

для связи с 3'-концом олигомера и для связи с 5'-концом олигомера, 5'-аминомодификатор С6 является 

доступным. Данные реагенты доступны от Glen Research Corporation (Sterling, Va.). Данные соединения 

или аналоги были применены Krieg et al., Antisense Research and Development 1991, 1, 161 для присоеди-

нения флуоресцеина к 5'-терминальному концу олигомера. Широкий спектр дополнительных линкерных 

групп известен в области техники и может быть полезен при прикреплении компонентов-носителей к 

олигомерам. Обзор многих полезных линкерных групп может быть найден, например, в Antisense  

Research and Applications, S.Т. Crooke and B. Lebleu, Eds., CRC Press, Boca Raton, Fla., 1993, p. 303-350. 

Другие соединения, такие как акридин, прикреплены 3'-терминальной фосфатной группе олигомера че-

рез полиметиленовую связь (Asseline et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1984, 81, 3297). Любая из выше-

упомянутых групп может быть применена в качестве линкера (участок Е) или комбинации с одним или 

более дополнительными линкерами (участок Е-Е' или участок E-L или L-E). 

Линкеры и их применение при получении олигомерных конъюгатов предложены в области техни-

ки, например WO 96/11205 и WO 98/52614 и U.S. Pat. No. 4948882; 5525465; 5541313; 5545730; 5552538; 

5580731; 5486603; 5608046; 4587044; 4667025; 5254469; 5245022; 5112963; 5391723; 5510475; 5512667; 

5574142; 5684142; 5770716; 6096875; 6335432; и 6335437, WO 2012/083046, каждый из которых включен 

во всей полноте посредством ссылки. Фиг. 3 представляет пример кластеров GalNAc, Conj 1, 2, 3, 4 и 

Conj 1а, 2а, 3а и 4а, обладающих дополнительным С6 линкером, который присоединяет кластер GalNac к 

олигомеру. 

Группа, нацеленная на асиалогликопротеиновый рецептор (ASGP-R). 

Как употреблено в данном документе, термин "группа, нацеленная на асиалогликопротеиновый ре-

цептор (ASGP-R)" относится к группе, которая взаимодействует с ASGP-R и таким образом приводит 

олигомер в контакт с или в близость с клеткой, экспрессирующей поверхностный ASGP-R. 

Конъюгирующая группа. 

В некоторых воплощениях компонент-носитель представляет собой конъюгирующую группу. 

Кроме того, одна или более конъюгирующие группы могут быть прикреплены к олигомеру или 

олигомерному конъюгату в дополнение к компоненту-носителю. 

В некоторых воплощениях одна или более конъюгирующая группа может быть прикреплена к оли-

гомеру по настоящему изобретению. 

Конъюгирующая группа может быть ненуклеотидной группой или неполинуклеотидной группой. 

Конъюгирующая группа может повышать активность, клеточное распределение или клеточный за-

хват олигомера по изобретению. Такие группы включают, но не ограничены, антитела, полипептиды, 
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липидные группы, такие как холестериновая группа, холевая кислота, тиоэфир, например, гексил-s-

тритилтиол, тиохолестерол, алифатическую цепь, например додекандиол или ундециловые остатки, 

фосфолипиды, например ди-гексадецил-рац-глицерол или триэтиламмоний 1,2-ди-орто-гексадецил-рац-

глицеро-3-Н-фосфонат, полиамин или полиэтиленгликолевую цепь, адамантин уксусную кислоту, паль-

митиловую группу, октадециламин или гексиламино-карбонил-оксихолестериновую группу. 

Олигомеры по изобретению также могут быть конъюгированы с активными лекарственными веще-

ствами, например, аспирином, ибупрофеном, лекарственными сульфамидными препаратами, антидиабе-

тическими веществами, антибактериальными или антибиотическими веществами. 

В конкретных воплощениях конъюгирующая группа представляет собой стерол, такой как холесте-

рол. 

В различных воплощениях конъюгирующая группа содержит или состоит из положительно заря-

женного полимера, такого как положительно заряженные пептиды, например, 1-50, например, 2-20, на-

пример, 3-10 аминокислотных остатков в длину и/или полиалкиленовый оксид, такой как полиэтиленг-

ликоль (ПЭГ) или полипропиленгликоль - см. WO 2008/034123, таким образом, включенный посредст-

вом ссылки. Приемлемый положительно заряженный полимер, такой как полиалкиленоксид, может быть 

прикреплен к олигомеру по изобретению через линкер, такой как высвобождаемый линкер, описанный в 

WO 2008/034123. 

Олигомеры и олигомерные конъюгаты по настоящему изобретению могут включать в качестве 

конъюгирующей группы соответствующую лиганд-связывающую молекулу. Например, олигонуклеоти-

ды могут быть конъюгированы для терапевтического введения лиганд-связывающих молекул, которые 

распознают молекулы клеточной поверхности, такие как согласно международной заявке на патент  

WO 91/04753. Лигандсвязывающая молекула может содержать, например, антитело к антигену клеточ-

ной поверхности, антитело к рецептору клеточной поверхности, фактор роста, имеющий соответствую-

щий рецептор клеточной поверхности, антитело к такому фактору роста, или антитело, которое распо-

знает комплекс фактора роста и его рецептора. Способы конъюгирования лиганд-связывающих молекул 

с олигонуклеотидами описаны подробно в WO 91/04753. Более того способы конъюгирования и способы 

улучшения клеточного захвата, которые могут быть применены, описаны в следующих международных 

заявках на патент WO 96/40961, WO 99/64449, WO 99/02673, WO 98/03533, WO 00/15265 и патентах 

США 5856438 и 5138045. 

Посредством дальнейшего примера конъюгирующая группа может представлять собой ростовой 

фактор, такой как трансферрин или фолат. Комплексы трансферрин-полилизин-олигонуклеотид или 

комплексы фолат-полилизин-олигонуклеотид могут быть получены для захвата клетками, экспресси-

рующими высокие уровни рецептора трансферрина или фолата. Получение трансферриновых комплек-

сов в качестве компонентов-носителей, усиливающих захват олигонуклеотидов клетками описано Wag-

ner et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87, 3410-3414 (1990). Клеточная доставка фолат-макромолекулярных 

конъюгатов посредством эндоцитоза, опосредованного фолатным рецептором, включая доставку анти-

смыслового олигонуклеотида, описана Low et al., патент США 5108921. Также см. Leamon et al., Proc. 

Natl. Acad. Sci. 88, 5572 (1991). 

Целевая нуклеиновая кислота/ последовательность-мишень. 

В предпочтительных аспектах термины "целевая нуклеиновая кислота" и "последовательность-

мишень", как употреблено в данном документе, относятся к ДНК или РНК, кодирующим полипептид 

НВх или HBsAg, такой как последовательность, содержащаяся внутри любой из SEQ ID NO: 1 или  

SEQ ID NO: 2. Термины "целевая нуклеиновая кислота" и " последовательность-мишень", таким образом, 

включают НВх- или HBsAg-кодирующие нуклеиновые кислоты или их варианты естественного проис-

хождения и РНК нуклеиновые кислоты, полученные из них, предпочтительно мРНК, такую как пре-

мРНК, хотя предпочтительно зрелую мРНК. В некоторых воплощениях, например, при применении в 

исследовании или диагностике "целевая нуклеиновая кислота" или "последовательность-мишень" может 

представлять собой кДНК или синтетический олигонуклеотид, полученный из вышеупомянутых ДНК 

или РНК нуклеиново-кислотных мишеней. Олигомер по изобретению предпочтительно способен гибри-

дизоваться с целевой нуклеиновой кислотой. 

Идентичность/гомология. 

Как употреблено в данном документе, термины "гомологичный" и "гомология" являются взаимоза-

меняемыми с терминами "идентичный" и "идентичность". 

Соответствующий/соответствовать. 

Термины "соответствующий" и "соответствовать" относятся к сравнению между нуклеотидной по-

следовательностью олигомера (т.е. нуклеооснованию или последовательности нуклеооснований) или его 

непрерывной нуклеотидной последовательности и эквивалентной нуклеотидной последовательности, 

дополнительной последовательности, выбранной из или i) субпоследовательности, обратного компле-

мента нуклеиново-кислотной мишени, такой как мРНК, кодирующей последовательность целевого бел-

ка, такую как любая последовательность мРНК внутри SEQ ID NO: 1, или SEQ ID NO: 2, или  

SEQ ID NO: 3; и/или ii) последовательности любой специфичной нуклеотидной последовательности, 

предложенной в данном документе, или ее субпоследовательности. Нуклеотидные аналоги сравнивают 
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непосредственно с их эквивалентом или соответствующими нуклеотидами. Последовательность, которая 

соответствует дальнейшей последовательности i) или ii), обычно идентична сверх длины первой после-

довательности (такой как непрерывная нуклеотидная последовательность) или, как описано в данном 

документе, может в некоторых воплощениях быть по меньшей мере на 80% гомологичной соответст-

вующей последовательности, например по меньшей мере на 85% гомологичной, по меньшей мере на 

90% гомологичной, по меньшей мере на 91% гомологичной, по меньшей мере на 92% гомологичной, по 

меньшей мере на 93% гомологичной, по меньшей мере на 94% гомологичной, по меньшей мере на 95% 

гомологичной, по меньшей мере на 96% гомологичной, например по меньшей мере на 100% гомологич-

ной (идентичной). Процент идентичности последовательности может быть вычислен за счет подсчета 

числа выравненных нуклеотидов, которые идентичны между двумя последовательностями, разделенного 

на общее число звеньев олигомера и умноженное на 100. 

Термины "соответствующий нуклеотидный аналог" и "соответствующий нуклеотид" предназначе-

ны для обозначения того, что нуклеотид в последовательности нуклеотидного аналога и нуклеотид есте-

ственного происхождения идентичны. Например, в случае, когда 2-дезоксирибозное звено нуклеотида 

связано с аденином, "соответствующий нуклеотидный аналог" содержит пентозное звено (отличное от  

2-дезоксирибозы), связанное с аденином. 

Комплементарность. 

Термин "комплементарность" означает, что две последовательности комплементарны в случае, ко-

гда последовательность один связывается антипараллельно с другой последовательностью, где 3'-конец 

каждой последовательности связывается с 5'-концом другой последовательности, и каждый A, T(U), G и 

С одной последовательности затем выравнен с T(U), А, С и G, соответственно другой последовательно-

сти. Обычно комплементарная последовательность олигонуклеотида по меньшей мере на 90%, предпоч-

тительно по меньшей мере на 95%, наиболее предпочтительно на 100% комплементарна определенной 

последовательности. 

При определении степени "комплементарности" между олигомерами по изобретению (или их уча-

стками) и последовательностью-мишенью, такой как последовательность-мишень НВх или HBsAg, сте-

пень "комплементарности" (также "гомологичности" или "идентичности") выражают в процентах иден-

тичности (или процентах гомологичности) между последовательностью олигомера (или ее участком) и 

последовательностью целевого участка (или обратного комплемента целевого участка), которая наилуч-

шим образом выравнена с ней. Процент вычисляют на основании подсчета числа выравненных основа-

ний, которые идентичны между двумя последовательностями, разделив на общее число непрерывных 

звеньев олигомера и умножив на 100. При таком сравнении, если существуют гэпы, предпочтительно 

чтобы скорее такие гэпы не совпадали, чем области, где число звеньев внутри гэпа отличается между 

олигомером по изобретению и целевым участком. 

В частности, термин "комплементарность" означает способность к спариванию нуклеотидов между 

первой нуклеиновой кислотой и второй нуклеиновой кислотой. Две последовательности комплементар-

ны в случае, когда одна может антипараллельно связываться с другой последовательностью, где 3'-конец 

каждой последовательности связывается с 5'-концом другой последовательности, и каждое нуклеоосно-

вание A, T(U), G и С одной последовательности затем выравнивают с T(U), А, С и G соответственно дру-

гой последовательности. При определении степени комплементарности между олигомерами по изобре-

тению (или их участками) и последовательностью-мишенью, такой как последовательность-мишень НВх 

или HBsAg, степень комплементарности выражают в виде процента комплементарности между последо-

вательностью олигомера (или ее участком) и последовательностью целевого участка, которая наилучшим 

образом выравнена с ней. Процент вычисляют на основании подсчета числа выравненных оснований, 

которые формируют пары между двумя последовательностями, разделив на общее число непрерывных 

звеньев олигомера и умножив на 100. При таком сравнении нуклеооснование/нуклеотид, который не вы-

равнен, называют несовпадением. Обычно комплементарная последовательность олигонуклеотида по 

настоящему изобретению по меньшей мере на 80%, предпочтительно по меньшей мере на 85%, предпоч-

тительно по меньшей мере на 90%, более предпочтительно по меньшей мере на 95%, более предпочти-

тельно 95%, наиболее предпочтительно 100%, комплементарна определенной последовательности. 

Термин "комплементарная последовательность" в отношении полинуклеотидной последовательно-

сти относится к нуклеотидной последовательности в другой молекуле нуклеиновой кислоты на основа-

нии правила спаривания оснований. В частности, термин или подобные термины относятся к гибридиза-

ции или спариванию нуклеотидов между нуклеотидами или нуклеиновыми кислотами, такими как, на-

пример, между двумя цепями молекулы двухцепочечной ДНК или между олигонуклеотидным прайме-

ром и сайтом связывания праймера на одноцепочечной нуклеиновой кислоте, подлежащей секвенирова-

нию или амплификации. Комплементарные нуклеотиды обычно представляют собой А и Т (или А и U) 

или С и G. Две одноцепочечные молекулы РНК или ДНК являются, по существу, комплементарными в 

случае, когда нуклеотиды одной цепи, оптимально выравненные и сравненные и с соответствующими 

нуклеотидными инсерциями или делециями, парны по меньшей мере приблизительно на 95% нуклеоти-

дам другой цепи, обычно по меньшей мере приблизительно на 98% и более предпочтительно от прибли-

зительно 99 до приблизительно 100%. Комплементарность полинуклеотидных последовательностей мо-
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жет быть идентифицирована посредством различных способов, включая применение хорошо известных 

компьютерных алгоритмов и программного обеспечения, например программы BLAST. 

Обратно комплементарный/обратный комплемент/обратная комплементарность. 

Термины "обратный комплемент" и "обратная комплементарность" употребляют в данном доку-

менте взаимозаменяемо с терминами "комплементарный" и "комплементарность". 

Несовпадение. 

Термин "несовпадение", который иногда относится к не комплементарному нуклеооснованию, от-

носится к нуклеооснованию или нуклеотиду в данной позиции в первой нуклеиновой кислоте, который 

не может быть спарен по Уотсону-Крику с соответствующим нуклеооснованием или нуклеотидом во 

второй нуклеиновой кислоте, в случае, когда первая нуклеиновая кислота выравнена со второй нуклеи-

новой кислотой. Первая нуклеиновая кислота может, например, представлять собой олигомер или оли-

гомерный конъюгат по изобретению и вторая нуклеиновая кислота может представлять собой, например, 

последовательность-мишень. В олигомере или олигомерном конъюгате, содержащем множественные 

несовпадения, несовпадения могут или быть прилегающими друг к другу, или быть разбросанными. 

Варианты естественного происхождения. 

Термин " варианты их естественного происхождения" относится к вариантам последовательности-

мишени, которая существует в природе внутри определенной таксономической группы, такой как гено-

типы A-HHBV. Обычно в случае, когда рассматриваются "варианты естественного происхождения" по-

линуклеотида термин также может охватывать любой аллельный вариант последовательности-мишени, 

кодирующей геномную ДНК, которая обнаруживается посредством хромосомных транслокаций или ду-

пликаций и РНК, такую как мРНК, полученную из нее. "Варианты естественного происхождения" могут 

также включать варианты, полученные в результате альтернативного сплайсинга последовательности-

мишени мРНК. В случае ссылки на специфичную полипептидную последовательность, например, тер-

мин также включает формы белка естественного происхождения, которые в следствии этого могут быть 

процессированы, например посредством ко-или посттрансляционных модификаций, таких как расщеп-

ление сигнального пептида, протеолитическое расщепление, гликозилирование и т.д. 

Расположенный ниже. 

Как употреблено в данном документе, термин "расположенный ниже" при употреблении со ссыл-

кой на направление вдоль нуклеотидной последовательности означает в направлении от 5'- к 3'-концу. 

Аналогично, термин "расположенный выше" означает направление от 3'- к 5'-концу. 

LNA. 

Термин "LNA" относится к бициклическому нуклеозидному аналогу, известному как "закрытая 

нуклеиновая кислота". Он может относиться к звену LNA или в случае применения в контексте "нуклео-

тида LNA", LNA относится к олигонуклеотиду, содержащему один или более бициклический нуклеотид-

ный аналог. Нуклеотиды LNA характеризуются присутствием линкерной группы (такой как мостик) ме-

жду С2' и С4' кольца рибозы, например, как показано в качестве бирадикалов R
4*

-R
2*

, как описано ниже. 

Как употреблено в данном документе, термины "LNA олигонуклеотид" и "LNA-

модифицированный олигонуклеотид" включают любой олигонуклеотид или полностью, или частично 

модифицированный при помощи звеньев LNA. Таким образом, LNA-модифицированный олигонуклео-

тид может полностью состоять из звеньев LNA или LNA-модифицированный олигонуклеотид может 

содержать одно звено LNA. 

LNA, примененная в соединениях олигонуклеотида по изобретению, предпочтительно обладают 

структурой формулы I 

 
где для всех хиральных центров асимметричные группы могут быть или в R-, или в S-ориентации; 

X выбран из -О-, -S-, -N(R
N*

)-, -C(R
6
R

6*
)-, такой как в некоторых воплощениях -О-; 

В выбран из водорода, возможно замещенного C1-4-алкокси, возможно замещенного C1-4алкила, 

возможно замещенного C1-4ацилокси, нуклеооснований, включая естественного происхождения и анало-

гов нуклеооснваний, ДНК интеркаляторов, фотохимически активных групп, термохимически активных 

групп, хелатных группы, репортерных групп, и лигандов; предпочтительно В является нуклеоосновани-

ем или аналогом нуклеооснования; 

Р означает межнуклеотидную связь с прилегающим звеном, или 5'-терминальную группу, такую как 

межнуклеотидная связь, или 5'-терминальную группу, включающую заместитель R
5
 или эквивалентно 

применяемый заместитель R
5*

; 

Р* обозначает межнуклеотидную связь с прилегающим звеном, или 3'-терминальную группу; 
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R
4*

 и R
2*

 вместе обозначают бивалентную линкерную группу, состоящую из 1-4 групп/атомов, вы-

бранных из -C(R
a
R

b
)-, -C(R

a
)=C(R

b
)-, -C(R

a
)=N-, -O-, -Si(R

a
)2-, -S-, -SO2-, -N(R

a
)- и >C=Z, где Z выбран из  

-O-, -S-и-N(R
a
)- и R

a
 и R

b
, каждый независимо, выбраны из водорода, возможно замещенного C1-12алкила, 

возможно замещенного С2-12алкенила, возможно замещенного С2-12алкинила, гидрокси, возможно з 

амещенного C1-12алкокси, С2-12алкоксиалкила, C2-12алкенилокси, карбокси, C1-12алкоксикарбонила,  

C1-12алкилкарбонила, формила, арила, арилоксикарбонила, арилокси, арилкарбонила, гетероарила, гете-

роарилоксикарбонила, гетероарилокси, гетероарилкарбонила, амино, моно- и ди(С1-6алкил)амино,  

карбамоила, моно- и ди(С1-6алкил)аминокарбонила, амино-С1-6алкил-минокарбонила, моно- и  

ди(С1-6алкил)амино-С1-6алкиламинокарбонила, С1-6алкилкарбониламино, карбамидо, C1-6алканоилокси, 

сульфоно, С1-6алкилсульфонилокси, нитро, азидо, сульфанила, С1-6алкилтио, галогена, ДНК интеркалято-

ров, фотохимически активных групп, термохимически активных групп, хелатных групп, репортерных 

групп и лигандов, где арил и гетероарил могут быть возможно замещены и где два геминальных замес-

тителя R
a
 и R

b
 вместе могут означать возможно замещенный метилен (=СН2), где для всех хиральных 

центров, асимметричные группы могут быть обнаружены или в R-, или в S-ориентации; и 

каждый из заместителей R
1*

, R
2
, R

3
, R

5
, R

5*
, R

6
 и R

6*
, который присутствует, независимо выбран из 

водорода, возможно замещенного С1-12алкила, возможно замещенного С2-12алкенила, возможно замещен-

ного С2-12алкинила, гидрокси, С1-12алкокси,С2-12алкоксиалкила, С2-12алкенилокси, карбокси,  

С1-12алкоксикарбонила, С1-12алкилкарбонила, формила, арила, арилокси-карбонила, арилокси, арилкарбо-

нила, гетероарила, гетероарилокси-карбонила, гетероарилокси, гетероарилкарбонила, амино, моно- и 

ди(С1-6алкил)амино, карбамоила, моно- и ди(С1-6алкил)аминокарбонила, амино-C1-6алкиламино-

карбонила, моно- и ди(C1-6алкил)амино-C1-6алкиламинокарбонила, C1-6алкилкарбониламино, карбамидо, 

C1-6алканоилокси, сульфоно, C1-6алкилсульфонилокси, нитро, азидо, сульфанила, C1-6алкилтио, галогена, 

ДНК интеркаляторов, фотохимически активных групп, термохимически активных групп, хелатных 

групп, репортерных групп и лигандов, где арил и гетероарил могут быть возможно замещены и где два 

геминальных заместителя вместе могут означать оксо, тиоксо, имино или возможно замещенный мети-

лен; где R
N
 выбран из водорода и C1-4алкила, и где два прилегающих (не геминальных) заместителя мо-

гут обозначать дополнительную связь, приводящую к двойной связи; и R
N*

, в случае когда присутствует 

и не вовлечен в бирадикал, выбран из водорода и C1-4алкила; 

и его основных солей или солей добавления кислоты. 

Для всех хиральных центров, асимметричные группы могут быть или в R-, или в S-ориентации. 

В некоторых воплощениях R
4*

 и R
2*

 вместе означают бирадикал, состоящий из функциональных 

групп, выбранных из группы, состоящей из C(R
a
R

b
)-C(R

a
R

b
)-, C(R

a
R

b
)-O-, C(R

a
R

b
)-NR

a
-, C(R

a
R

b
)-S- и 

C(R
a
R

b
)-C(R

a
R

b
)-O-, где каждый R

a
 и R

b
 может быть выбран независимо. 

В некоторых воплощениях R
a
 и R

b
 может быть независимо выбран из группы, состоящей из водо-

рода и C1-6алкила, такого как метил, например водорода. 

В некоторых воплощениях R
4*

 и Р
2*

вместе означают бирадикал -О-СН(СН2ОСН3)-(2'O-

метоксиэтилбициклическую нуклеиновую кислоту (Seth et al., 2010, J. Org. Chem.) или в R- или в  

S-конфигурации. 

В некоторых воплощениях R
4*

 и R
2*

 вместе означают бирадикал -О-СН(СН2СН3)-(2'O-

этилбициклическую нуклеиновую кислоту (Seth et al., 2010, J. Org. Chem.) - или в R-, или в  

S-конфигурации. 

В некоторых воплощениях R
4*

 и R
2*

 вместе означают бирадикал -О-СН(СН3)- - или в R-, или в  

S-конфигурации. В некоторых воплощениях R
4*

 и R
2*

 вместе означают бирадикал -О-СН2-О-СН2- (Seth et 

al., 2010, J. Org. Chem.). 

В некоторых воплощениях R
4*

 и R
2*

 вместе означают бирадикал -O-NR-CH3- (Seth et al., 2010, J. 

Org. Chem.). 

В некоторых воплощениях звенья LNA обладают структурой, выбранной из следующей группы: 

 
В некоторых воплощениях R

1*
, R

2
, R

3
, R

5
, R

5*
независимо выбраны из группы, состоящей из водоро-

да, галогена, С1-6алкила, замещенного C1-6алкила, С2-6алкенила, замещенного С2-6алкенила, С2-6алкинила 

или замещенного С2-6алкинила, C1-6алкоксила, замещенного C1-6алкоксила, ацила, замещенного ацила,  

C1-6аминоалкила или замещенного C1-6аминоалкила. Для всех хиральных заместителей асимметричные 

группы могут быть или в R-, или в S-ориентации. 

В некоторых воплощениях R
1*

, R
2
, R

3
, R

5
, R

5*
представляют собой водород. 

В некоторых воплощениях R
1*

, R
2
, R

3
 независимо выбраны из группы, состоящей из водорода, гало-

гена, C1-6алкила, замещенного C1-6алкила, С2-6 алкенила, замещенного С2-6алкенила, С2-6алкинила или 

замещенного С2-6алкинила, C1-6алкоксила, замещенного C1-6алкоксила, ацила, замещенного ацила,  
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C1-6аминоалкила или замещенного C1-6аминоалкила. Для всех хиральных центров асимметричные группы 

могут быть или в R-, или в S-ориентации. 

В некоторых воплощениях R
1*

, R
2
, R

3
 представляют собой водород. 

В некоторых воплощениях R
5
 и R

5*
 каждый независимо выбраны из группы, состоящей из Н, -СН3,  

-СН2-СН3,- СН2-О-СН3 и -СН=СН2. Соответственно в некоторых воплощениях или R
5
, или R

5*
 представ-

ляют собой водород, где другая группа (R
5
 или R

5*
 соответственно) выбрана из группы, состоящей из  

C1-5-алкила, С2-6алкенила, С2-6алкинила, замещенного C1-6алкила, замещенного С2-6алкенила, замещенно-

го С2-6алкинила или замещенного ацила (-С(=О)-); где каждая замещенная группа является моно- или 

полизамещенной при помощи заместителей, выбранных из галогена, C1-6алкила, замещенного C1-6алкила, 

С2-6алкенила, замещенного С2-6алкенила, С2-6алкинила, замещенного С2-6алкинила, OJ1, SJ1, NJ1J2, N3, 

COOJ1, CN, O-C(=O)NJ1J2, N(H)C(=NH)NJ1J2 или N(H)C(=X)N(H)J2, где X представляет собой О или S; и 

каждый J1 и J2 представляет собой независимо Н, C1-6алкил, замещенный C1-6алкил, С2-6алкенил,  

замещенный С2-6алкенил, С2-6алкинил, замещенный С2-6алкинил, C1-6аминоалкил, замещенный  

C1-6аминоалкил или защитную группу. В некоторых воплощениях или R
5
, или R

5*
 замещены C1-6алкилом. 

В некоторых воплощениях или R
5
, или R

5*
 замещен метиленом, где группа предпочтительных заместите-

лей включает одну или более группу, независимо выбранную из F, NJ1J2, N3, CN, OJ1, SJ1, O-C(=O)NJ1J2, 

N(H)C(=NH)NJ, J2 или N(H)C(O)N(H)J2. В некоторых воплощениях каждый J1 и J2 независимо представ-

ляют собой Н или C1-6алкил. В некоторых воплощениях или R
5
 или R

5*
 представляет собой метил, этил 

или метоксиметил. В некоторых воплощениях или R
5
, или R

5*
 представляют собой метил. В дальнейшем 

воплощении или R
5
, или R

5*
 представляет собой этиленил. В некоторых воплощениях или R

5
, или R

5*
 

представляет собой замещенный ацил. В некоторых воплощениях или R
5
, или R

5*
 представляет собой 

C(=O)NJ1J2. Для всех хиральных центров асимметричные группы могут быть или в R-, или в  

S-ориентации. Такие 5' модифицированные бициклические нуклеотиды раскрыты в WO 2007/134181, 

который таким образом включен во всей полноте посредством ссылки. 

В некоторых воплощениях В представляет собой нуклеооснование, включая аналоги нуклеооснова-

ний и нуклеооснования естественного происхождения, такие как пуринил и пиримидин или замещенный 

пуринил и замещенный пиримидин, такие как нуклеооснование, упомянутое в настоящем документе, 

выбранное из группы, состоящей из аденина, цитозина, тимина, аденина, урацила и/или модифицирован-

ного или замещенного нуклеооснования, такого как 5-тиазоло-урацил, 2-тио-урацил, 5-пропинил-урацил, 

2'тио-тимин, 5-метилцитозин, 5-тиозоло-цитозин, 5-пропинил-цитозин и 2,6-диаминопурин. 

В некоторых воплощениях R
4*

 и R
2*

 вместе означают бирадикал, выбранный из-C(R
a
R

b
)-O-,  

-C(R
a
R

b
)-C(R

c
R

d
)-O-, -C(R

a
R

b
)-C(R

c
R

d
)-C(R

e
R

f
)-O-, -C(R

a
R

b
)-O-C(R

c
R

d
)-, -C(R

a
R

b
)-O-C(R

c
R

d
)-O-,  

-C(R
a
R

b
)-C(R

c
R

d
)-, -C(R

a
R

b
)-C(R

c
R

d
)-C(R

e
R

f
)-, C(R

a
)=C(R

b
)-C(R

c
R

d
)-, -C(R

a
R

b
)-N(R

c
)-,  

-C(R
a
R

b
)-C(R

c
R

d
)-N(R

e
)-, -C(R

a
R

b
)-N(R

c
)-O- и -C(R

a
R

b
)-S-, -C(R

a
R

b
)-C(R

c
R

d
)-S-, где R

a
, R

b
, R

c
, R

d
, R

e
 и R

f
, 

каждый независимо, выбраны из водорода, возможно замещенного С1-12алкила, возможно замещенного 

C2-12алкенила, возможно замещенного С2-12алкинила, гидрокси, С1-12алкокси, C2-12алкоксиалкила,  

С2-12алкенилокси, карбокси, С1-12алкоксикарбонила, С1-1-алкилкарбонила, формила, арила, арилокси-

карбонила, арилокси, арилкарбонила, гетероарила, гетероарилокси-карбонила, гетероарилокси,  

гетероарилкарбонила, амино, моно- и ди(С1-6алкил)амино, карбамоила, моно- и ди(С1-6)алкиламино-

карбонила, амино-С1-6алкиламинокарбонила, моно- и ди(С1-6алкил)амино-С1-6алкиламинокарбонила,  

C1-6алкилкарбониламино, карбамидо, C1-6алканоилокси, сульфоно, C1-6алкилсульфонилокси, нитро, ази-

до, сульфанила, C1-6алкилтио, галогена, ДНК интеркаляторов, фотохимически активных групп, термохи-

мически активных групп, хелатных групп, репортерных групп и лигандов, где арил и гетероарил могут 

быть возможно замещены и где два геминальных заместителя R
a
 и R

b
 вместе могут означать возможно 

замещенный метилен (=СН2). Для всех хиральных центров асимметричные группы могут быть или в R-, 

или в S-ориентации. 

В дальнейшем воплощении R
4*

 и R
2*

 вместе означают бирадикал (бивалентную группу), выбранный 

из -СН2-О-, -CH2-S-, -CH2-NH-, -CH2-N(CH3)-, -СН2-СН2-О-, -СН2-СН(СН3)-, -CH2-CH2-S-, -CH2-CH2-NH-, 

-CH2-CH2-CH2-, -СНг-СНг-СНг-О-, -СН2-СН2-СН(СН3)-, -СН=СН-СН2-, -СН2-О-СН2-О-, -CH2-NH-O-,  

-CH2-N(CH3)-O-, -СН2-О-СН2-, -СН(СН3)-О-и -СН(СН2-О-СН3)-О- и/или -СН2-СН2- и -СН=СН-. Для всех 

хиральных центров асимметричные группы могут быть или в R-, или S-ориентации. 

В некоторых воплощениях R
4*

 и R
2*

 вместе означают бирадикал C(R
a
R

b
)-N(R

c
)-О-, где R

a
 и R

b
 неза-

висимо выбраны из группы, состоящей из водорода, галогена, С1-6алкила, замещенного С1-6алкила,  

С2-6алкенила, замещенного С2-6алкенила, С2-6алкинила или замещенного С2-6алкинила, C1-6алкоксила,  

замещенного C1-6алкоксила, ацила, замещенного ацила, C1-6аминоалкила или замещенного  

C1-6аминоалкила, такого как водород, и где R
c
 выбран из группы, состоящей из водорода, галогена  

C1-6алкила, замещенного C1-6алкила, С2-6алкенила, алкенила, замещенного С2-6алкенила, С2-6алкинила или 

замещенного С2-6алкинила, C1-6алкоксила, замещенного C1-6алкоксила, ацила, замещенного ацила,  

C1-6аминоалкила или замещенного C1-6аминоалкила, такого как водород. 

В некоторых воплощениях R
4*

 и R
2*

 вместе означают бирадикал C(R
a
R

b
)-O-C(R

c
R

d
)-О-, где R

a
, R

b
, 

R
c
 и R

d
 независимо выбраны из группы, состоящей из водорода, галогена, C1-6алкила, замещенного  

C1-6алкила, С2-6алкенила, замещенного С2-6алкенила, С2-6алкинила или замещенного С2-6алкинила,  
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C1-6алкоксила, замещенного C1-6алкоксила, ацила, замещенного ацила, C1-6аминоалкила или замещенного 

C1-6аминоалкила, например водорода. 

В некоторых воплощениях R
4
 и R

2
 формируют бирадикал -CH(Z)-O-, где Z выбран из группы, со-

стоящей из C1-6алкила, С2-6алкенила, С2-6алкинила, замещенного C1-6алкила, замещенного С2-6алкенила, 

замещенного С2-6алкинила, ацила, замещенного ацила, замещенного амида, тиола или замещенного тио; 

и где каждая из замещенных групп независимо является моно или полизамещенной возможно защитны-

ми замещающими группами, независимо выбранными из галогена, оксо, гидроксила, OJ1, NJ1J2, SJ1, N3, 

OC(=X)J1, OC(=X)NJ1J2, NJ
3
C(=X)NJ1J2 и CN, где каждый J1, J2 и J3 независимо представляет собой Н или 

C1-6алкил и X представляет собой О, S или NJ1. В некоторых воплощениях Z представляет собой  

C1-6алкил или замещенный C1-6алкил. В некоторых воплощениях Z представляет собой метил. В некото-

рых воплощениях Z замещен C1-6алкилом. В некоторых воплощениях упомянутая замещающая группа 

представляет собой C1-6алкокси. В некоторых воплощениях Z представляет собой СН3ОСН2-. Для всех 

хиральных центров асимметричные группы могут быть или в R-, или в S-ориентации. Такие бицикличе-

ские нуклеотиды раскрыты в US 7399845, который, таким образом, включен в данный документ посред-

ством ссылки во всей своей полноте. В некоторых воплощениях R
1*

, R
2
, R

3
, R

5
, R

5*
 представляют собой 

водород. В некоторых воплощениях R
1*

, R
2
, R

3*
 представляют собой водород и один или оба из R

5
, R

5*
 

могут представлять собой иное, чем водород, как описано выше и в WO 2007/134181. 

В некоторых воплощениях R
4*

 и R
2*

 вместе означают бирадикал, который содержит замещенную 

аминогруппу в мостике, например состоит из или содержит бирадикал -CH2-N(R
c
)-, где R

c
 представляет 

собой C1-12алкилокси. В некоторых воплощениях R
4*

 и R
2*

 вместе означают бирадикал -Cq3q4-NOR-, где 

q3 и q4 независимо выбраны из группы, состоящей из водорода, галогена, C1-6алкила, замещенного  

C1-6алкила, С2-6алкенила, замещенного С2-6алкенила, С2-6алкинила или замещенного С2-6алкинила,  

C1-6алкоксила, замещенного C1-6алкоксила, ацила, замещенного ацила, C1-6аминоалкила или замещенного 

C1-6аминоалкила; где каждая замещенная группа является независимо моно или поли замещенной заме-

щающими группами, независимо выбранными из галогена, OJ1, SJ1, NJ1J2, COOJ1, CN, O-C(=O)NJ1J2, 

N(H)C(=NH)NJ1J2 или N(H)C(=X=N(H)J2, где X представляет собой О или S и каждый из J1 и J2 незави-

симо представляет собой, Н, C1-6алкил, С2-6алкенил, С2-6алкинил, C1-6аминоалкил или защитную группу. 

Для всех хиральных центров асимметричные группы могут быть или в R-, или в S-ориентации. Такие 

бициклические нуклеотиды раскрыты в WO 2008/150729, который включен в данный документ во всей 

своей полноте посредством ссылки. 

В некоторых воплощениях R
1*

, R
2
, R

3
, R

5
, R

5*
независимо выбраны из группы, состоящей из водоро-

да, галогена, C1-6алкила, замещенного C1-6алкила, С2-6алкенила, замещенного С2-6алкенила, С2-6алкинила 

или замещенного С2-6алкинила, C1-6алкоксила, замещенного C1-6алкоксила, ацила, замещенного ацила,  

C1-6аминоалкила или замещенного C1-6аминоалкила. В некоторых воплощениях R
1*

, R
2
, R

3
, R

5
, R

5*
 пред-

ставляют собой водород. В некоторых воплощениях R
1*

, R
2
, R

3
 представляют собой водород и один или 

более R
5
, R

5*
 могут представлять собой иное, чем водород, как описано выше и в WO 2007/134181. В не-

которых воплощениях R
4*

 и R
2*

 вместе означают бирадикал (бивалентнуюгруппу) C(R
a
R

b
)-O-, где R

a
 и R

b
 

каждый независимо представляют собой галоген, С1-С12-алкил, замещенный С1-С12-алкил, С2-С12-

алкенил, замещенный С2-С12-алкенил, C2-C12-алкинил, замещенный С2-С12-алкинил, С1-С12-алкокси, за-

мещенный С1-С12-алкокси, OJ1SJ1, SOJ1, SO2J1, NJ1J2, N3, CN, C(=O)OJ1, C(=O)NJ1J2, C(=O)J1,  

O-C(=O)NJ1J2, N(H)C(=NH)NJ1J2, N(H)C(=O)NJ1J2 или N(H)C(=S)NJ1J2 или R
a
 и R

b
 вместе представляют 

собой =C(q3)(q4); q3 и q4, каждый независимо, представляют собой Н, галоген, С1-С12-алкил или заме-

щенный С1-С12-алкил; каждая замещенная группа независимо является моно или полизамещенной заме-

щающей группой, независимо выбранной из галогена, С1-С6-алкила, замещенного С1-С6-алкила,  

С2-С6-алкенила, замещенного С2-С6-алкенила, С2-С6-алкинила, замещенного С2-С6-алкинила, OJ1, SJ1, 

NJ1J2, N3, CN, C(=O)OJ1, C(=O)NJ1J2, C(=O)J1, O-C(=O)NJ1J2, N(H)C(=O)NJ1J2 или N(H)C(=S)NJ1J2 и каж-

дый J1 и J2 независимо представляет собой Н, С1-С6-алкил, замещенный С1-С6-алкил, С2-С6-алкенил, за-

мещенный С2-С6-алкенил, С2-С6-алкинил, замещенный С2-С6-алкинил С2-С6-алкинил, С1-С6-аминоалкил, 

замещенный С1-С6-аминоалкил или защитную группу. Такие соединения раскрыты в WO 2009/006478A, 

включенный в данный документ во всей полноте посредством ссылки. 

В некоторых воплощениях R
4*

 и R
2*

 формируют бирадикал -Q-, где Q представляет собой 

C(q1)(q2)C(q3)(q4), C(q1)=C(q3), C[=C(q1)(q2)]-C(q3)(q4) или C(q1)(q2)-C[=C(q3)(q4)]; q1, q2, q3, q4, каждый 

независимо, представляют собой Н, галоген, С1-12алкил, замещенный С1-12алкил, С2-12алкенил, замещен-

ный С1-12алкокси, OJ1, SJ1, SOJ1, SO2J1, NJ1J2, N3, CN, C(=O)OJ1, C(=O)-NJ1J2, C(=O)J1, C(=O)NJ1J2, 

N(H)C(=NH)NJ1J2, N(H)C(=O)NJ1J2 или N(H)C(=S)NJ1J2; каждый J1 и J2 независимо представляют собой 

Н, C1-6алкил, С2-6алкенил, С2-6алкинил, C1-6аминоалкил или защитную группу; и возможно, где в случае, 

когда Q представляет собой C(q1)(q2)(q3)(q4) и один из q3 или q4 представляет собой СН3, по меньшей ме-

ре один из других q3 или q4 или один из q1 и q2 представляют собой иное, чем Н. 

В некоторых воплощениях R
1*

, R
2
, R

3
, R

5
, R

5*
 представляют собой водород. Для всех хиральных 

центров асимметричные группы могут быть или в R-, или в S-ориентации. Такие бициклические нуклео-

тиды раскрыты в WO 2008/154401, который включен в данный документ во всей своей полноте посред-

ством ссылки. В некоторых воплощениях R
1*

, R
2
, R

3
, R

5
, R

5*
 независимо выбраны из группы, состоящей 



034924 

- 22 - 

из водорода, галогена, С1-6алкила, замещенного С1-6алкила, С2-6алкенила, замещенного С2-6алкенила,  

С2-6алкинила или замещенного С2-6алкинила, C1-6алкоксила, замещенного C1-6алкоксила, ацила, замещен-

ного ацила, C1-6аминоалкила или замещенного C1-6аминоалкила. В некоторых воплощениях R
1*

, R
2
, R

3
, 

R
5
, R

5*
 представляют собой водород. В некоторых воплощениях R

1*
, R

2
, R

3
 представляют собой водород 

и один или оба R
5
, R

5*
 могут представлять собой иное, чем водород, как описано выше и в  

WO 2007/134181 или WO 2009/067647 (аналоги альфа-L-бициклических нуклеиновых кислот). 

Дополнительные бициклические нуклеозидные аналоги и их применение в антисмысловых олиго-

нуклеотидах раскрыты в WO2011/115818, WO 2011/085102, WO 2011/017521, WO 09/100320,  

WO 10/036698, WO 09/124295 и WO 09/006478. 

Такие нуклеозидные аналоги могут в некоторых аспектах быть полезны в соединениях по настоя-

щему изобретению. 

В некоторых воплощениях LNA, примененная в олигонуклеотидных соединениях по изобретению, 

предпочтительно обладает структурой общей формулы II 

 
где Y выбран из группы, состоящей из -О-, -СН2О-, -S-, -NH-, N(R

e
) и/или -СН2-; 

Z и Z* независимо выбраны из межнуклеотидной связи, R
H
, терминальной группы или защитной 

группы; 

В представляет собой нуклеотидную группу естественного или неестественного происхождения 

(нуклеооснование) и R
H
 выбран из водорода и C1-4-алкила; 

R
a
, R

b
R

c
, R

d
 и R

e
 возможно независимо выбраны из группы, состоящей из водорода, возможно  

замещенного С1-12алкила, возможно замещенного С2-12алкенила, возможно замещенного С2-12алкинила, 

гидрокси, С1-12алкокси, С2-12алкоксиалкила,С2-12алкенилокси, карбокси, С1-12алкоксикарбонила,  

С1-12алкилкарбонила, формила, арила, арилокси-карбонила, арилокси, арилкарбонила, гетероарила,  

гетероарилокси-карбонила, гетероарилокси, гетероарилкарбонила, амино, моно- и ди(С1-6алкил)амино, 

карбамоила, моно- и ди(С1-6алкил)аминокарбонила, амино-С1-6алкиламинокарбонила, моно- и  

ди(С1-6алкил)амино-С1-6алкил-аминокарбонила, С1-6алкил-карбониламино, карбамидо, С1-6алканоилокси, 

сульфоно, С1-6алкилсульфонилокси, нитро, азидо, сульфанила, С1-6алкилтио, галогена, ДНК интеркалято-

ров, фотохимически активных групп, термохимически активных групп, хелатных групп и лигандов, где 

арил и гетероарил возможно могут быть замещены и где два геминальных заместителя R
a
 и R

b
 вместе 

могут означать возможно замещенный метилен (=СН2); и R
H
 выбран из водорода и С1-4-алкила. 

В некоторых воплощениях R
a
, R

b
R

c
, R

d
 и R

e
 возможно независимо выбраны из группы, состоящей 

из водорода и С1-6алкила, такого как метил. Для всех хиральных центров асимметричные группы могут 

быть или в R-, или в S-ориентации, например два примера стереохимических изомеров включают бета-D 

и альфа-L изоформы, которые могут быть проиллюстрированы следующим образом: 
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Конкретные примеры звеньев LNA приведены ниже: 

 
Термин "тио-LNA" подразумевает закрытый нуклеотид, в котором Y в общей формуле, упомянутой 

выше, выбран из S или -CH2-S-. Тио-LNA может быть как в бета-D, так и в альфа-L-конфигурации. 

Термин "амино-LNA" подразумевает закрытый нуклеотид, в котором Y в общей формуле, упомяну-

той выше, выбран из -N(H)-, N(R)-, CH2-N(H)- и -CH2-N(R)-, где R выбран из водорода и C1-4алкила. 

Амино-LNA может быть как в бета-D, так и в альфа-L-конфигурации. 

Термин "окси-LNA" подразумевает закрытый нуклеотид, в котором Y в общей формуле, упомяну-

той выше, представляет собой -О-. Окси-LNA может быть как в бета-D, так и в альфа-L-конфигурации. 

Термин "ENA" подразумевает закрытый нуклеотид, в котором Y в общей формуле, упомянутой 

выше, представляет собой -СН2-О- (где атом кислорода -СН2-О- прикреплен к 2'-позиции относительно 

основания В). R
e
 представляет собой водород или метил. 

В некоторых примерах воплощений LNA выбрана из бета-D-окси-LNA, альфа-L-окси-LNA, бета-D-

амино-LNA и бета-D-тио-LNA, в частности бета-D-окси-LNA. 

LNA-модифицированные антисмысловые олигонуклеотиды могут быть применены в комбинациях. 

Например, смесь различных LNA-модифицированных олигонуклеотидов, направленных против различ-

ных участков одного и того же гена, может быть введена одновременно или раздельно. 

"Хэдмер" (англ. - headmer). 

"Хэдмер" определен как олигомер, содержащий участок X' и участок Y', который прилегает к нему, 

с 5'-звена участка Y', связанного с 3'-звеном участка X'. Участок X' содержит непрерывный участок нук-

леозидных аналогов, не привлекающих РНКазу, и участок Y' содержит непрерывный участок (такой как 

имеющий по меньшей мере семь непрерывных звеньев) звеньев ДНК или звеньев нуклеозидного анало-

га, распознаваемых и расщепляемых РНКазой. 

"Тэйлмер" (англ. - tailmer). 

"Тэйлмер" определен как олигомер, содержащий участок X" и участок Y", который прилегает к не-

му, с 5'-звена участка Y", связанного с 3'-звеном участка X". Участок X" содержит непрерывный участок 

(такой как имеющий по меньшей мере семь непрерывных звеньев) звеньев ДНК и звеньев нуклеозидного 

аналога, распознаваемых или расщепляемых РНКазой и участок X" содержит непрерывный участок нук-

леозидных аналогов, не привлекающих РНКазу. 

Химерные олигомеры/миксмеры. 

"Химерные" олигомеры, называемые "миксмеры" состоят из альтернативной композиции (i) звень-

ев ДНК или звеньев нуклеозидного аналога, распознаваемых или расщепляемых РНКазой, и (ii) звеньев 

нуклеозидного аналога, не привлекающего РНКазу. 

Фотохимически активные группы. 

В настоящем контексте термин "фотохимически активные группы" относится к соединениям, кото-

рые способны подвергаться химическим реакциям под действием облучения светом. Иллюстративные 

примеры функциональных групп в данном документе представляют собой хиноны, в частности 6-метил-

1,4-нафтохинон, антрахинон, нафтохинон и 1,4-диметил-антрахинон, диазирин, ароматические азиды, 

бензофеноны, псоралены, диазо соединения и диазирино соединения. 

Как употреблено в данном документе, "основанный на" означает, что олигомер или олигомер оли-

гомерного конъюгата содержит по меньшей мере 80%, предпочтительно 85%, предпочтительно 90%, 

предпочтительно 95%, предпочтительно все нуклеотиды корового мотива или последовательности и 
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возможно, где один или более нуклеотидов могут представлять собой модифицированный нуклеотид. 

Соответственно, в определенных воплощениях термин "основанный на" означает, что олигомер или 

олигомер олигомерного конъюгата содержит все нуклеотиды корового мотива или последовательности, 

и возможно где один или более нуклеотидов могут представлять собой модифицированный нуклеотид. 

Для конкретных воплощений термин "основанный на" означает, что олигомер или олигомер олиго-

мерного конъюгата содержит все нуклеотиды корового мотива или последовательности, и где один или 

более нуклеотидов представляют собой модифицированный нуклеотид. 

Для конкретных воплощений термин "основанный на" означает, что олигомер или олигомер олиго-

мерного конъюгата содержит по меньшей мере 80%, предпочтительно по меньшей мере 85%, предпочти-

тельно по меньшей мере 90%, предпочтительно по меньшей мере 95%, предпочтительно все нуклеотиды 

корового мотива или последовательности, и где один или более нуклеотидов могут представлять собой 

модифицированный нуклеотид; и где упомянутый олигомер представляет собой гэпмер мотива X-Y-Z, 

где каждый из X и Z независимо представляет собой крыло, содержащее по меньшей мере один модифи-

цированный нуклеотид и Y представляет собой центральный участок нуклеотидов. 

Соответственно, для определенных воплощений, термин "основанный на" означает, что олигомер 

или олигомер олигомерного конъюгата содержит все нуклеотиды корового мотива или последовательно-

сти, и где один или более нуклеотид может представлять собой модифицированный нуклеотид; и где 

упомянутый олигомер является гэпмером мотива X-Y-Z, где каждый X и Z независимо представляет со-

бой крыло, содержащее по меньшей мере один модифицированный нуклеотид, и Y представляет собой 

центральный участок нуклеотидов. 

Стабильность 

Термин "стабильность" в отношении образования дуплета или триплета обычно указывает на то, 

насколько сильно антисмысловой олигонуклеотид связывается со своей предполагаемой последователь-

ностью-мишенью; в частности, "стабильность" означает свободную энергию образования дуплета или 

триплета при физиологических условиях. Температура плавления при стандартных условиях, например, 

как описано ниже, является удобной мерой стабильности дуплета и/или триплета. Предпочтительно ан-

тисмысловые олигонуклеотиды по изобретению выбраны так, что имеют температуры плавления по 

меньшей мере 45°С, в случае измерения в 100 мМ NaCl, 0,1 мМ ЭДТА и 10 мМ водном растворе фосфат-

ного буфера, рН 7,0 при концентрации цепей как антисмыслового олигонуклеотида, так и целевой нук-

леиновой кислоты 1,5 мкМ. Таким образом, при применении при физиологических условиях образова-

нию дуплета или триплета будет благоприятствовать состояние, при котором антисмысловой олигонук-

леотид и мишень диссоциированы. Следует понимать, что стабильный дуплет или триплет может в неко-

торых воплощениях включать несовпадения между парами оснований и/или триплетами оснований в 

случае триплетов. Предпочтительно LNA модифицированные антисмысловые олигонуклеотиды по изо-

бретению формируют абсолютно совпадающие дуплеты и/или триплеты с их целевыми нуклеиновыми 

кислотами. 

Сильный ингибитор. 

В некоторых воплощениях олигомер или олигомерный конъюгат представляет собой сильный ин-

гибитор, в частности НВх или HBsAg. 

Как употреблено в данном документе, фраза "сильный ингибитор" относится к олигомеру с IC50 ме-

нее чем 5 нМ, как определено посредством трансфекционного анализа с применением липофектамина. В 

некоторых воплощениях IC50 составляет менее 4 нМ, например менее 2 нМ. 

"Сильный ингибитор", как употреблено в данном документе, посредством "гимнозис", где гимнозис 

описывает доставку олигомера в культивированные клетки без применения трансфекционного агента, 

относится к IC50 менее чем 5 мкм в анализе гимнозиса или в in vivo AAV/HBV мышиной модели. В неко-

торых воплощениях IC50 составляет менее чем 2 мкм, например менее 1 мкм. 

Лечить/лечение. 

Термины "лечить/лечение" и т.д. включают одно или более из устранения, облегчения, предупреж-

дения или детекции. В определенных воплощениях термины "лечить/лечение" и т.д. означают устране-

ние или облегчение. 

Термин "облегчение" включает облегчение симптомов и/или состояний, сопутствующих или ассо-

циированных с вирусным заболеванием. 

Таким образом, в некоторых аспектах настоящее изобретение относится к олигомерам или олиго-

мерным конъюгатам, приемлемым для их применениям и способам их применения для устранения, об-

легчения, предупреждения или детекции вирусного заболевания. 

Соответственно в определенных аспектах настоящее изобретение относится к олигомерам или оли-

гомерным конъюгатам, приемлемым для и их применениям и способам их применения для устранения 

или облегчения вирусного заболевания. 

В некоторых воплощениях термин "лечение", как употреблено в данном документе, относится или к 

лечению существующего заболевания (например, заболевания или расстройства, как употреблено в дан-

ном документе), или предупреждению заболевания, т.е. профилактики. Поэтому следует понимать, что 

лечение, как рассмотрено в данном документе, может в некоторых воплощениях быть профилактиче-
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ским. 

"Лечение" заболевания или состояния у субъекта или "лечение" субъекта, имеющего заболевание 

или состояние, относящееся к подверганию индивидуума фармацевтическому лечению, например введе-

нию лекарственного средства, такому что по меньшей мере один симптом или состояние ослаблены или 

стабилизированы. 

Пациент, нуждающийся в лечении, представляет собой пациента, страдающего или вероятно стра-

дающего от заболевания. 

Посредством "профилактическое лечение" заболевания или состояния у субъекта подразумевают 

снижение или элиминацию риска развития (т.е. инцидент) или снижение тяжести заболевания или со-

стояния перед проявлением по меньшей мере одного симптома заболевания. 

Агент. 

Термин "агент" означает любое соединение, например антитело или терапевтический агент, детек-

тируемую метку (например, маркер, метка или визуализирующее соединение). 

Терапевтический агент. 

Термин "терапевтический агент" означает любое соединение, обладающее биологической активно-

стью. Терапевтические агенты могут быть полезны для лечения состояний или заболеваний. Конкретные 

агенты по изобретению могут представлять собой олигомеры. Конкретные терапевтические агенты мо-

гут представлять собой олигомеры или олигомерные конъюгаты по настоящему изобретению. 

Доставка упомянутого олигомера в печень. 

Как употреблено в данном документе, термин "доставка упомянутого олигомера в печень" относит-

ся к способу, посредством которого олигомер приводят в контакт или в близость с клетками или тканями 

печени. Это включает доставку олигомера в кровеносную сеть внутри или вокруг печени. Олигомер мо-

жет быть доставлен или перенесен из участка попадания в тело к печени или тканям вокруг печени. 

Доставка упомянутого олигомера к гепатоцитам. 

Как употреблено в данном документе, термин "доставка упомянутого олигомера к гепатоцитам" от-

носится к способу, которым олигомер приводят в контакт или в близость с гепатоцитом печени. Это 

включает доставку олигомера в кровяную сеть внутри или вокруг гепатоцита. Олигомер может быть дос-

тавлен или перенесен из участка попадания в тело к гепатоциту. 

Вирусное заболевание. 

Термин "вирусное заболевание" в контексте настоящего изобретения относится к любому расстрой-

ству или заболеванию, которое ассоциировано с вирусной инфекцией. 

Фармацевтические носители/фармацевтически приемлемые носители. 

"Фармацевтические носители" или "фармацевтически приемлемые носители" следует отличать от 

"компонент-носитель" по изобретению, как описано выше. "Фармацевтический носитель" и "компонент-

носитель" являются взаимоисключающими терминами в контексте настоящего изобретения. 

Введение. 

Термин "введение" предназначен для обозначения способа доставки, включая, но не ограничено, 

интраартериальное, интраназальное, интраперитонеальное, внутривенное, внутримышечное, подкожное, 

чрескожноее или пероральное. Ежедневная доза может быть разделена на одну, две и более дозы в при-

емлемой форме, подлежащей введению один, два или более раз в течение периода времени. 

Подробное описание изобретения 

Введение. 

Настоящее изобретение относится к олигомерам (также рассматриваемым в качестве олигомерных 

молекул) и/или олигомерным конъюгатам. 

Олигомеры и олигомерные конъюгаты полезны для лечения вирусного заболевания. 

В конкретных воплощениях олигомеры и олигомерные конъюгаты по изобретению способны моду-

лировать последовательность-мишень в НВх или HBsAg HBV. 

Олигомеры по изобретению могут быть конъюгированы с компонентом-носителем. 

Предпочтительно компонент-носитель может быть способен к доставке олигомера к печени субъек-

та, подлежащего лечению. 

Настоящее изобретение, таким образом, использует олигомеры и олигомерные конъюгаты для при-

менения при модулировании функции нуклеиново-кислотных молекул, кодирующих НВх или HBsAg 

HBV, таких как HBV нуклеиново-кислотной молекулы, представленной в виде SEQ ID NO: 1 или  

SEQ ID NO: 2, и вариантов таких нуклеомолекул естественного происхождения, кодирующих HBV НВх 

или HBV HBsAg. 

Свойства олигомеров. 

Олигомер или олигомер олигомерного конъюгата могут состоять из или содержать непрерывную 

нуклеотидную последовательность длиной 8-50, 8-30, 8-25, 8-20, 8-18, 8-17, 8-16, 8-15, 8-14, 8-13 или 8-

12 нуклеотидов, предпочтительно 8-16 нуклеотидов в длину, более предпочтительно длиной 10-20 нук-

леотидов. 

Для некоторых воплощений олигомер или олигомер олигомерного конъюгата могут содержать или 

состоять из непрерывной нуклеотидной последовательности длиной 10-50, например 10-30, 10-20, 10-18, 
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10-17, 10-16, 10-15, 10-14, 10-13 или 10-12 нуклеотидов ну, предпочтительно длиной 10-20 нуклеотидов, 

более предпочтительно длиной 10-18 нуклеотидов, наиболее предпочтительно длиной 10-16 нуклеоти-

дов. 

Для некоторых воплощений олигомер или олигомер олигомерного конъюгата может содержать или 

состоять из непрерывной нуклеотидной последовательности длиной 12-50, например длиной 12-30, 12-

20, 12-18, 12-17, 12-16, 12-15, 12-14 или 12-13 нуклеотидов, предпочтительно длиной 12-16 нуклеотидов. 

Для некоторых воплощений олигомер или олигомер олигомерного конъюгата могут содержать или 

состоять из непрерывной нуклеотидной последовательности длиной 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 

19 или 20 нуклеотидов. 

Для некоторых воплощений олигомер или олигомерный компонент олигомерных конъюгатов по 

настоящему изобретению может содержать или состоять из непрерывной нуклеотидной последователь-

ности всего длиной 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 или 30 не-

прерывных нуклеотидов. 

В некоторых воплощениях олигомер или олигомер олигомерного конъюгата содержит или состоит 

из непрерывной нуклеотидной последовательности длиной всего 8-22, например 8-20, например 8-18, 

например, 8-17 или 8-16, непрерывных нуклеотидов. 

В некоторых воплощениях олигомер или олигомер олигомерного конъюгата содержит или состоит 

из непрерывной нуклеотидной последовательности длиной всего 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 или 16 непре-

рывных нуклеотидов. 

В некоторых воплощениях олигомер или олигомер олигомерного конъюгата содержит или состоит 

из непрерывной нуклеотидной последовательности длиной всего 15 или 16 непрерывных нуклеотидов. 

В некоторых воплощениях олигомер или олигомер олигомерного конъюгата по изобретению состо-

ит из не более чем 22 нуклеотидов, например не более чем 20 нуклеотидов, например не более чем 18 

нуклеотидов, например 15, 16 или 17 нуклеотидов. 

В некоторых воплощениях, предпочтительно олигомер или олигомер олигомерного конъюагата по 

изобретению содержит менее 20 нуклеотидов. 

Следует понимать, что в случае, когда диапазон приведен для длины олигомера или непрерывной 

нуклеотидной последовательности, он включает меньшую и большую длину, приведенную в диапазоне, 

например, (или между) 10-30, включают как 10, так и 30. 

Длина олигонуклеотидных групп достаточна большая для уверенности в том, что специфичное свя-

зывание имеет место только с желаемым целевым полинуклеотидом, а не с другими случайными сайта-

ми, как пояснено во многих ссылках, Rosenberg et.al., Международная заявка на патент PCT/US92/05305 

или Szostak et al., Meth. Enzymol, 68:419-429 (1979). Верхний предел длины определен несколькими фак-

торами, включая сложности и дороговизну синтеза и очистки олигомеров свыше 30-40 нуклеотидов в 

длину, большей толерантностью более длинных олигонуклеотидов к несовпадениям, чем более корот-

ких, или из-за присутствия модификаций для усиления связывания или специфичности, или при желании 

связывания дуплета или триплета и т.п. 

Олигомер или олигомер олигомерного конъюагата может содержать или состоять из простой по-

следовательности нуклеотидов естественного происхождения, предпочтительно 2'-дезоксинуклеотидов 

(в данном документе обычно упоминаемы как "ДНК"), а также возможно рибонуклеотидов (обычно упо-

минаемых в данном документе как "РНК") или комбинации таких нуклеотидов естественного происхож-

дения и одного или более нуклеотидов не естественного происхождения, т.е. нуклеотидных аналогов. 

Такие нуклеотидные аналоги могут соответственно повышать аффинность олигомера к последователь-

ности-мишени. 

Примеры приемлемых и предпочтительных нуклеотидных предложены в WO 2007/031091 или 

упомянуты в данном документе. 

Примеры нуклеотидных аналогов включают нуклеотиды, которые могут быть модифицированы. 

Примеры таких модификаций включают модификации сахарной группы для получения 2'-замещающей 

группы или для получения соединенной мостиковой связью (закрытая нуклеиновая кислота) структуры, 

которая повышает аффинность связывания и также может обеспечить повышенную устойчивость к нук-

леазам. Данные модифицированные нуклеотидные аналоги могут, таким образом, быть усиливающими 

аффинность нуклеотидными аналогами. 

Включение усиливающих аффинность нуклеотидных аналогов в олигомер или олигомер олигомер-

ного конъюгата, такого как LNA или 2'-замещенные сахара, позволяет уменьшить размер специфично 

связывающегося олигомера, а также могут уменьшать верхний предел размера олигомера до того, как 

будет иметь место его неспецифичное или ошибочное связывание. 

В некоторых воплощениях олигомер или олигомер олигомерного конъюгата содержит по меньшей 

мере один нуклеотидный аналог. В некоторых воплощениях олигомер или олигомер олигомерного 

конъюгата содержит по меньшей мере 2 нуклеотидных аналога. В некоторых воплощениях олигомер или 

олигомер олигомерного конъюагата содержит 2-8 нуклеотидных аналога, например 6 или 7 нуклеотид-

ных аналогов. В самых предпочтительных воплощениях по меньшей мере один из упомянутых нуклео-

тидных аналогов представляет собой закрытую нуклеиновую кислоту (LNA); например, по меньшей ме-
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ре 2, 3 или по меньшей мере 4, или по меньшей мере 5, или по меньшей мере 6, или по меньшей мере 7, 

или 8 нуклеотидных аналогов могут представлять собой LNA. В некоторых воплощениях все нуклеотид-

ные аналоги могут представлять собой LNA. 

Следует учитывать, что при ссылке на предпочтительный мотив нуклеотидной последовательности 

или нуклеотидную последовательность, которая состоит только из нуклеотидов олигомеры или олиго-

мерные конъюгаты по изобретению, которые определены посредством этой последовательности, могут 

содержать соответствующий нуклеотидный аналог вместо одного или более нуклеотидов, присутствую-

щих в упомянутой последовательности, такой как звенья 

LNA или другие нуклеотидные аналоги, повышающие стабильность дуплета/Tm олигомера/дуплета-

мишени (т.е. усиливающие аффинность нуклеотидные аналоги). 

Предпочтительный нуклеотидный аналог представляет собой LNA, такую как окси-LNA (такую как 

бета-D-окси-LNA, и альфа-L-окси-LNA), и/или амино-LNA (такую как бета-D-амино-LNA и альфа-L-

амино-LNA), и/или тио-LNA (такую как бета-D-тио-LNA и альфа-L-тио-LNA), и/или ENA (такую как 

бета-D-ENA и альфа-L-ENA). Наиболее предпочтительна бета-D-окси-LNA. 

В некоторых воплощениях нуклеотидные аналоги, присутствующие в олигомере или олигомере 

олигомерного конъюгата по изобретению (таком как участок W и участок Y гэпмеров, как упомянуто в 

данном документе), независимо выбраны, например, из звеньев 2'-О-алкил-РНК, звеньев 2'-амино-ДНК, 

звеньев 2'-фтор-ДНК, звеньев LNA, арабинонуклеиновой кислоты (АНК), звеньев 2'-фтор-АНК, звеньев 

HNA, звеньев ИНК (интеркалирующей нуклеиновой кислоты - Christensen, 2002. Nucl. Acids. Res. 2002, 

30:4918-4925, включенной в данный документ посредством ссылки) и звеньев 2'-МОЕ. В некоторых во-

площениях существует только один из вышеупомянутых типов нуклеотидных аналогов, присутствую-

щих в олигомере по изобретению или его непрерывной нуклеотидной последовательности. 

В некоторых воплощениях нуклеотидные аналоги представляют собой 2'-О-метоксиэтил-РНК  

(2'-МОЕ), звенья 2'-фтор-ДНК или нуклеотидные аналоги LNA, и, например, олигонуклеотид по изобре-

тению может содержать нуклеотидные аналоги, которые независимо выбраны из данных трех типов ана-

логов или могут содержать только один тип аналога, выбранного из трех типов. В некоторых воплоще-

ниях по меньшей мере один из упомянутых нуклеотидных аналогов представляет собой 2'-MOE-RNA, 

такой как 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 или 10 2'-МОЕ-РНК нуклеотидные звенья. В некоторых воплощениях по 

меньшей мере один из упомянутых нуклеотидных аналогов представляет собой 2'-фтор-ДНК, такую как 

2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 или 10 2'-фтор-ДНК нуклеотидных звена. 

В некоторых воплощениях олигомер или олигомер олигомерного конъюгата по изобретению со-

держит по меньшей мере одно звено закрытой нуклеиновой кислоты (LNA), например, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 

или 8 звеньев LNA, например, 3-7 или 4 -8 звеньев LNA или 3, 4, 5, 6 или 7 звеньев LNA. В некоторых 

воплощениях все нуклеотидные аналоги представляют собой LNA. 

В некоторых воплощениях олигомер или олигомер олигомерного конъюгата могут содержать как 

бета-D-окси-LNA, так и одно или более из следующих звеньев LNA: тио-LNA, амино-LNA, окси-LNA 

и/или ENA или в бета-D или альфа-L конфигурации или их комбинации. В некоторых воплощениях все 

цитозиновые звенья LNA представляют собой 5'-метил-цитозин. 

В некоторых воплощениях изобретения олигомер или олигомер олигомерного конъюгата может со-

держать как звенья LNA, так и звенья ДНК. Предпочтительно общее число звеньев LNA и ДНК состав-

ляет 10-25, например 10-24, предпочтительно 10-20, предпочтительно 10-18, даже более предпочтитель-

но 12-16. В некоторых воплощениях изобретения нуклеотидная последовательность олигомера, такая как 

непрерывная нуклеотидная последовательность, состоит по меньшей мере из одной LNA, и оставшиеся 

нуклеотидные звенья представляют собой звенья ДНК. 

В некоторых воплощениях олигомер или олигомер олигомерного конъюгата содержит только LNA 

нуклеотидные аналоги и нуклеотиды естественного происхождения (такие как РНК или ДНК, наиболее 

предпочтительно ДНК нуклеотиды), возможно с модифицированными межнуклеотидными связями, та-

кими как фосфоротиоат. 

В некоторых воплощениях любые несовпадения между нуклеотидной последовательностью олиго-

мера и последовательностью-мишенью предпочтительно обнаруживают в участках вне усиливающих 

аффинность нуклеотидных аналогов. Примеры таких участков вне усиливающих аффинность нуклео-

тидных аналогов в гэпмерах включают участок X, как упомянуто в данном документе, и/или участок V, 

как упомянуто в данном документе, и/или участок Z, как упомянуто в данном документе, и/или в участке 

не модифицированных нуклеотидов в олигонуклеотиде, и/или в участках, которые являются 5' или 3' в 

отношении непрерывной нуклеотидной последовательности. 

В некоторых воплощениях олигомер или олигомер олигомерного конъюгата по изобретению не со-

держит РНК (звеньев). Предпочтительно олигомер или олигомер олигомерного конъюгата по изобрете-

нию представляет собой линейную молекулу или синтезирован в качестве линейной молекулы. Предпоч-

тительно олигомер или олигомер олигомерного конъюгата представляет собой одноцепочечную молеку-

лу и предпочтительно не содержит коротких участков, например, по меньшей мере из 3, 4 или 5 непре-

рывных нуклеотидов, которые комплементарны эквивалентным участкам внутри того же олигомера (т.е. 

дуплетам). В данном отношении олигомер или олигомер олигомерного конъюгата не является (по суще-
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ству) двухцепочечным. В некоторых воплощениях олигомер или олигомер олигомерного конъюгата, по 

существу, является одноцепочечным. В различных воплощениях олигомер или олигомер олигомерного 

конъюгата по изобретению может полностью состоять из непрерывного нуклеотидного участка. Таким 

образом, олигомер или олигомер олигомерного конъюгата, по существу, не является самокомплементар-

ным. 

Следовательно, в определенных аспектах изобретение предлагает олигомер или олигомер олиго-

мерного конъюгата, обладающий олигомерным компонентом длиной 5-50, например, 5-30, или, напри-

мер, 5-20, например, 8-30, например, 8-20, например, 8-18, например, 8-16, например, 10-16, например, 

10-15, например, 12-16, например, 12-15 нуклеотидов, который содержит непрерывную нуклеотидную 

последовательность (первый участок) из всего по меньшей мере 5, например, по меньшей мере 8 нуклео-

тидов, где упомянутая непрерывная последовательность (первый участок) по меньшей мере на 80% (на-

пример, 85, 90, 95, 98 или 99%) гомологична участку, соответствующему обратно комплементарной по-

следовательности гена НВх HBV или гена HBsAg HBV или мРНК, как любая последовательность внутри 

любой SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 и SEQ ID NO: 3 естественного происхождения. Таким образом, на-

пример, олигомер или олигомерный компонент олигомерного конъюгата гибридизуется с одноцепочеч-

ной молекулой нуклеиновой кислоты, имеющей последовательность части любой из SEQ ID NO: 1, SEQ 

ID NO: 2 и SEQ ID NO: 3, предпочтительно внутри любой SEQ ID NO: 1 и SEQ ID NO: 2. Олигомер или 

олигомерный компонент может гибридизоваться с одноцепочечной молекулой нуклеиновой кислоты, 

имеющей последовательность части последовательности, показанной в позиции с 200 по 1900  

SEQ ID NO: 3). Олигомер или олигомерный компонент олигомерного конъюгата может гибридизоваться 

с одноцепочечной молекулой нуклеиновой кислоты, имеющей последовательность, показанную в пози-

ции с 1264 по 1598 или с 691 по 706 SEQ ID NO: 3. Олигомер или олигомерный компонент олигомерного 

конъюгата может гибридизоваться с одноцепочечной молекулой нуклеиновой кислоты с последователь-

ностью, выбранной из группы, состоящей из следующих позиций в SEQ ID NO: 3: позиции 1-1944, пози-

ции 157-1840, позиции 1196-1941, позиции 1376-1840 и позиции 3158-3182. Предпочтительно олигомер-

ный конъюгат гибридизуется с молекулой одноцепочечной нуклеиновой кислоты с последовательно-

стью, выбранной внутри позиции 15301598 SEQ ID NO: 3, в частности внутри позиции 1577-1598  

SEQ ID NO: 3 и наиболее предпочтительно внутри позиции 1530-1543 SEQ ID NO: 3. Олигомер или оли-

гомерный компонент олигомерного конъюгата может гибридизоваться с молекулой одноцепочечной 

нуклеиновой кислоты, выбранной из группы, состоящей из позиций: 1264-1278; 1265-1277; 1530-1543; 

1530-1544; 1531-1543; 1551-1565; 1551-1566; 1577-1589; 1577-1591; 1577-1592; 1578-1590; 1578-1592; 

1583-1598; 1584-1598 и 1585-1598 или 670-706, 691-705; 691-706; 692-706; 693-706 и 694-706  

SEQ ID NO: 3. 

Предпочтительно олигомер или олигомерный компонент олигомерного конъюгата может гибриди-

зоваться с молекулой одноцепочечной нуклеиновой кислоты внутри позиции 1530-1598 SEQ ID NO: 3, 

более предпочтительно внутри позиций 1530-1543 или позиций 1577-1598 SEQ ID NO: 3. 

Для конкретных воплощений изобретение предлагает олигомер или олигомерный конъюгат, имею-

щий олигомер на основе корового мотива, выбранного из группы, состоящей из любой одной или более: 

 
которые способны модулировать последовательность-мишень в НВх или HBsAg HBV для лечения 
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вирусного заболевания. 

Олигомер или олигомерный компонент олигомерного конъюгата может быть основан на последо-

вательности, выбранной из группы, состоящей из любой одной или более: 

 

 
где прописные буквы означают звенья LNA и строчные буквы означают звенья ДНК. 

В конкретных воплощениях олигомер или дополнительный олигомер или олигомерный компонент 

дополнительного олигомерного конъюгата может содержать последовательность, основанную на после-

довательности, выбранной из списка: 

 

 
В другом воплощении последовательность мотива выбрана из: 

 
В другом воплощении последовательность мотива выбрана из GCGTAAAGAGAGG  

(SEQ ID NO: 13) GCGTAAAGAGAGGT (SEQ ID NO: 11) и CGCGTAAAGAGAGGT (SEQ ID NO: 12). 



034924 

- 30 - 

В другом воплощении последовательность мотива выбрана из AGCGAAGTGCACACG  

(SEQ ID NO: 20); AGGTGAAGCGAAGTG (SEQ ID NO: 26); AGCGAAGTGCACACGG (SEQ ID NO: 18); 

GAAGTGCACACGG (SEQ ID NO: 16); GCGAAGTGCACACGG (SEQ ID NO: 17); CGAAGTGCACACG 

(SEQ ID NO: 19) и AGGTGAAGCGAAGT (SEQ ID NO: 27). 

В другом воплощении последовательность мотива выбрана из CGAACCACTGAACA  

(SEQ ID NO: 7); GAACCACTGAACAAA (SEQ ID NO: 4); CGAACCACTGAACAAA (SEQ ID NO: 5); 

CGAACCACTGAACAA (SEQ ID NO: 6); CGAACCACTGAAC (SEQ ID NO: 8) и TAGTAAACTGAGCCA 

(SEQ ID NO: 834). 

В другом воплощении последовательность мотива выбрана из CCGCAGTATGGATCG  

(SEQ ID NO: 9) и CGCAGTATGGATC (SEQ ID NO: 10). 

В другом воплощении последовательность мотива выбрана из AGAAGGCACAGACGG  

(SEQ ID NO: 14) и GAGAAGGCACAGACGG (SEQ ID NO: 15). 

В конкретных воплощениях олигомер или дополнительный олигомер или олигомерный компонент 

олигомерного конъюгата может содержать или состоять из последовательности, выбранной из группы, 

представленной ниже: 

 

 
где прописные буквы означают нуклеотидные аналоги усиливающие аффинность и строчные буквы 

означают звенья ДНК. 

В другом воплощении последовательность выбрана из: 
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В одном воплощении последовательность выбрана из: 

 
В одном воплощении последовательность выбрана из GCGtaaagagaGG (SEQ ID NO: 303);  

GCGtaaagagaGGT (SEQ ID NO: 301); GCGtaaagagAGG (SEQ ID NO: 618) и CGCgtaaagagaGGT  

(SEQ ID NO: 302). 

В другом воплощении последовательность выбрана из AGCgaagtgcacACG (SEQ ID NO: 310);  

AGGtgaagcgaagTGC (SEQ ID NO: 315); AGGtgaagcgaaGTG (SEQ ID NO: 316); GAAgtgcacaCGG  

(SEQ ID NO: 628); AGgtgaagcgaAGTG (SEQ ID NO: 668); AGCgaagtgcacaCGG (SEQ ID NO: 308); 

GAAgtgcacacGG (SEQ ID NO: 306); GCGaagtgcacaCGG (SEQ ID NO: 307); CGAagtgcacaCG  

(SEQ ID NO: 309) и AGGtgaagcgaAGT (SEQ ID NO: 317). 

В другом воплощении последовательность выбрана из CGAaccactgaACA (SEQ ID NO: 297);  

GAAccactgaacAAA (SEQ ID NO: 294); CGAaccactgaacAAA (SEQ ID NO: 295); CGAaccactgaaCAA  

(SEQ ID NO: 296); CGAaccactgaAC (SEQ ID NO: 298); CGAaccactgAACA (SEQ ID NO: 597) и  

TAGtaaactgagCCA (SEQ ID NO: 678). 

В другом воплощении последовательность выбрана из CCGcagtatggaTCG (SEQ ID NO: 299) и 

CGCagtatggaTC (SEQ ID NO: 300). 

В другом воплощении последовательность выбрана из AGAaggcacagaCGG (SEQ ID NO: 304) и 

GAGaaggcacagaCGG (SEQ ID NO: 305). 
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Олигомерный конъюгат может быть основан на последовательности, выбранной из группы, со-

стоящей из любой одной или более: 

 

 

 
где прописные буквы означают звенья бета-D-окси-LNA; строчные буквы означают звенья ДНК; 

нижний индекс "s" означает фосфоротиоатную связь; верхний индекс "m" означает звено ДНК или бета-

D-оокси-LNA, содержащее 5-метилцитозиновое основание; GN2-C6 означает GalNAc2 компонент-

носитель с С6 линкером. В другом воплощении олигомерный конъюгат выбран из: 
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В другом воплощении олигомерный конъюгат выбран из: 

 
В другом воплощении олигомерный конъюгат выбран из: 
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В другом воплощении олигомерный конъюгат выбран из: 

 
В другом воплощении олигомерный конъюгат выбран из: 

 

 
В другом воплощении олигомерный конъюгат выбран из: 

 
В другом воплощении олигомерный конъюгат выбран из: 

 
В некоторых воплощениях олигомер или олигомерный конъюгат по изобретению состоит из, или 

содержит, или основан на мотиве последовательности GCGTAAAGAGAGG (SEQ ID NO: 13) или ее суб-

последовательности. 

В некоторых воплощениях олигомер или олигомерный конъюгат по изобретению состоит из, или 

содержит, или основан на мотиве последовательности AGCGAAGTGCACACG (SEQ ID NO: 20) или ее 

субпоследовательности. 

В некоторых воплощениях олигомер или олигомерный конъюгат по изобретению состоит из, или 

содержит, или основан на мотиве последовательности GCGTAAAGAGAGGT (SEQ ID NO: 11) или ее 

субпоследовательности. 

В некоторых воплощениях олигомер или олигомерный конъюгат по изобретению состоит из, или 

содержит, или основан на мотиве последовательности AGGTGAAGCGAAGTG (SEQ ID NO: 26) или ее 

субпоследовательности. 

В некоторых воплощениях олигомер или олигомерный конъюгат по изобретению состоит из, или 

содержит, или основан на мотиве последовательности AGCGAAGTGCACACGG (SEQ ID NO: 18) или ее 

субпоследовательности. 

В некоторых воплощениях олигомер или олигомерный конъюгат по изобретению состоит из, или 

содержит, или основан на мотиве последовательности CGAACCACTGAACA (SEQ ID NO: 7) или ее суб-

последовательности. 

В некоторых воплощениях олигомер или олигомерный конъюгат по изобретению состоит из, или 

содержит, или основан на мотиве последовательности CCGCAGTATGGATCG (SEQ ID NO: 9) или ее 

субпоследовательности. 

В некоторых воплощениях олигомер или олигомерный конъюгат по изобретению состоит из, или 

содержит, или основан на GCGtaaagagaGG (SEQ ID NO: 303). 
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В некоторых воплощениях олигомер или олигомерный конъюгат по изобретению состоит из, или 

содержит, или основан на GCGtaaagagaGGT (SEQ ID NO: 301). 

В некоторых воплощениях олигомер или олигомерный конъюгат по изобретению состоит из, или 

содержит, или основан на GCGtaaagagAGG (SEQ ID NO: 618). 

В некоторых воплощениях олигомер или олигомерный конъюгат по изобретению состоит из, или 

содержит, или основан на AGCgaagtgcacACG (SEQ ID NO: 310). 

В некоторых воплощениях олигомер или олигомерный конъюгат по изобретению состоит из, или 

содержит, или основан на AGgtgaagcgaAGTG (SEQ ID NO: 668). 

В некоторых воплощениях олигомер или олигомерный конъюгат по изобретению состоит из, или 

содержит, или основан на AGCgaagtgcacaCGG (SEQ ID NO: 308). 

В некоторых воплощениях олигомер или олигомерный конъюгат по изобретению состоит из, или 

содержит, или основан на CGAaccactgaACA (SEQ ID NO: 297). 

В некоторых воплощениях олигомер или олигомерный конъюгат по изобретению состоит из, или 

содержит, или основан на CCGcagtatggaTCG (SEQ ID NO: 299). 

В некоторых воплощениях олигомер или олигомерный конъюгат по изобретению состоит из или 

содержит 

 
В некоторых воплощениях олигомер или олигомерный конъюгат по изобретению состоит из или 

содержит 

 
В некоторых воплощениях олигомер или олигомерный конъюгат по изобретению состоит из или 

содержит 

 
В некоторых воплощениях олигомер или олигомерный конъюгат по изобретению состоит из или 

содержит 

 
В некоторых воплощениях олигомер или олигомерный конъюгат по изобретению состоит из или 

содержит 

 
В некоторых воплощениях олигомер или олигомерный конъюгат по изобретению состоит из или 

содержит 

 
В некоторых воплощениях олигомер или олигомерный конъюгат по изобретению состоит из или 

содержит 

 
В некоторых воплощениях олигомер или олигомерный конъюгат по изобретению состоит из или 

содержит 

 
Гэпмер. 

Предпочтительно олигомер или олигомерный компонент олигомерного конъюгата по изобретению 

представляет собой гэпмер (иногда упоминаемый как гэпмерный олигомер). Предпочтительно олиго-

мерный участок содержит 2'-дезоксирибонуклеотидный гэп, фланкированный с каждой стороны крылом, 

где каждое крыло независимо содержит одно или более звено LNA. 

Обычно, гэпмерный олигомер по настоящему изобретению или гэпмерный олигомерный компонент 

олигомерного конъюгата по изобретению может быть представлен любой одной из следующих формул: 
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где для каждой формулы: 

W представляет собой участок одного или более усиливающих аффинность нуклеотидных аналога 

(участок W); 

X представляет собой участок, содержащий участок из нуклеотидов, способных привлекать РНКазу 

(участок X); 

Y представляет собой участок одного или более усиливающих аффинность нуклеотидных аналогов 

(участок Y); 

V представляет собой участок одного или более нуклеотидных звеньев (участок V); 

Z представляет собой участок одного или более нуклеотидных звеньев (участок Z). 

Любой из участков V, W, X, Y или Z может содержать дополнительные нуклеотиды или усили-

вающие аффинность нуклеотидные аналоги. 

Обычно поэтому гэпмерный олигомер представляет собой олигомер, который содержит непрерыв-

ный участок нуклеотидов, который способен привлекать РНКазу, такую как РНКаза Н, такой как участок 

по меньшей мере из 6 или 7 нуклеотидов ДНК, которые представляют собой участок X; где участок X 

фланкирован как 5', так и 3' участками усиливающих аффинность нуклеотидных аналогов, например 5' и 

3' непрерывными участками нуклеотидов из 1-6 нуклеотидных аналогов, которые способны привлекать 

РНКазу - данные участки представляют собой участок W и участок Y соответственно. 

В некоторых воплощениях звенья, которые спосбны привлекать РНКазу, выбраны из группы, со-

стоящей из звеньев ДНК, звеньев альфа-L-LNA, С4' алкилированных звеньев ДНК (см. 

РСТ/ЕР2009/050349 и Vester et al., Bioorg. Med. Chem. Lett. 18 (2008), 2296-2300, включенные в данный 

документ посредством ссылки), и нуклеотидов UNA (несвязанная нуклеиновая кислота) (см. Fluiterefa/., 

Mol. Biosyst., 2009, 10, 1039, включенный в данный документ посредством ссылки). UNA представляет 

собой незакрытую нуклеиновую кислоту, обычно где С2-С3 С-С связь рибозы удалена, формируя неза-

крытый "сахарный" остаток. Предпочтительно гэпмер содержит (поли)нуклеотидную последователь-

ность формулы (5'-3'), W-X-Y, или возможно W-X-Y-Z или V-W-X-Y, где участок W (W) (5' участок) 

состоит из или содержит по меньшей мере один нуклеотидный аналог, такой как по меньшей мере одно 

звено LNA, например 1-6 нуклеотидных аналогов, таких как звенья LNA и участок X (X) состоит из или 

содержит по меньшей мере пять последовательных нуклеотидов, которые способны привлекать РНКазу 

(в случае формирования дуплета с комплементарной молекулой РНК, такой как мРНК мишень), такой 

как нуклеотиды ДНК, и участок Y (Y) (3' участок) состоит из или содержит по меньшей мере один нук-

леотидный аналог, такой как по меньшей мере одно звено LNA, такой как 1-6 нуклеотидных аналогов, 

такой как звенья LNA, и участок V (V) и/или Z (Z), когда присутствует, состоит из или содержит 1, 2 или 

3 нуклеотидных звена, таких как нуклеотиды ДНК. 

В некоторых воплощениях участок W состоит из 1, 2, 3, 4, 5 или 6 нуклеотидных аналогов, таких 

как звенья LNA, например 2-5 нуклеотидных аналога, таких как 2-5 звена LNA, например 3 или 4 нук-

леотидных аналога, таких как 2, 3 или 4 звена LNA. 

В некоторых воплощениях участок Y состоит из 1, 2, 3, 4, 5 или 6 нуклеотидных аналогов, таких 

как звенья LNA, например 2-5 нуклеотидных аналогов, таких как 2-5 звеньев LNA, например 2, 3 или 4 

нуклеотидных аналогов, таких как 3 или 4 звена LNA. 

В некоторых воплощениях участок X состоит из или содержит 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 или 12 последова-

тельных нуклеотидов, которые способны привлекать РНКазу, или 6-10 или 7-9, например 8, последова-

тельных нуклеотидов, которые способны привлекать РНКазу. 

В некоторых воплощениях участок X состоит из или содержит по меньшей мере одно нуклеотидное 

звено ДНК, например 1-12 звена ДНК, предпочтительно 4-12 звеньев ДНК, более предпочтительно 6-10 

звеньев ДНК, например 7-10 звеньев ДНК, наиболее предпочтительно 8, 9 или 10 звеньев ДНК. 

В некоторых воплощениях участок W состоит из 2, 3 или 4 нуклеотидных аналогов, таких как LNA, 

участок X состоит из 7, 8, 9 или 10 звеньев ДНК, и участок Y состоит из 2, 3 или 4 нуклеотидных анало-

гов, таких как LNA. Такой дизайн включает (W-X-Y) 3-10-3, 3-10-4, 4-10-3, 3-9-3, 3-9-4, 4-9-3, 3-8-3, 3-8-

4, 4-8-3, 3-7-3, 3-7-4, 4-7-3, 3-10-2, 3-9-2, 3-8-2, 3-7-2, 4-10-2, 4-9-2, 4-8-2, 4-7-2 и может дополнительно 

включать участок V, который может иметь 1, 2 или 3 нуклеотидных звена, таких как звенья ДНК, и/или 

участок Z, который может иметь 1, 2 или 3 нуклеотидных звена, таких как звенья ДНК. 

Дальнейшие дизайны гэпмеров раскрыты в WO 2004/046160, который включен в данный документ 

посредством ссылки. WO 2008/113832, который заявляет приоритет перед предварительной заявкой на 

патент США 60/977,409, включенный в данный документ посредством ссылки, относится к "шортмер" 

(англ. - shortmer) гэпмерным олигомерам. В некоторых воплощениях олигомеры, представленные в дан-

ном документе, могут представлять собой такие "шортмер" гэпмеры. 
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В некоторых воплощениях олигомер состоит из непрерывной нуклеотидной последовательности 

всего из 10, 11, 12, 13 или 14 нуклеотидных звеньев, где непрерывная нуклеотидная последовательность 

представляет собой формулу (5'-3'), W-X-Y или возможно W-X-Y-Z или V-W-X-Y, где W состоит из 1, 2 

или 3 звеньев нуклеотидных аналогов, таких как звенья LNA; X состоит из 7, 8 или 9 непрерывных нук-

леотидных звеньев, которые способны привлекать РНКазу, в случае формирования дуплета с компле-

ментарной молекулой РНК (такой как мРНК мишень); и Y состоит из 1, 2 или 3 звеньев нуклеотидных 

аналогов, таких как звенья LNA. В случае, когда присутствует, V состоит из 1 или 2 звеньев ДНК. В слу-

чае, когда присутствует, Z состоит из 1 или 2 звеньев ДНК. 

В некоторых воплощениях W состоит из 1 звена LNA. В некоторых воплощениях W состоит из 2 

звеньев LNA. В некоторых воплощениях W состоит из 3 звеньев LNA. 

В некоторых воплощениях Y состоит из 1 звена LNA. В некоторых воплощениях Y состоит из 2 

звеньев LNA. В некоторых воплощениях Y состоит из 3 звеньев LNA. 

В некоторых воплощениях X состоит из 7 нуклеотидных звеньев. В некоторых воплощениях X со-

стоит из 8 нуклеотидных звеньев. В некоторых воплощениях X состоит из 9 нуклеотидных звеньев. В 

некоторых воплощениях участок X состоит из 10 нуклеозидных звеньев. В некоторых воплощениях уча-

сток X содержит 1-10 звеньев ДНК. В некоторых воплощениях X содержит 1 - 9 звеньев ДНК, таких как 

2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 или 9 звеньев ДНК. В некоторых воплощениях X состоит из звеньев ДНК. В некоторых 

воплощениях X содержит по меньшей мере одно звено LNA, которое присутствует в альфа-L конфигу-

рации, например, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 или 9 звеньев LNA в альфа-L-конфигурации. В некоторы воплощениях 

X содержит по меньшей мере одно альфа-L-окси звено LNA, или где все звенья LNA в альфа-L-

конфигурации представляют собой альфа-L-окси звенья LNA. 

В некоторых воплощениях число нуклеотидов, присутствующих в W-X-Y выбрано из группы, со-

стоящей из (звенья нуклеотидных аналогов - участок X-звенья нуклеотидных аналогов): 1-8-1, 1-8-2,  

2-8-1, 2-8-2, 3-8-3, 2-8-3, 3-8-2, 4-8-1, 4-8-2, 1-8-4, 2-8-4, или 1-9-1, 1-9-2, 2-9-1, 2-9-2, 2-9-3, 3-9-2, 1-9-3,  

3-9-1, 4-9-1, 1-9-4, или 1-10-1, 1-10-2, 2-10-1,2-10-2, 1-10-3, 3-10-1,3-10-2, 2-10-3, 3-10-3. 

В некоторых воплощениях число нуклеотидов в W-X-Y выбрано из группы, состоящей из 2-7-1,  

1-7-2, 2-7-2, 3-7-3, 2-7-3, 3-7-2, 3-7-4 и 4-7-3; в некоторых воплощениях предпочтительные мотивы пред-

ставляют собой 3-10-3, 3-9-3, 3-8-3, 3-8-2. 

В некоторых воплощениях каждый из участков W и Y состоит из 2 или 3 звеньев LNA и участок X 

состоит из 8 или 9 или 10 нуклеозидных звеньев, предпочтительно звеньев ДНК. 

В некоторых воплощениях как W, так и Y состоят из 2 или 3 звеньев LNA каждый и X состоит из 8 

или 9 нуклеотидных звеньев, предпочтительно звеньев ДНК. 

В различных воплощениях другие дизайны гэпмеров включают таковые, где участки W и/или Y со-

стоят из 3, 4, 5 или 6 нуклеозидных аналогов, таких как звенья, содержащие сахар 2'-О-метоксиэтил-

рибозу (2'-МОЕ) или звенья, содержащие сахар 2'-фтор-дезоксирибозу, и участок X состоит из 8, 9, 10, 11 

или 12 нуклеозидов, таких как звенья ДНК, где участки W-X-Y имеют 3-9-3, 3-10-3, 5-10-5 или 4-12-4 

звена. 

Дальнейшие дизайны гэпмеров раскрыты в WO 2007/146511А2, включенный в данный документ 

посредством ссылки. 

Соответственно, олигомер или олигомерный компонент олигомерного конъюгата может содержать 

по меньшей мере 1, по меньшей мере 2 или по меньшей мере 3 модифицированных нуклеотида на  

5'-конце вышеупомянутых последовательностей. Например, один или более предпочтительно всех мо-

дифицированных нуклеотидов могут представлять собой звенья LNA. 

Олигомер или олигомерный компонент олигомерного конъюгата может содержать по меньшей ме-

ре 1, по меньшей мере 2 или по меньшей мере 3 модифицированных нуклеотида на 3'-конце вышеупомя-

нутых последовательностей. Например, один или более предпочтительно все модифицированные нук-

леотиды могут представлять собой звенья LNA. 

Олигомер или олигомерный компонент олигомерного конъюгата может содержать по меньшей ме-

ре 1, по меньшей мере 2 или по меньшей мере 3 модифицированных нуклеотида на 5'- и/или 3'-конце 

последовательностей, раскрытых в данном документе. Например, один или более предпочтительно все 

модифицированные нуклеотиды могут представлять собой звенья LNA. 

В конкретных воплощениях олигомер или олигомерный компонент олигомерного конъюгата может 

содержать по меньшей мере 2 или по меньшей мере 3 модифицированных нуклеотида на 5'- и/или 3'-

конце последовательностей, раскрытых в данном документе. Например, два или более, предпочтительно 

все, нуклеотида могут представлять собой звенья LNA. 

В конкретных воплощениях олигомер или олигомерный компонент олигомерного конъюгата может 

содержать по меньшей мере 3 модифицированных нуклеотида на 5'- и/или 3'-конце последовательностей, 

раскрытых в данном документе. Например, три или более, предпочтительно все, модифицированныхе 

нуклеотида могут представлять собой звенья LNA. 

Для конкретных воплощений олигомер или олигомерный компонент олигомерного конъюгата мо-

жет содержать 2 модифицированных нуклеотида на 5'- и/или 3'-конце последовательности, раскрытой в 

данном документе. Например, модифицированные нуклеотиды могут представлять собой звенья LNA. 
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Для конкретных воплощений олигомер или олигомерный компонент олигомерного конъюгата мо-

жет содержать 3 модифицированных нуклеотида на 5'- и на 3'-конце последовательности, раскрытой в 

данном документе. Например, один или более, предпочтительно все, модифицированный нуклеотид мо-

гут представлять собой звенья LNA. 

Для некоторых воплощений олигомер может содержать дополнительный динуклеотидный мотив 

СА. 

В конкретных аспектах предпочтительно олигомер не является GAGGCATAGCAGCAGG  

(SEQ ID NO: 102). 

Для конкретных воплощений изобретения олигомер или олигомерный компонент олигомерного 

конъюгата содержит любой из мотивов: 2-8-2, 3-8-3, 2-8-3, 3-8-2, 2-9-2, 3-9-3, 2-9-3, 3-9-2, 2-10-2, 3-10-3, 

3-10-2, 2-10-3, где первое число представляет собой число звеньев LNA в участке крыла LNA, второе 

число представляет собой число нуклеотидов в гэп участке и третье число представляет собой число зве-

ньев LNA в участке крыла LNA. 

Для конкретных воплощений изобретения олигомер или олигомерный компонент олигомерного 

конъюгата может содержать любой из мотивов: 3-8-3, 3-8-2, 3-9-3, 3-9-2, 3-10-3, 3-10-2, где первое число 

представляет собой число звеньев LNA в участке крыла LNA, второе число представляет собой число 

нуклеотидов в гэп участке и третье число представляет собой число звеньев LNA в участке крыла LNA. 

Для конкретных воплощений изобретение предлагает олигомер или олигомерный конъюгат, как 

определено в данном документе, где олигомер или олигомерный компонент олигомерного конъюгата 

является гэпмером, и где вся последовательность содержит по меньшей мере 6, предпочтительно по 

меньшей мере 7, предпочтительно по меньшей мере 8, предпочтительно по меньшей мере 9, предпочти-

тельно по меньшей мере 10 звеньев, предпочтительно по меньшей мере 11 звеньев, предпочтительно по 

меньшей мере 12 звеньев, которые являются по меньшей мере на 80%, по меньшей мере на 85%, по 

меньшей мере на 90%, по меньшей мере на 95%, по меньшей мере на 98% идентичными участку, соот-

ветствующему части гена НВх HBV, такому как часть SEQ ID NO: 1, или части гена HBsAg, такой как 

SEQ ID NO: 2, или обратно комплементарны целевому участку нуклеиновой кислоты, который кодирует 

НВх HBV или HBsAg HBV. 

Для конкретных воплощений изобретение предлагает олигомер или олигомерный конъюгат, как 

определено в данном документе, где олигомер или олигомерный компонент олигомерного конъюгата 

представляет собой гэпмер и где последовательность центрального участка содержит по меньшей мере 6, 

предпочтительно по меньшей мере 7, предпочтительно по меньшей мере 8, предпочтительно по меньшей 

мере 9, предпочтительно по меньшей мере 10 звеньев, которые по меньшей мере на 80%, по меньшей 

мере на 85%, по меньшей мере на 90%, по меньшей на 95%, по меньшей мере на 98% идентичны участ-

ку, соответствующему части гена НВх HBV, такой как часть SEQ ID NO: 1, или части гена HBsAg, такой 

как SEQ ID NO: 2, или обратно комплементарной последовательности целевого участка нуклеиновой 

кислоты, который кодирует НВх HBV или HBsAg HBV. 

Для конкретных воплощений изобретения олигомер или олигомерный компонент олигомерного 

конъюгата может быть основан на последовательности, выбранной из группы, состоящей из любой или 

более из: 
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где 1, 2, 3 или 4 из трех-четырех 5' терминальных нуклеотидов являются модифицированными нук-

леотидами, например, звеньями LNA; и 1, 2, 3 или 4 из трех-четырех 3' терминальных нуклеотидов явля-

ются модифицированными нуклеотидами, например, звеньями LNA. 

Для конкретных воплощений изобретения олигомер или олигомерный компонент олигомерного 

конъюгата может быть основан на последовательности, выбранной из группы, состоящей из любой из: 

 
где 2 или 3 из трех 5' терминальных нуклеотидов, например звеньев LNA; 

2 или 3 из трех 3' терминальных нуклеотидов являются модифицированными нуклеотидами, на-

пример звеньями LNA. 

Для конкретных воплощений изобретения олигомер или олигомерный компонент олигомерного 

конъюгата может быть основан на последовательности, выбранной из группы, состоящей из любой од-

ной или более из: 

 

 
где три 5' терминальных нуклеотида являются модифицированными нуклеотидами, например зве-

ньями LNA; 

2 или 3 из трех 3' терминальных нуклеотидов являются модифицированными нуклеотидами, на-

пример, звеньями LNA. 

Для конкретных воплощений изобретения олигомер или олигомерный компонент олигомерного 

конъюгата может быть основан последовательности, выбранной из группы, состоящей из любой одной 
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или более: 

 

 
где прописные буквы означают нуклеотиды, которые могут быть модифицированными нуклеоти-

дами, например, звеньями LNA. 

Для конкретных воплощений изобретения олигомер или олигомерный компонент олигомерного 

конъюгата может быть основан на последовательности, выбранной из группы, состоящей из любой од-

ной или более: 
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где прописные буквы означают звенья бета-D-окси-LNA; 

строчные буквы означают звенья ДНК; 

нижний индекс "s" означает фосфоротиоатную связь; 

верхний индекс "m" означает звено ДНК или бета-D-окси-LNA, содержащее 5-метилцитозиновое 

основание; 

АМ-С6 представляет собой амино-С6 линкер; где 5' терминальная группа "АМ-С6 са" является до-

полнительной. 

АМ-С6 представляет собой амино-С6 линкер: 6-аминогексанол в 5'-концеолигонуклеотида, связан-

ного через фосфодисложный эфир или фосфоротиоат Соответственно, для конкретных воплощений изо-

бретения, олигомер или олигомерный компонент олигомерного конъюгата может быть основан на по-

следовательности, выбранной из группы, состоящей из любой одной или более: 
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где прописные буквы обозначают звенья бета-D-окси-LNA; 

строчные буквы обозначают звенья ДНК; 

все межнуклеозидные связи представляют собой фосфоротиоатные связи; 

верхний индекс " m" обозначает звено ДНК или бета-D-окси-LNA, содержащей 5-метитцитозиновое 

основание. 

В конкретных предпочтительных аспектах олигомер или олигомерный компонент олигомерного 

конъюгата содержит любой один из мотивов: 3-10-3, 3-10-2, 3-9-3, 3-9-2, 3-8-3, 3-8-2, где первое число 

представляет собой число модифицированных нуклеотидов в участке крыла, предпочтительно по мень-

шей мере один, являющийся звеном LNA, предпочтительно все, являющиеся звеном LNA, второе число 

представляет собой число нуклеотидов в гэп участке, и третье число представляет собой число модифи-

цированных нуклеотидов в участке крыла, предпочтительно по меньшей мере один, являющийся звеном 

LNA, предпочтительно по меньшей мере все, являющиеся звеном LNA. 

Как указано, олигомер по изобретению может содержать или может представлять собой гэпмер. 

Альтернативно, гэпмерный олигомер представляет собой олигомер, содержащий непрерывный участок 

нуклеотидов, способных привлекать РНКазу, такую как РНКаза Н, например участок по меньшей мере 6 

или 7 нуклеотидов ДНК, именуемый в данном документе участок GH (GH), где участок GH как с 5', так и 

с 3' фланкирован участками усиливающих аффинность нуклеотидных аналогов, такими как 1-6 нуклео-

тидных аналога 5' и 3' к непрерывному участку нуклеотидов, которые способны привлекать РНКазу - 

данные участки, рассматриваемые как участки GX' (GX') и GZ' (GZ'). 

Участки GX, GH и GZ соответствуют участкам W, X и Y соответственно. 

В некоторых воплощениях звенья, которые способны привлекать РНКазу, выбраны из группы, со-

стоящей из звеньев ДНК, звеньев альфа-L-LNA, С4' алкилированных звеньев ДНК (см. 

РСТ/ЕР2009/050349 и Vester et al., Bioorg. Med. Chem. Lett. 18 (2008), 2296-2300, включенный в данный 

документ посредством ссылки), и нуклеотидов UNA (несвязанной нуклеиновой кислоты) (см. Fluiter et 

al., Mol. Biosyst., 2009, 10, 1039, включенный в данный документ посредством ссылки). UNA представля-

ет собой незакрытую нуклеиновую кислоту, обычно где С2-С3 С-С связь рибозы удалена, формируя неза-

крытый "сахарный" остаток. Предпочтительно гэпмер содержит (поли)нуклеотидную последователь-

ность формулы (5'-3'), GX'-GH-GZ', где участок GX' (GX') (5' участок) состоит из или содержит по мень-

шей мере один нуклеотидный аналог, такой как по меньшей мере одно звено BNA (например, LNA), на-
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пример, 1-6 нуклеотидных аналогов, таких как звенья BNA (например, LNA), и участок GH (Н) состоит 

из или содержит по меньшей мере пять последовательных нуклеотидов, способных привлекать РНКазу 

(в случае формирования дуплета с комплементарной молекулой РНК, такой как мРНК мишень), таких 

как нуклеотиды ДНК, и участок GZ' (GZ') (3' участок) состоит из или содержит по меньшей мере один 

нуклеотидный аналог, такой как по меньшей мере одно звено BNA (например звено LNA), например, 1-6 

нуклеотидных аналога, таких как звенья BNA (например, LNA). 

В некоторых воплощениях участок GX' состоит из 1, 2, 3, 4, 5 или 6 нуклеотидных аналогов, таких 

как звеньев BNA (например, LNA), например 2-5 нуклеотидных аналога, таких как 2-5 звена LNA, на-

пример 3 или 4 нуклеотидных аналога, таких как 3 или 4 звена LNA; и/или участок GZ' состоит из 1, 2, 3, 

4, 5 или 6 нуклеотидных аналогов, таких как звенья BNA (например, LNA), например 2-5 нуклеотидных 

аналогов, таких как 2-5 BNA (например, звеньев LNA), например 3 или 4 нуклеотидных аналогов, таких 

как 3 или 4 звена BNA (например, LNA). 

В некоторых воплощениях GH состоит из или содержит 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 или 12 последовательных 

нуклеотидов, способных привлекать РНКазу или 6-10, или 7-9, например 8, последовательных нуклеоти-

дов, способных привлекать РНКазу. В некоторых воплощениях участок GH состоит из или содержит по 

меньшей мере одно нуклеотидное звено ДНК, например 1-12 звеньев ДНК, предпочтительно 4-12 звень-

ев ДНК, более предпочтительно 6-10 звеньев ДНК, например 7-10 звеньев ДНК, наиболее предпочти-

тельно 8, 9 или 10 звеньев ДНК. 

В некоторых воплощениях участок GX' состоит из 3 или 4 нуклеотидных аналогов, таких как BNA 

(например, LNA), участок X' состоит из 7, 8, 9 или 10 звеньев ДНК и участок Z' состоит из 3 или 4 нук-

леотидных аналогов, таких как BNA (например,LNA). Такие дизайны включают (GX'-GH-GZ') 3-10-3,  

3-10-4, 4-10-3, 3-9-3, 3-9-4, 4-9-3, 3-8-3, 3-8-4, 4-8-3, 3-7-3, 3-7-4, 4-7-3. 

В некоторых воплощениях олигомер, например, участок GX', состоит из непрерывной последова-

тельности нуклеотидов всего из 10, 11, 12, 13 или 14 нуклеотидных звеньев, где непрерывная нуклеотид-

ная последовательность содержит или представляет собой формулу (5'-3'), GX'-GH-GZ', где GX' состоит 

из 1, 2 или 3 звеньев нуклеотидных аналогов, таких как BNA (например, LNA); GH состоит из 7, 8 или 9 

непрерывных нуклеотидных звеньев, способных привлекать РНКазу, в случае формирования дуплета с 

комплементарной молекулой РНК (такой как мишень мРНК); и GZ' состоит из 1, 2 или 3 звеньев нуклео-

тидных аналогов, таких как звеньев BNA (например, LNA). 

В некоторых воплощениях GX' состоит из 1 звена BNA (например, LNA). В некоторых воплощени-

ях GX' состоит из 2 звеньев BNA (например, LNA). В некоторых воплощениях GX' состоит из 3 звеньев 

BNA (например, LNA). В некоторых воплощениях GZ' состоит из 1 звена BNA (например, LNA). В неко-

торых воплощениях GZ' состоит из 2 звеньев BNA (например, LNA). В некоторых воплощениях GZ' со-

стоит из 3 звеньев BNA (например, LNA). В некоторых воплощениях GH состоит из 7 нуклеотидных 

звеньев. В некоторых воплощениях GH состоит из 8 нуклеотидных звеньев. В некоторых воплощениях 

GH состоит из 9 нуклеотидных звеньев. В некоторых воплощениях участок GH состоит из 10 нуклеозид-

ных звеньев. В конкретных воплощениях участок GH состоит из или содержит 1-10 звеньев ДНК. В не-

которых воплощениях GH содержит 1-9 звеньев ДНК, например 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 или 9 звеньев ДНК. В 

некоторых воплощениях GH состоит из звеньев ДНК. В некоторых воплощениях GH содержит по мень-

шей мере одно звено BNA, которое может быть в альфа-L-конфигурации, например 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 или 9 

звеньев LNA в альфа-L-конфигурации. В некоторых воплощениях GH содержит по меньшей мере одно 

звено альфа-L-окси BNA/LNA или все звенья LNA в альфа-L- конфигурации представляют собой звенья 

альфа-L-окси LNA. В некоторых воплощениях число нуклеотидов, присутствующих в GX'-GH-GZ', вы-

брано из группы, состоящей из (звенья нуклеотидных аналогов - участок GH - звенья нуклеотидных ана-

логов): 1-8-1, 1-8-2, 2-8-1, 2-8-2, 3-8-3, 2-8-3, 3-8-2, 4-8-1, 4-8-2, 1-8-4, 2-8-4, или 1-9-1, 1-9-2, 2-9-1, 2-9-2, 

2-9-3, 3-9-2, 1-9-3, 3-9-1, 4-9-1, 1-9-4, или 1-10-1, 1 -10-2, 2-10-1, 2-10-2, 1-10-3, 3-10-1. В некоторых во-

площениях число нуклеотидов в GX'-GH-GZ' выбрано из группы, состоящей из 2-7-1, 1-7-2, 2-7-2, 3-7-3, 

2-7-3, 3-7-2, 3-7-4 и 4-7-3. В конкретных воплощениях каждый из участков GX' и GH состоит из трех зве-

ньев BNA (например, LNA) и участок GH состоит из 8, или 9, или 10 нуклеозидных звеньев, предпочти-

тельно звеньев ДНК. В некоторых воплощениях как GX', так и GZ' состоит из двух звеньев BNA (напри-

мер, LNA) каждое и GH состоит из 8 или 9 нуклеотидных звеньев, предпочтительно звеньев ДНК. В раз-

личных воплощениях другие дизайны гэпмеров включают таковые, где участок GX' и/или GZ состоит из 

3, 4, 5 или 6 нуклеозидных аналогов, таких как звенья, содержащие 2'-О-метоксиэтил-рибозу (2'-МОЕ) 

или звенья, содержащие 2'-фтор-дезоксирибозу и участок Н состоит из 8, 9, 10, 11 или 12 нуклеозидов, 

таких как звенья ДНК, где участки GX'-GH-GZ' имеют 3-9-3, 3-10-3, 5-10-5 или 4-12-4 звеньев. 

BNA и LNA гэпмеры. 

Термины BNA и LNA взаимозаменяемы. Гэпмер BNA представляет собой гэпмерный олигомер 

(участок GA), содержащий по меньшей мере один нуклеотид BNA. LNA гэпмер представляет собой гэп-

мерный олигомер (участок GA), содержащий по меньшей мере один нуклеотид LNA. 

Межнуклеотидные связи. 

Звенья олигомеров и олигомерных конъюгатов, описанных в данном документе, соединены вместе 

через связующие группы. Приемлемо, каждое звено связано с 3' прилегающего звена через связующую 
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группу. 

Специалистам в области техники будет понятно, что в контексте настоящего изобретения 5' звено 

на конце олигомера не содержит 5' связующую группу, хотя оно может содержать или не содержать 5' 

терминальную группу. 

Нуклеотиды олигомера по изобретению или его непрерывная нуклеотидная последовательность со-

единены вместе через связующие группы. Соответственно каждый нуклеотид связан с 3' прилегающим 

нуклеотидом через связующую группу. 

Возможно, олигонуклеотид по изобретению или олигонуклеотидный конъюгат по изобретению 

может содержать одну или более линкерную группу и/или один или более ветвящий участок. В различ-

ных воплощениях линкерные группы представляют собой межнуклеозидные или межнуклеотидные  

связи. 

Приемлемые межнуклеотидные связи включают таковые, приведенные в WO 2007/031091, напри-

мер межнуклеотидные связи, приведенные в первом абзаце с. 34 WO 2007/031091 (включенного в дан-

ный документ посредством ссылки). 

Для некоторых воплощений предпочтительно модифицировать межнуклеотидную связь из нор-

мальной фосфодисложноэфирной до таковой более устойчивой к воздействию нуклеазы, такой как фос-

форотиоатная или боранофсофатная - эти две связи, расщепляемые РНКазой Н, также делают возмож-

ным антисмысловое ингибирование при снижении экспрессии целевого гена. 

Приемлемые предложенные в данном документе серосодержащие (S) межнуклеотидные связи мо-

гут быть предпочтительны. Фосфоротиоатные межнуклеотидные связи также предпочтительны, в част-

ности, для гэп участка (X) гэпмеров. Фосфоротиоатные связи могут также быть применены для фланки-

рующих участков (W и Y, и для связи W или Y с V или Z, и внутри участка V или участка Z, при необхо-

димости). 

Участки W, X и Y могут, однако, содержать межнуклеотидные связи другие, чем фосфоротиоат, та-

кие как фосфодисложноэфирные связи, в частности, например, в случае применения нуклеотидных ана-

логов, защищающих межнуклеотдные связи внутри участков W и Y от эндонуклеазной деградации, та-

кой как в случае с участками W и Y, содержат нуклеотиды LNA. 

Межнуклеотидные связи в олигомере могут представлять собой фосфодисложный эфир, фосфоро-

тиоат или боранофосфат, так что делает возможным расщепление целевой РНК РНКазой Н. Фосфоро-

тиоат предпочтителен для улучшенной нуклеазной устойчивости и по другим причинам, таким как лег-

кость производства. 

В одном аспекте олигомера по изобретению нуклеотиды и/или нуклеотидные аналоги связаны друг 

с другом посредством фосфоротиоатных групп. 

Следует понимать, что включение фосфодисложноэфирных связей, например одной или двух свя-

зей, в другой фосфоротиоатный олигомер, особенно между или прилегая к звеньям нуклеотидных анало-

гов (обычно в участке W и/или Y) может модифицировать биодоступность и/или биораспределение оли-

гомера - см. WO 2008/113832, включенного в данный документ посредством ссылки. 

В некоторых воплощениях, упомянутых выше, где соответственно и не специфично указано, все 

оставшиеся связующие группы являются или фосфодисложноэфирными, или фосфоротиоатными, или их 

смесью. 

В некоторых вопллощениях все межнуклеотидные связующие группы являются фосфоротиоатом. 

В случае ссылки на специфичные гэпмерные олигонуклеотидные последовательности, как любые 

из таковых специфичных последовательностей, предложенных в данном документе, следует понимать, 

что в различных воплощениях в случае, когда связи являются фосфоротиоатными связями, альтернатив-

ные связи, такие как таковые, раскрытые в данном документе, могут быть применены, например фосфат-

ные (фосфодисложноэфирные) связи могут быть применены, в частности связи между нуклеотидными 

аналогами, такими как звенья LNA. Аналогично, в случае ссылки на специфичные гэпмерные олигонук-

леотидные последовательности, такие как любые из таковых специфичных последовательностей, пред-

ложенных в данном документе, в случае когда остатки С аннотированы как 5' метил-модифицированный 

цитозин, в различных воплощениях, один или более С, присутствующих в олигомере, может представ-

лять собой немодифицированные остатки С. 

WO 09/124238 относится к олигомерным соединениям, обладающим по меньшей мере одним би-

циклическим нуклеозидом, прикрепленным к 3' или 5' терминальному концу за счет нейтральной меж-

нуклеозидной связи. Олигомеры по изобретению могут, таким образом, иметь по меньшей мере один 

бициклический нуклеозид, прикрепленный к 3' или 5' терминальному концу за счет нейтральной меж-

нуклеозидной связи, такой как один или более фосфодисложный эфир, метилфосфонат, MMI, амид-3, 

формацеталь или тиоформацеталь. Оставшиеся связи могут представлять собой фосфоротиоат. 

Носитель. 

В некоторых воплощениях олигомер по настоящему изобретению связан с одним или более компо-

нентом-носителем, который может быть одним и тем же или различным. 

В некоторых воплощениях олигомерный конъюгат обладает или содержит структуру: 

Компонент-носитель - L-первый олигомерный участок, 
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где L представляет собой дополнительный линкер, или ветвящий участок, или связывающую моле-

кулу, или мостиковую группу. Предпочтительно L выбран из физиологически лабильного линкера (уча-

сток PL), или альтернативного линкера (участок Е), или комбинации обоих. 

Первый олигомерный участок может быть связан с линкером или носителем через 5'-конец сле-

дующим образом: 

Компонент-носитель - L1 - первый олигомерный участок, 

где L1 представляет собой дополнительный линкер, или ветвящий участок, или связывающую мо-

лекулу, или мостиковую группу; или 

Альтернативно первый олигомерный участок может быть связан с линкером или носителем через 

3'-конец, следующим образом: 

Первый олигомерный участок - L2 - компонент-носитель, 

где L2 представляет собой дополнительный линкер, или ветвящий участок, или связывающую мо-

лекулу, или мостиковую группу. 

Для конкретных воплощений предпочтительно олигомерный конъюгат обладает или содержит 

структуру: 

Компонент-носитель - L1 - первый олигомерный участок, 

где L1 представляет собой дополнительный линкер. 

Для конкретных воплощений предпочтительно присутствует линкер 1. 

Для конкретных воплощений предпочтительно упомянутый компонент-носитель связан, предпоч-

тительно конъюгирован с упомянутым олигомерным участком. 

Для конкретных воплощений предпочтительно упомянутый компонент-носитель связан, предпоч-

тительно конъюгирован с 5'-концом упомянутого олигомера. 

Для конкретных воплощений предпочтительно упомянутый компонент-носитель связан, предпоч-

тительно конъюгирован с 5'-концом упомянутого олигомера посредством линкерной группы или ветвя-

щего участка или связывающей молекулы или мостиковой группы. 

Для конкретных воплощений предпочтительно линкерная группа или ветвящий участок представ-

ляют собой физиологически лабильную линкерную группу или физиологически лабильный ветвящий 

участок или физиологически лабильную связывающую молекулу или физиологически лабильную мости-

ковую группу. 

Для конкретных воплощений предпочтительно физиологически лабильная линкерная группа пред-

ставляет собой линкер, чувствительный к нуклеазе, предпочтительно фосфодисложноэфирный линкер. 

Для конкретных воплощений предпочтительный L1 линкер состоит из физиологически лабильного 

линкера и С2-С36 аминоалкильной группы, включая, например, С6-С12 аминоалкильные группы. В пред-

почтительном воплощении линкер L1 состоит из линкера РО и С6 аминолинкера. 

В некоторых воплощениях компонент-носитель выбран из карбогидратного конъюгата или липо-

фильного конъюгата или компонент-носитель содержит как карбогидратный, так и липофильный конъю-

гаты. 

Карбогидратная конъюгирующая группа может быть выбрана, например, из группы, состоящей из 

галактозы, галактозамина, N-формил-галактозамина, N-ацетилгалактозамина, N-пропионил-

галактозамина, N-н-бутаноил-галактозамина и N-изобутаноилгалактозамина. Предпочтительно карбо-

гидратная конъюгирующая группа представляет собой конъюгирующую группу, нацеленную на асиало-

гикопротеиновый рецептор. Липофильный конъюгат может представлять собой гидрофобную группу, 

такую как С16-20 гидрофобную группу, стерол, холестерол. Другие карбогидратные и липофильные 

группы, которые могут быть применены, представляют собой, например, раскрытое в данном документе. 

Для некоторых воплощений олигомер может содержать дополнительный динуклеотидный мотив 

СА. Предпочтительно в контексте олигомерного конъюгата, мотив СА расположен между компонентом-

носителем и олигомером. Мотив СА предпочтительно содержит фосфодисложноэфирную связь и служит 

в качестве РО линкера между олигомером и компонентом-носителем. 

Вирус гепатита В (HBV). 

Предполагается, что все олигомеры и олигомерные конъюгаты, описанные в данном документе, мо-

гут быть применены для лечения вирусного заболевания, в частности заболевания, ассоциированного с 

HBV. Такие применения формируют часть настоящего изобретения. 

Предполагается, что все олигомеры и олигомерные конъюгаты, описанные в данном документе, мо-

гут быть применены при производстве лекарственного препарата для лечения вирусного заболевания, в 

частности заболевания, ассоциированного с HBV. Такие применения формируют часть настоящего изо-

бретения. 

Предполагается, что все олигомеры и олигомерные конъюгаты, описанные в данном документе, мо-

гут быть введены субъекту как часть способа для облегчения, устранения или лечения вирусного заболе-

вания, в частности заболевания, ассоциированного с HBV. Такие способы формирую часть настоящего 

изобретения. 

Предполагается, что все олигомеры или олигомерные конъюгаты, описанные в данном документе, 

могут составлять часть фармацевтической композиции для лечения вирусного заболевания, в частности 
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заболевания, ассоциированного с HBV. Такие фармацевтические композиции формируют часть настоя-

щего изобретения. 

Вирус гепатита В (HBV) является видом рода Orthohepadnavirus, который является частью семейст-

ва Hepadnaviridae. Вирус вызвает заболевание гепатитом В. Помимо гепатита, инфицирование HBV мо-

жет приводить к циррозу и гепатоклеточной карциноме. Также показано, что оно может повышать риск 

рака печени. 

Вирус делят на четыре основных серотипа (adr, adw, ayr, ayw) на основании антигенных эпитопов, 

представленных на его белках оболочки, или на восемь генотипов (А-Н) согласно всем вариациям нук-

леотидной последовательности генома. Генотипы имеют различное географическое распределение, и 

различия между генотипами влияют на сложность заболевания, направление и вероятность осложнений, 

и ответ на лечение и возможно вакцинацию. Генотипы различаются по меньшей мере на 8%. Тип F, ко-

торый отличается от других геномов на 14%, является наиболее дивергентным типом из известных. Тип 

А преобладает в Европе, африке и Юго-Восточной азии, включая Филиппины. Типы В и С преобладают 

в Азии; тип D наиболее распространен в районе Средиземноморья, среднем Востоке и Индии; тип Е ло-

кализован в странах Африки к югу от Сахары; тип Е (илиН) ограничен Центральной и Южной Амери-

кой. Тип G обнаруживают во Франции и Германии. Генотипы A, D и F преобладают в Бразилии, и все 

генотипы встречаются в Соединенных штатах с частотами в зависимости от этнической принадлежно-

сти. 

HBV обладает геномом из кольцевой ДНК, однако ДНК не является полностью двухцепочечной, 

поскольку на одном конце полноразмерной цепи связана с вирусной ДНК полимеразой. Геном имеет в 

длину 3020-3320 нуклеотидов (для полноразмерной цепи) и 1700-2800 нуклеотидов (для короткой цепи). 

Существуют четыре известных гена, кодируемых геномом HBV (С, Р, S и X). Ген С кодирует белок 

кора (HBcAg), и его старт-кодону предшествует расположенный выше AUG старт-кодон, с которого об-

разуется пре-белок кора. HBeAg образуется посредством протеолиза пре-белка кора. Ген Р кодирует 

ДНК полимеразу. 

НВх. 

Полипептид НВх представляет собой белок из 154 остатков, который влияет на транскрипцию, сиг-

нальную трансдукцию, прогресс клеточного цикла, белковую деградацию, апоптоз и хромосомную ста-

бильность у хозяина. Он формирует гетеродимерный комплекс со своим клеточным целевым белком 

(НВХ взаимодействующий белок: HBXIP), и данное взаимодействие нарушает динамику центросомы и 

образование митотического веретена. Он взаимодействует с DDB1 (белок 1, связывающийся с повреж-

денной ДНК), перенаправляя активность убихитин-лигазы комплексов CUL4-DDB1 Е3, которые тесно 

вовлечены во внутриклеточную регуляцию репликации и репарации ДНК, транскрипцию и сигнальную 

трансдукцию. 

Хотя полипептид утратил существенную идентичность последовательности с каким-либо извест-

ным белком позвоночных, он, вероятно, должен был развиться из ДНК гликозилазы. У трансгенных мы-

шей, экспрессирующих X белок в печени, с большей вероятностью, чем у дикого типа, развивается гепа-

токлеточная карцинома. Поскольку белок X обеспечивает развитие клеточного цикла, несмотря на свя-

зывание с и ингибирование функции белка опухолевого супрессора р53. Экспериментальные наблюде-

ния также подтверждают, что белок НВх повышает TERT и теломеразную активность, продлевая срок 

жизни гепатоцитов и способствуя злокачественной трансформации. 

В исследовании выделенных раковых клеток печени, инфицированных HBV, уровень экспрессии 

белка аргинин метилтрансферазы 1 (PRMT1) был ассоциирован с изменениями в транскрипции из-за 

метилтрансферазной функции PRMT1. Повышенная экспрессия вызывает снижение числа транскриби-

руемых генов HBV, в тоже время наоборот, пониженная экспрессия вызывает повышение. Для PRMT1 

также обнаружено, что он рекрутируется (привлекается) ДНК HBV во время репликации для регуляции 

процесса транскрипции. Повышенная экспрессия НВх, напротив, приводит к ингибированию PRMT1-

опосредованного метилирования белка, давая преимущество вирусной репликации. 

Последовательность-мишень НВх содержит последовательности, начиная с первого описанного 

сайта инициации транскрипции в позиции 1196 до сайта полиаденилирования в позиции 1941. Последо-

вательность от позиции 1196 до 1941 последовательности U95551 представлена в виде SEQ ID NO: 1. 

Последовательность U95551 представлена в виде SEQ ID NO: 3. 

HBsAg. 

HBsAg (также известный как основной поверхностный антиген, основной поверхностный антиген 

HBV, основной поверхностный антиген HBV и 'S') представляет собой поверхностный антиген HBV. 

Ген S представляет собой ген, кодирующий поверхностный антиген (HBsAg). Ген HBsAg является 

одной длинной открытой рамкой считывания, но содержит в рамке три "старт-кодона" (ATG), которые 

разделяют ген на три части пре-S1, пре-S2 и S. Учитывая множество старт-кодонов, образуются поли-

пептиды трех различных размеров, называемые большой, средний и малый (пре-S1 + пре-S2 + S,  

пре-S2 + S, или S). 

HBsAg кодирует три гликопротеина. Белки транслируются в одной и той же рамке считывания, но 

начиная с различных старт-кодонов AUG; таким образом, все имеют одинаковый С-конец. Наибольшим 



034924 

- 47 - 

белком является белок L (42 кДа), внутри которого заключен гликопротеин. Гликопротеин S (27 кДа) 

заключен внутри белка М. Белок HBsAg также секретируется в сыворотке пациентов, где он может быть 

обнаружен в виде сферических (в основном самоассоциированный белок S) или филаментных частиц 

(также в основном белок S, но с некоторым L и М). Образование является меньшим, чем реальный вирус, 

но филаменты могут быть довольно большими (несколько сотен нанометров). 

S-HBsAg составляет в длину 226 аминокислотных остатков. Он представляет собой интегральный 

мембранный гликопротеин, который заякорен в липидном бислое ЭР через аминотерминальный транс-

мембранный домен (TMD-I) между остатками 4 и 24. Он содержит нижерасположенную цитозольную 

петлю (CYL-I) между остатками 24 и 80, второй трансмембранный домен (TMD-II) между остатками 80 и 

100 и антигенную петлю (AGL), охватывающую остатки 101-164, обращенные в полость ЭР (или по-

верхности экстрацеллюлярных частиц). Карбоксильный конец (остатки 165-226) содержит два TMD 

(TMD-III и -IV), расположенных в позициях 173-193 и 202-222 соответственно, разделенных короткой 

последовательностью (остатки 194-201), упоминаемой в данном документе как цитозольная петля II 

(CYL-II), поскольку она предположительно представляет собой остаток на цитозольной стороне мембра-

ны ЭР. Последовательность белка M-HBsAg является более длинной, чем таковая S-HBsAg на 55 остат-

ков (пре-S2 домен) на амино-терминальном конце; она объединена с последней в вирусной оболочке, но 

является необязательной как для морфогенеза, так и для инфицирования in vitro. L-HBsAg содержит пол-

ный полипептид М с дополнительным амино-терминальным участком М (пре-S1) из 108-119 остатков в 

зависимости от генотипа HBV. Для него описаны две топологии с аминотерминальным пре-S доменом 

(пре-S1 плюс пре-S2), являющимся цитозольным на мембране ЭР (изнутри на секретируемых вирионах) 

или люминальным (экспонируемым на поверхности вириона). Внутрення конформация вовлечена в рек-

рутирование нуклеокапсида для сборки вируса, тогда как внешнее расположение соответствует рецеп-

тор-связывающей функции при проникновении вируса. 

Все три белка оболочки синтезируются в мембране эндоплазматического ретикулума (ЭР), где они 

агрегируют через белок-белковые взаимодействия, приводящие в первую очередь к секреции пустых  

S-HBsAg-покрытых субвирусных частиц (SVPs). Это только в случае, когда L-HBsAg присутствует в 

агрегатах белка оболочки на мембране ЭР для того, чтобы нуклеокапсид HBV мог быть вовлечен в сбор-

ку комплекса и высвобожден в виде зрелого вириона. Вследствие преодоления активности S-HBsAg для 

самосборки по сравнению с таковой L-HBsAg образование вириона HBV происходит только в редких 

случаях. 

Последовательность-мишень HBsAg содержит последовательности, начинающиеся с кольцевой по-

следовательности U95551 с участка старта транскрипции в позиции 3158-3182 и с позиции 1 до сайта 

полиаденилирования в позиции 1941. Таким образом, последовательность-мишень HBsAg содержит по-

следовательности комбинированных последовательностей с позиции 3158 по 3182 и позиции 1-1944 

кольцевой последовательности U95551. Данная последовательность-мишень представлена как  

SEQ ID NO: 2. Последовательность U95551 представлена в виде SEQ ID NO: 3. 

Мишень. 

В предпочтительном аспекте,соответственно олигомер или олигомерный конъюгат по изобретению 

способен модулировать последовательность-мишень НВх или HBsAg вируса гепатита В (HBV). B дан-

ном отношении олигомер по изобретению может оказывать влияние на ингибирование последовательно-

сти-мишени, обычно в клетках млекопитающих, таких как клетки человека, таких как клетки печени. 

В некоторых воплощениях олигомер или олигомерный конъюгат по изобретению связывается с це-

левой нуклеиновой кислотой и модулирует экспрессию по меньшей мере на 10 или 20% по сравнению с 

нормальным уровнем экспрессии, более предпочтительно по меньшей мере на 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 

или 95% по сравнению с нормальным уровнем экспрессии (таким как уровень экспрессии в отсутствии 

олигомера(ов) или олигомерного конъюгата(ов)). 

В одном воплощении олигомер или олигомерный конъюгат по изобретению способен к понижению 

(например, ингибированию, уменьшению или устранению) экспрессии гена НВх или HBsAg. В данном 

отношении олигомер по изобретению может влиять на ингибирование НВх или HBsAg. Такое ингибиро-

вание обычно может происходить в клетке млекопитающего, такой как клетка человека, такая как клетка 

печени. В некоторых воплощениях олигомеры по изобретению связываются с целевой нуклеиновой ки-

слотой и влияют на ингибирование экспрессии по меньшей мере на 10 или 20% по сравнению с нор-

мальным уровнем экспрессии, более предпочтительно по меньшей мере на 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 или 

95% ингибирования по сравнению с нормальным уровнем экспрессии (таким как уровень экспрессии в 

отсутствии олигомера(ов) или олигомерного конъюагата(ов)). 

В некоторых воплощениях, такое модулирование обнаруживается, в случае применения 0,04-25 нМ, 

такой как 0,8-20 нМ концентрации соединения по изобретению. В одном и том же или разных воплоще-

ниях модулирование экспрессии составляет менее 100%, например менее 98%, менее 95%, менее 90%, 

менее 80%, например менее 70%. Модулирование уровня экспрессии может быть определено за счет из-

мерения уровней белка, например, при помощи таких методов, как SDS-PAGE с последующим Вестерн-

блотом при помощи соответствующих антител к целевому белку. Альтернативно, модулирование уров-

ней экспрессии может быть определено за счет измерения уровней мРНК, например при помощи Нозерн-
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блота или количественной РВ-ПЦР. В случае измерения через уровни мРНК уровень понижения при 

применении соответствующей дозы, такой как концентрация 0,04-25 нМ, например 0,8-20 нМ, в некото-

рых воплощениях обычно составляет 10-20% нормальных уровней в отсутствие соединения, конъюгата 

или композиции по изобретению. 

Как показано в данном документе, клетки могут представлять собой in vitro трансфецированные 

клетки. Применяемая концентрация олигомера или олигомерного конъюгата в некоторых воплощениях, 

составляет 5 нМ. Применяемая концентрация олигомера может в некоторых воплощениях составлять 25 

нМ. Применяемая концентрация олигомера и олигомерного конъюгата в некоторых воплощениях со-

ставляет 1 нМ. Следует отметить, что концентрацию олигомера, применяемую для лечения клетки обыч-

но получают в клеточном исследовании in vitro, при помощи трансфекции (Lipofecton), как показано в 

примерах. В отсутствие трансфецирующего агента концентрация олигомера или олигомерного конъюга-

та, необходимая для достижения снижения экспрессии мишени обычно составляет 1-25 мкМ, например  

5 мкМ. 

Таким образом, изобретение предлагает способ снижения и ингибирования экспрессии белка НВх 

или HBsAg и/или мРНК в клетке, которая экспрессирует белок НВх или HBsAg и мРНК, упомянутый 

способ, содержащий введение олигомера или конъюгата по изобретению в упомянутую клетку для сни-

жения или ингибирования экспрессии белка НВх или HBsAg и/или мРНК в упомянутой клетке. Соответ-

ственно, клетка представляет собой клетку млекопитающего, такую как клетка человека. В некоторых 

воплощениях ведение может быть осуществлено in vitro. В некоторых воплощениях введение может 

быть осуществлено in vivo. 

Для конкретных воплощений олигомер или олигомерный компонент олигомерного конъюгата, на-

целенного на НВх, также связывается с HBsAg. 

Последовательность-мишень. 

Олигомеры или олигомерные конъюгаты содержат или состоят из непрерывной нуклеотидной по-

следовательности, соответствующей обратно комплементарной последовательности нуклеотидной по-

следовательности, присутствующей в последовательности-мишени. 

Последовательность-мишень может представлять собой ген или мРНК, такой как кодирующий или 

некодирующий участок гена или мРНК. Например, последовательность-мишень может представлять со-

бой кодирующий или некодирующий экзон. Последовательность-мишень может содержать по меньшей 

мере часть экзона. Последовательность-мишень может представлять собой часть экзона, такую как внут-

ренняя часть экзона. 

В практике настоящего изобретения последовательность-мишень может представлять собой одно-

цепочечную или двухцепочечную ДНК или РНК; однако предпочтительны одноцепочечные ДНК и РНК 

мишени. Следует понимать, что последовательность-мишень, на которую направлены антисмысловые 

олигонуклеотиды по изобретению, включает аллельные формы целевого гена и соответствующие мРНК, 

включая варианты сплайсинга. Существует значительное число руководств в литературе по выбору кон-

кретных последовательностей антисмысловых олигонуклеотидов с учетом знания последовательности 

целевого полинуклеотида, например, Cook ST. Antisense Drug Technology, Principles, Strategies, and  

Applications, Marcel Dekker, Inc, 2001; Peyman and Ulmann, Chemical Reviews, 90:543-584, 1990 и Crooke, 

Ann. Rev. Pharmacol. Toxicol., 32:329-376 (1992). мРНК мишени могут включать 5' кэп-сайт, участок свя-

зывания праймера тРНК, сайт инициаторного кодона, донорный сайт сплайсинга мРНК и акцепторный 

сайт сплайсинга мРНК. 

В случае, когда полинуклеотидная последовательность-мишень содержит транскрипт мРНК, после-

довательность комплементарных олигонуклеотидов может гибридизоваться с любой желаемой частью 

транскрипта. Такие олигонуклеотиды в принципе эффективны для ингибирования трансляции и способ-

ны индуцировать эффекты, описанные в данном документе. Предполагается, что трансляция наиболее 

эффективно ингибируется за счет блокирования мРНК в сайте или близко к инициаторному кодону. Та-

ким образом, олигонуклеотиды могут быть комплементарны 5'-участку транскрипта мРНК. Олигонукле-

отиды могут быть комплементарны мРНК, включая инициаторный кодон (первый кодон на 5'-конце 

транслируемой части транскрипта), или кодоны, прилегающие к инициаторному кодону. 

В одном воплощении последовательность-мишень может быть идентичной у генотипов А-Н HBV 

(подробно описано ниже). 

В одном воплощении последовательность-мишень может быть по меньшей мере на 80%, по мень-

шей мере на 85%, по меньшей мере на 90%, по меньшей мере на 95%, по меньшей мере на 98% или по 

меньшей мере на 99% идентична любому одному или более генотипу А-Н HBV. Например, последова-

тельность-мишень может быть по меньшей мере на 80%, по меньшей мере на 85%, по меньшей мере на 

90%, по меньшей мере на 95%, по меньшей мере на 98% или по меньшей мере на 99% идентична геноти-

пу A HBV. Например, последовательность-мишень может быть по меньшей мере на 80%, по меньшей 

мере на 85%, по меньшей мере на 90%, по меньшей мере на 95%, по меньшей мере на 98% или по мень-

шей мере на 99% идентична генотипу В HBV. Например, последовательность-мишень может быть по 

меньшей мере на 80%, по меньшей мере на 85%, по меньшей мере на 90%, по меньшей мере на 95%, по 

меньшей мере на 98% или по меньшей мере на 99% идентична генотипу С HBV. Например, последова-
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тельность-мишень может быть по меньшей мере на 80%, по меньшей мере на 85%, по меньшей мере на 

90%, по меньшей мере на 95%, по меньшей мере на 98% или по меньшей мере на 99% идентична геноти-

пу D HBV. Например, последовательность-мишень может быть по меньшей мере на 80%, по меньшей 

мере на 85%, по меньшей мере на 90%, по меньшей мере на 95%, по меньшей мере на 98% или по мень-

шей мере на 99% идентична генотипу Е HBV. Например, последовательность-мишень может быть по 

меньшей мере на 80%, по меньшей мере на 85%, по меньшей мере на 90%, по меньшей мере на 95%, по 

меньшей мере на 98% или по меньшей мере на 99% идентична генотипу F HBV. Например, последова-

тельность-мишень может быть по меньшей мере на 80%, по меньшей мере на 85%, по меньшей мере на 

90%, по меньшей мере на 95%, по меньшей мере на 98% или по меньшей мере на 99% идентична геноти-

пу G HBV. Например, последовательность-мишень может быть по меньшей мере на 80%, по меньшей 

мере на 85%, по меньшей мере на 90%, по меньшей мере на 95%, по меньшей мере на 98% или по мень-

шей мере на 99% идентична генотипу Н HBV. 

В одном воплощении последовательность-мишень может быть по меньшей мере на 80%, по мень-

шей мере на 85%, по меньшей мере на 90%, по меньшей мере на 95%, по меньшей мере на 98% идентич-

на двум или более генотипам А-Н HBV. 

В одном воплощении последовательность-мишень может быть идентична у двух или более геноти-

пов А, В, С и D HBV. Последовательность-мишень может быть по меньшей мере на 80%, по меньшей 

мере на 85%, по меньшей мере на 90%, по меньшей мере на 95%, по меньшей мере на 98% идентична у 

генотипов А и В HBV. 

В одном воплощении последовательность-мишень может быть идентична у двух или более геноти-

пов А, В, С и D HBV. Последовательность-мишень может быть по меньшей мере на 80%, по меньшей 

мере на 85%, по меньшей мере на 90%, по меньшей мере на 95%, по меньшей мере на 98% идентична у 

генотипов А и С HBV. 

В одном воплощении последовательность-мишень может быть идентична у трех или более геноти-

пов А, В, С и D HBV. Последовательность-мишень может быть по меньшей мере на 80%, по меньшей 

мере на 85%, по меньшей мере на 90%, по меньшей мере на 95%, по меньшей мере на 98% идентична у 

генотипов А, В, С и D HBV. 

В одном воплощении последовательность-мишень может быть идентична трем или более геноти-

пам А, В, С и D HBV. Последовательность-мишень может быть по меньшей мере на 80%, по меньшей 

мере на 85%, по меньшей мере на 90%, по меньшей мере на 95%, по меньшей мере на 98% идентична 

генотипам А, В и С HBV. 

В одном воплощении последовательность-мишень может быть идентична у трех или более геноти-

пов А, В, С и D HBV. Последовательность-мишень может быть по меньшей мере на 80%, по меньшей 

мере на 85%, по меньшей мере на 90%, по меньшей мере на 95%, по меньшей мере на 98% идентична у 

генотипов А, В и DHBV. 

В одном воплощении последовательность-мишень может быть идентична у всех генотипов А, В, С 

и D HBV. Последовательность-мишень может быть по меньшей мере на 80%, по меньшей мере на 85%, 

по меньшей мере на 90%, по меньшей мере на 95%, по меньшей мере на 98% или по меньшей мере на 

99% идентична у генотипов А, В, С и D HBV. 

В различных воплощениях последовательность-мишень находится внутри последовательности, по-

казанной в виде SEQ ID NO: 3. 

В одном воплощении последовательность-мишень содержит по меньшей мере часть гена или 

мРНК, кодирующую НВх или HBsAg или его вариант естественного происхождения. 

В различных воплощениях последовательность-мишень представляет собой НВх или HBsAg или их 

вариант естественного происхождения. 

В различных воплощениях последовательность-мишень находится внутри последовательности, по-

казанной в виде SEQ ID NO: 1. 

В различных воплощениях последовательность-мишень находится внутри последовательности, по-

казанной в виде SEQ ID NO: 2. 

В различных воплощениях последовательность-мишень выбрана из одной или более позиций в  

SEQ ID NO: 3: позиция 1-1944, позиция 157 - 1840, позиция 1196-1941, позиция 1376-1840 и позиция 

3158-3182. Предпочтительно последовательность-мишень выбрана из позиции 1530-1598 SEQ ID NO: 3, 

более предпочтительно из позиции 1577-1598 SEQ ID NO: 3 и наиболее предпочтительно из позиции 

1530-1543 SEQ ID NO: 3. 

В различных воплощениях последовательность-мишень может быть выбрана из группы, состоящей 

из любой одной или более из позиций: 

1264-1278; 

1265-1277; 

1530-1543; 

1530-1544; 

1531-1543; 

1551-1565; 
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1551-1566; 

1577-1589; 

1577-1591; 

1577-1592; 

1577-1598; 

1578-1590; 

1578-1592; 

1583-1598; 

1584-1598; 

1585-1598; 

670-706; 

670-684; 

691-705; 

691-706; 

692-706; 

693-706; 

694-706; 

SEQ ID NO: 3. 

В аспекте олигомер или олигомерный конъюгат по изобретению способен к нацеливанию на 8-30, 

8-20, 8-18, 8-16, 8-14, 8-12 или 8-10 непрерывных нуклеотидов внутри последовательности, показанной в 

виде позиции 1200-1900, предпочтительно позиция 1530-1598, более предпочтительно позиция 1577-

1598, наиболее предпочтительно позиция 1530-1543 SEQ ID NO: 3; предпочтительно, где упомянутый 

олигомер или олигомерный конъюгат комплементарен упомянутым непрерывным нуклеотидам. 

В аспекте олигомер или олигомерный конъюгат по изобретению способен к нацеливанию по мень-

шей мере на 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28 или 29 непрерывных 

нуклеотидов внутри последовательности, показанной в виде позиции 1200-1900, предпочтительно пози-

ции 1530-1598, более предпочтительно позиции 1577- 1598, наиболее предпочтительно позиции 530-1543 

SEQ ID NO: 3; предпочтительно, где упомянутый олигомер или олигомерный конъюгат комплементарен 

упомянутый непрерывным нуклеотидам. 

В аспекте олигомер или олигомерный конъюгат по изобретению способен к нацеливанию по мень-

шей мере на 8 непрерывных нуклеотидов внутри последовательности, показанной в виде позиции 1200-

1900, предпочтительно позиции 1530-1598, более предпочтительно позиции 1577-1598, наиболее пред-

почтительно позиции 1530-1543 SEQ ID NO: 3; предпочтительно, где упомянутый олигомер или олиго-

мерный конъюгат комплементарен упомянутым непрерывным нуклеотидам. 

В аспекте олигомер или олигомерный конъюгат по изобретению способен к нацеливанию по мень-

шей мере на 9 непрерывных нуклеотидов внутри последовательности, показанной в виде позиции 1200 - 

1900, предпочтительно позиции 1530-1598, более предпочтительно позиции 1577-1598, наиболее пред-

почтительно позиции 1530-1543 SEQ ID NO: 3; предпочтительно, где упомянутый олигомер или олиго-

мерный конъюгат комплементарен упомянутым непрерывным нуклеотидам. 

В аспекте олигомер или олигомерный конъюгат по изобретению способен к нацеливанию по мень-

шей мере на 10 непрерывных нуклеотидов внутри последовательности, показанной в виде позиции 1200-

1900, предпочтительно позиции 1530-1598, более предпочтительно позиции 1577-1598, наиболее пред-

почтительно позиции 1530-1543 SEQ ID NO: 3; предпочтительно, где упомянутый олигомер или олиго-

мерный конъюгат комплементарен упомянутым непрерывным нуклеотидам. 

В аспекте олигомер или олигомерный конъюгат по изобретению нацелен по меньшей мере на 11 

непрерывных нуклеотидов внутри последовательности, показанной в виде позиции 1200-1900, предпоч-

тительно позиции 1530-1598, более предпочтительно позиции 1577-1598, наиболее предпочтительно по-

зиции 1530-1543 SEQ ID NO: 3; предпочтиетльно, где упомянутый олигомер или олигомерный конъюгат 

комплементарен упомянутым непрерывным нуклеотидам. 

В аспекте олигомер или олигомерный конъюгат по изобретению способен к нацеливанию по мень-

шей мере на 12 непрерывных нуклеотидов внутри последовательности, показанной в виде позиции 1200-

1900, предпочтительно позиции 1530-1598, более предпочтительно позиции 1577-1598, наиболее пред-

почтительно позиции 1530-1543 SEQ ID NO: 3; предпочтительно, где упомянутый олигомер или олиго-

мерный конъюгат комплементарен упомянутым непрерывным нуклеотидам. 

В аспекте олигомер или олигомерный конъюгат по изобретению способен к нацеливанию по мень-

шей мере на 13 непрерывных нуклеотидов внутри последовательности, показанной в виде позиции 1200-

1900, предпочтительно позиции 1530-1598, более предпочтительно позиции 1577-1598, наиболее пред-

почтительно позиции 1530-1543 SEQ ID NO: 3; предпочтительно, где упомянутый олигомер или олиго-

мерный конъюгат комплементарен упомянутым непрерывным нуклеотидам. 

В аспекте олигомер или олигомерный конъюгат по изобретению способен к нацеливанию по мень-

шей мере на 14 непрерывных нуклеотидов внутри последовательности, показанной в виде позиции 1200-

1900, предпочтительно позиции 1530-1598, более предпочтительно позиции 1577-1598, наиболее пред-
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почтительно позиции 1530-1543 SEQ ID NO: 3; предпочтительно, где упомянутый олигомер или олиго-

мерный конъюгат комплементарен упомянутым непрерывным нуклеотидам. 

В аспекте олигомер или олигомерный конъюгат по изобретению способен к нацеливанию по мень-

шей мере на 15 непрерывных нуклеотидов внутри последовательности, показанной в качестве позиции 

1200-1900, предпочтительно позиции 1530-1598, более предпочтительно позиции 1577-1598, наиболее 

предпочтительно позиции 1530-1543 SEQ ID NO: 3; предпочтительно, где упомянутый олигомер или 

олигомерный конъюгат комплементарен упомянутым непрерывным нуклеотидам. 

В аспекте олигомер или олигомерный конъюгат по изобретению способен к нацеливанию по мень-

шей мере на 16 непрерывных нуклеотидов внутри последовательности, показанной в виде позиции 1200-

1900, предпочтительно позиции 1530-1598, более предпочтительно позиции 1577-1598, наиболее пред-

почтительно позиции 1530-1543 SEQ ID NO: 3; предпочтительно, где упомянутый олигомер или олиго-

мерный конъюгат комплементарен упомянутым непрерывным нуклеотидам. 

В одном воплощении последовательность-мишень содержит последовательность внутри последова-

тельности, указанной для SEQ ID NO: 1, или SEQ ID NO: 2, или SEQ ID NO: 3, или последовательности, 

обладающей по меньшей мере 80% идентичностью с ними. Таким образом, олигомер или олигомерный 

конъюгат может содержать или состоять из корового мотива, выбранного из группы, представленной в 

данном документе, где упомянутый олигомер или олигомерный конъюгат (или его непрерывная нуклео-

тидная часть) могут, при желании, иметь одно, два или три несоответствия относительно упомянутой 

выбранной последовательности мотива: 

 

 
В одном воплощении последовательность-мишень содержит последовательность, указанную ниже 

или последовательность, обладающую по меньшей мере 80% идентичностью любой из них. Таким обра-

зом, олигомер или олигомерный конъюгат может содержать или состоять из последовательности, гибри-

дизующейся с последовательностью-мишенью, выбранной из группы, представленной ниже, где упомя-

нутый олигомер или олигомерный конъюгат (или его непрерывная нуклеотидная часть) могут, возмож-

но, иметь одно, два или три несоответствия относительно упомянутой выбранной последовательности-

мишени. 

 
В некоторых воплощениях олигомер или олигомерный конъюгат могут допускать 1, 2, 3 или 4 (или 

более) несоответствияй, в случае с гибридизацией с последовательностью-мишенью и еще достаточным 

связыванием с мишенью для получения желаемого эффекта, т.е. снижения экспрессии мишени. Несоот-

ветствия могут быть, например, компенсированы за счет повышенной длины олигомерной нуклеотидной 

последовательности и/или повышенного числа нуклеотидных аналогов, таких как LNA, присутствующих 
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внутри нуклеотидной последовательности. 

В некоторых воплощениях непрерывная нуклеотидная последовательность содержит не более 3, 

например не более 2, несоответствий в случае гибридизации с последовательностью-мишенью, такой как 

соответствующий участок нуклеиновой кислоты, которая кодирует НВх или HBsAg. 

В некоторых воплощениях непрерывная нуклеотидная последовательность содержит не более чем 

одно несоответствие в случае гибридизации с последовательностью-мишенью, такой как соответствую-

щий участок нуклеиновой кислоты, которая кодирует НВх или HBsAg. 

В случае когда мишенью является НВх, нуклеотидная последовательность олигомера или олиго-

мерного конъюгата по изобретению или непрерывная нуклеотидная последовательность предпочтитель-

но по меньшей мере на 80% идентична (иногда упоминается как гомология или гомологична) соответст-

вующей последовательности, выбранной из нуклеотидных последовательностей, представленных в дан-

ном документе, например, по меньшей мере на 85%, по меньшей мере на 90%, по меньшей мере на 91%, 

по меньшей мере на 92%, по меньшей мере на 93%, по меньшей мере на 94%, по меньшей мере на 95%, 

по меньшей мере на 96% гомологична, по меньшей мере на 97% гомологична, по меньшей мере на 98% 

гомологична, по меньшей мере на 99% гомологична, например на 100% гомологична (идентична). 

В случае когда мишенью является НВх, нуклеотидная последовательность олигомера или олиго-

мерного конъюгата по изобретению непрерывная нуклеотидная последовательность предпочтительно по 

меньшей мере на 80% идентична (упоминается как гомология или гомологична) обратно комплементар-

ной последовательности соответствующей последовательности внутри последовательности, представ-

ленной в виде SEQ ID NO: 1, например по меньшей мере на 85%, по меньшей мере на 90%, по меньшей 

мере на 91%, по меньшей мере на 92%, по меньшей мере на 93%, по меньшей мере на 94%, по меньшей 

мере на 95%, по меньшей мере на 96% гомологична, по меньшей мере на 97% гомологична, по меньшей 

мере на 98% гомологична, по меньшей мере на 99% гомологична, например на 100% гомологична (иден-

тична). 

В случае, когда мишенью является НВх, нуклеотидная последовательность олигомера или олиго-

мерного конъюгата по изобретению или непрерывная нуклеотидная последовательность предпочтитель-

но по меньшей мере на 80% комплементарна субпоследовательности, присутствующей внутри последо-

вательности, представленной в виде SEQ ID NO: 1, например, по меньшей мере на 85%, по меньшей мере 

на 90%, по меньшей мере на 91%, по меньшей мере на 92%, по меньшей мере на 93%, по меньшей мере 

на 94%, по меньшей мере на 95%, по меньшей мере на 96% комплементарна, по меньшей мере на 97% 

комплементарна, по меньшей мере на 98% комплементарна, по меньшей мере на 99% комплементарна, 

например, на 100% комплементарна (абсолютно комплементарна). 

В некоторых воплощениях в случае, когда мишенью является НВх, олигомер или олигомерный 

конъюгат (или его непрерывная нуклеотидная часть) выбран из или содержит одну из последовательно-

стей, представленных в данном документе, или ее субпоследовательность по меньшей мере из 10 непре-

рывных нуклеотидов, где упомянутый олигомер или олигомерный конъюгат (или его непрерывная нук-

леотидная часть) может при желании содержать одно, два или три несоответствия в сравнении с после-

довательностью. 

В случае, когда мишенью является HBsAg, нуклеотидная последовательность олигомера или оли-

гомерного конъюгата по изобретению или непрерывная нуклеотидная последовательность предпочти-

тельно по меньшей мере на 80% идентична (иногда упоминается как гомология или гомологична) соот-

ветствующей последовательности, выбранной из группы, представленной в данном документе, напри-

мер, по меньшей мере на 85%, по меньшей мере на 90%, по меньшей мере на 91%, по меньшей мере на 

92%, по меньшей мере на 93%, по меньшей мере на 94%, по меньшей мере на 95%, по меньшей мере на 

96% гомологична, по меньшей мере на 97% гомологична, по меньшей мере на 98% гомологична, по 

меньшей мере на 99% гомологична, например на 100% гомологична (идентична). 

В случае, когда мишенью является HBsAg, нуклеотидная последовательность олигомера или оли-

гомерного конъюгата по изобретению или непрерывная нуклеотидная последовательность предпочти-

тельно по меньшей мере на 80% идентична (иногда упоминается как гомология или гомологична) обрат-

но комплементарной последовательности соответствующей последовательности, присутствующей внут-

ри последовательности, представленной в виде SEQ ID NO: 2, например по меньшей мере на 85%, по 

меньшей мере на 90%, по меньшей мере на 91%, по меньшей мере на 92%, по меньшей мере на 93%, по 

меньшей мере на 94%, по меньшей мере на 95%, по меньшей мере на 96% гомологична, по меньшей ме-

ре на 97% гомологична, по меньшей мере на 98% гомологична, по меньшей мере на 99% гомологична, 

наприме, на 100% гомологична (идентична). 

В случае, когда мишенью является HBsAg, нуклеотидная последовательность олигомера или оли-

гомерного конъюгата по изобретению или непрерывная нуклеотидная последовательность предпочти-

тельно по меньшей мере на 80% комплементарна субпоследовательности, присутствующей внутри по-

следовательности, представленной в виде SEQ ID NO: 2, например по меньшей мере на 85%, по меньшей 

мере на 90%, по меньшей мере на 91%, по меньшей мере на 92%, по меньшей мере на 93%, по меньшей 

мере на 94%, по меньшей мере на 95%, по меньшей мере на 96% комплементарна, по меньшей мере на 

97% комплементарна, по меньшей мере на 98% комплементарна, по меньшей мере на 99% комплемен-
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тарна, например на 100% комплементарна (абсолютно комплементарна). 

В некоторых воплощениях в случае, когда мишенью является HBsAg, олигомер или олигомерный 

конъюгат (или его непрерывная нуклеотидная часть) выбран из или содержит одну из последовательно-

стей, выбранных из группы, представленной в данном документе, или ее субпоследовательности по 

меньшей мере из 10 непрерывных нуклеотидов, где упомянутый олигомер или олигомерный конъюгат 

(или его непрерывная нуклеотидная часть) могут возможно содержать один, два или три несоответствия, 

при сравнении с последовательностью. 

В некоторых воплощениях субпоследовательность может состоять из 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 

19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28 или 29 непрерывных нуклеотидов, например из 12-22, например из 12-

18, например из 12-16 нуклеотидов. Соответственно в некоторых воплощениях субпоследовательность 

имеет такую же длину, как и непрерывная нуклеотидная последовательность олигомера по изобретению. 

Однако считается, что в некоторых воплощениях нуклеотидная последовательность олигомера или 

олигомерного конъюгата может содержать дополнительные 5' или 3' нуклеотиды, например независимо, 

1, 2, 3, 4 или 5 дополнительных нуклеотидов 5' и/или 3', которые некомплементарны последовательно-

сти-мишени. В этом отношении олигомер по изобретению может в некоторых воплощениях содержать 

непрерывную нуклеотидную последовательность, которая фланкирована 5' и/или 3' дополнительными 

нуклеотидами. В некоторых воплощениях дополнительные 5' или 3' нуклеотиды представляют собой 

нуклеотиды естественного происхождения, такие как ДНК или РНК. В некоторых воплощениях допол-

нительные 5' или 3' нуклеотиды могут представлять участок D, как упомянуто в контексте гэпмерного 

олигомера или олигомерного конъюгата в данном документе. 

Рекрутирование (привлечение) РНКазы. 

Считают, что олигомерная молекула может функционировать через деградацию мРНК, не опосре-

дованную РНКазой, такую как стерическое препятствие трансляции или другие способы. 

Для некоторых воплощений олигомер или олигомерный конъюгат по изобретению способны рек-

рутировать (привлекать) эндорибонуклеазу (РНКазу), такую как РНКаза Н. 

Предпочтительно, что олигомер или олигомерный конъюгат по изобретению содержит участок по 

меньшей мере из 6, например по меньшей мере 7, непрерывных нуклеотидных звеньев, например по 

меньшей мере 8 или по меньшей мере 9 непрерывных нуклеотидных звеньев (остатки), включая 7, 8, 9, 

10, 11, 12, 13, 14, 15 или 16 непрерывных нуклеотидов, которые в случае формирования дуплета с ком-

плементарной целевой РНК способны рекрутировать РНКазу. Непрерывная последовательность, способ-

ная рекрутировать РНКазу, может представлять собой участок X, как упомянуто в контексте гэпмера, как 

описано в данном документе. В некоторых воплощениях размер непрерывной последовательности, кото-

рая способна рекрутировать РНКазу, такой как участок X, может быть большим, например 10, 11, 12, 13, 

14, 15, 16, 17, 18, 19 или 20 нуклеотидных звеньев. 

ЕР 1222309 предлагает in vitro способы определения активности РНКазы, которые могут быть при-

менены для определения способности рекрутировать РНКазу Н. Олигомер считается способным рекру-

тировать РНКазу Н, если в случае присутствия вместе с комплементарной РНК мишенью он имеет на-

чальную скорость, измеренную в пмоль/л/мин, по меньшей мере 1%, например по меньшей мере 5%, 

например по меньшей мере 10% или более чем 20% начальной скорости, определенной при помощи 

только ДНК олигонуклеотида, имеющего одну и ту же нуклеотидную последовательность, но содержа-

щую только ДНК звенья, без 2' замен, с фосфоротиоатными связующими группами между всеми звенья-

ми в олигонуклеотиде, при помощи методологии, предложенной в примерах 91-95 ЕР 1222309. 

В некоторых воплощениях олигомер считают практически не способным рекрутировать РНКазу Н, 

если в случае присутсвия вместе с комплементарной РНК мишенью и РНКазой Н, начальная скорость 

РНКазы Н, измеренная в пмоль/л/мин, составляет менее 1%, например менее 5%, например менее 10% 

или менее 20% мощи эквивалентного только ДНК олигонуклеотида, без 2' замен, с фосфоротиоатными 

связующими группами между всеми нуклеотидами в олигонуклеотиде при помощи методологии, пред-

ложенной в примерах 91-95 ЕР 1222309. 

В других воплощениях олигомер считают способным рекрутировать РНКазу Н, если в случае при-

сутствия с комплентарной РНК мишенью и РНКазой Н начальная скорость РНКазы Н, измеренная в 

пмоль/л/мин, составляет по меньшей мере 20%, например по меньшей мере 40%, например по меньшей 

мере 60%, например по меньшей мере 80% начальной скорости, определенной при помощи эквивалент-

ного только ДНК олигонуклеотида, без 2' замен, с фосфоротиоатными связующими группами между 

всеми нуклеотидами в олигонуклеотиде, при помощи методологии, предложенной в примерах 91-95  

ЕР 1222309. 

Обычно участок олигомера или олигомерного конъюгата по изобретению, который формирует по-

следовательные нуклеотидные звенья, которые при формировании в дуплете с комплементарной целевой 

РНК способны рекрутировать РНКазу, состоит из нуклеотидных звеньев, которые формируют дуплет, 

подобный ДНК/РНК с РНК-мишенью, и включают как ДНК, так и LNA звенья, которые присуствуют в 

альфа-L конфигурации, в частности предпочтительно альфа-L-окси-LNA. 

Олигомер или олигомерный конъюгат по изобретению может содержать нуклеотидную последова-

тельность, которая содержит как нуклеотиды, так и нуклеотидные аналоги и может быть в виде гэпмера, 
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"хэдмера" или миксмера. 

В некоторых воплощениях, в дополнение к усилению аффинности олигомера в отношении целевого 

участка, некоторые нуклеозидные аналоги могут опосредовать связывание РНКазой (например, РНКазой 

Н) и расщепление. Поскольку звенья α-L-LNA рекрутируют в определенной степени активность РНКазы 

Н, в некоторых воплощениях участки гэпов (например, участок X, как упомянуто в данном документе) 

олигомеров, содержащих звенья α-L-LNA, состоят из нескольких звеньев, распознаваемых и расщепляе-

мых РНКазой Н, и вводят большую гибкость в конструкцию миксмера. 

Синтез. 

Настоящее изобретение предлагает способ производства олигомерного конъюгата, содержащий 

конъюгирование по меньшей мере одного олигомера с компонентном-носителем, где упомянутый оли-

гомерный конъюгат приемлем для лечения вирусного заболевания. 

Настоящее изобретение также предлагает способ производства полиолигомерного конъюгата, как 

описано в данном документе, содержащий прикрепление одного или более олигомеров к линкерной 

группе (Е или L) или симметричному ветвящему участку F, который затем прикреплен к компоненту-

носителю, как описано в данном документе, где упомянутый олигомерный конъюгат приемлем для лече-

ния вирусного заболевания. 

В некоторых воплощениях симметричный ветвящий участок представляет собой или  

1,3-пентиламидопропил (от 1,3-бис-[5-(4,4'-диметокситритилокси)пентиламидо]пропил-2-[(2-цианоэтил)-

(N,N-диизопропил)]фосфорамидит), трис-2,2,2-(пропилоксиметил)этил (от трис-2,2,2-[3-(4,4'-

диметокситритилокси)пропилоксиметил]этил-[(2-цианоэтил)-(N,N-диизопропил)]фосфорамидит), или 

трис-2,2,2-(пропилоксиметил)метиленоксипропил (от трис-2,2,2-[3-(4,4'-диметокситритилокси)пропил-

оксиметил]метиленоксипропил-[(2-цианоэтил)-(N,N-диизопропил)]фосфорамидит). В некоторых вопло-

щениях асимметричный ветвящий участок представляет собой 1,3-пентиламидопропил (от 1-[5-{4,4'-

диметокситритилокси)пентиламидо]-3-[5-флуоренометоксикарбонилоксипентиламидо]-пропил-2-[(2-

цианоэтил)-(N,N-диизопропил)]-осфорамидит), GlenReseach, USA предлагает такие приемлемые ветви-

тели (например, каталожный номер 0-1920, 10-1922 и 10-1925). 

Линкерные группы и ветвящие участки, как описано в данном документе, могут быть расщепляе-

мыми или нерасщепляемыми. 

В дальнейшем аспекте предложен способ производства композиции по изобретению, содержащей 

смешивание олигомерного конъюгата по изобретению с фармацевтически приемлемым разбавителем, 

растворителем, носителем, солью и/или адъювантом. 

Активированные олигомеры. 

Термин "активированный олигомер", как употреблено в данном документе, относится к олигомеру 

по изобретению, который ковалентно связан (т.е. функционализирован) по меньшей мере с одной функ-

циональной группой, которая делает возможным ковалентное связывание олигомера с одной или более 

конъюгированной группой, т.е. группой, которая сама не является нуклеиновой кислотой или звеньями, с 

образованием конъюгатов, описанных в данном документе. Обычно функциональная группа будет со-

держать химическую группу, способную ковалентно связываться с олигомером, например, через  

3'-гидроксильную группу или экзоциклическую NH2-группу аденинового основания, спейсер, который 

предпочтительно представляет собой гидрофильную и терминальную группу, способную связываться с 

конъюгированной группой (например, амино, сульфгидрильная или гидроксильная группа). В некоторых 

воплощениях данная терминальная группа не защищена, например, представляет собой NH2-группу. В 

других воплощениях терминальная группа защищена, например, посредством любой приемлемой защит-

ной группы, такой как таковые, описанные в "Защитные группы в Органическом синтезе" Theodora  

W. Greene and Peter G.M. Wuts, 3
rd

 edition (Jon Wiley&Sons, 1999). Примеры приемлемых гидроксильных 

защитных групп включают сложные эфиры, такие как сложный ацетатный эфир, аралкильные группы, 

такие как бензил, дифенилметил или трифенилметил и тетрагидропиранил. Примеры приемлемых ами-

нозащитных групп включают бензил, альфа-метилбензил, дифенилметил, трифенилметил, бензилокси-

карбонил, трет-бутоксикарбонил и ацильные группы, такие как трихлорацетил или трифторацетил. В 

некоторых воплощениях функциональная группа является саморасщепляемой. В других воплощениях 

функциональная группа является биодеградируемой. См., например, U.S. Patent No. 7087229, который 

включен в данный документ во всей полноте посредством ссылки. 

В некоторых воплощениях олигомеры по изобретению функционализированы на 5'-конце, чтобы 

сделать возможным ковалентное прикрепление конъюгированной группы к 5'-концу олигомера. В других 

воплощениях олигомеры по изобретению могут быть функционализированы на 3'-конце. В других во-

площениях олигомеры по изобретению могут быть функционализированы вдоль цепи или по гетероцик-

лической группе основания. В других воплощениях олигомеры по изобретению могут быть функциона-

лизированы более чем по одной позиции, выбранной из 5'-конца и 3'-конца, цепи и основания. 

В некоторых воплощениях активированные олигомеры по изобретению синтезируют при помощи 

включения во время синтеза одного или более звеньев, ковалентно прикрепленных к функциональной 

группе. В других воплощениях активированные олигомеры по изобретению синтезируют при помощи 
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звеньев, которые не функционализированы,и олигомер функционализируют после завершения синтеза. В 

некоторых воплощениях олигомеры функционализированы при помощи затрудненного сложного эфира, 

содержащего аминоалкильный линкер, где алкильная часть имеет формулу (CH2)w, где w представляет 

собой целое число, варьирующее от 1 до 10, предпочтительно приблизительно 6, где алкильная часть 

алкиламино группы может представлять собой прямую цепь или разветвленную цепь и где функцио-

нальная группа прикреплена к олигомеру через сложноэфирную группу (-O-C(O)-(CH2)wNH). 

В других воплощениях олигомеры функционализированы при помощи затрудненного сложного 

эфира, содержащего(СН2)w-сульфгидрильный (SH) линкер, где w представляет собой целое число, варьи-

рующее от 1 до 10, предпочтительно приблизительно 6, где алкильная часть алкиламино группы может 

представлять собой прямую цепь или разветвленную цепь, и где функциональная группа прикреплена к 

олигомеру через сложноэфирную группу (-O-C(O)-(CH2)wSH). В некоторых воплощениях сульфгидрил-

активированные олигонуклеотиды конъюгированы с полимерными группами, такими как полиэтиленг-

ликоль или пептида (через образование дисульфидной связи). 

Активированные олигомеры, содержащие затрудненные сложные эфиры, как описано выше, могут 

быть синтезированы посредством любого способа, известного в области техники, и в частности спосо-

бов, раскрытых в РСТ Publication No. WO 2008/034122 и примерах в нем, который включен в данный 

документ посредством ссылки во всей своей полноте. 

В других воплощениях олигомеры по изобретению функционализированы посредством введения 

сульфгидрильной, амино или гидроксильной группы в олигомер при помощи функционализирующего 

реагента фактически, как описанного в U.S. Patent Nos. 4962029 и 4914210, т.е., по существу, линейного 

реагента, содержащего фосфорамидит на одном конце, связанном через цепь спейсера с противополож-

ным концом, который содержит защищенную или не защищенную сульфгидрильную, амино или гидро-

ксильную группу. Такие реагенты в первую очередь реагируют с гидроксильныим группами олигомера. 

В некоторых воплощениях такие активированные олигомеры имеют функционализированный реагент, 

соединенный с 5'-гидроксильной группой олигомера. В других воплощениях активированные олигомеры 

имеют функционализированный реагент, соединенный с 3'-гидроксильной группой. В других воплоще-

ниях активированные олигомеры по изобретению имеют функционализированный реагент, соединенный 

с гидроксильной группой на остове олигомера. В дальнейших воплощениях олигомер по изобретению 

функционализирован при помощи более чем одного функционализирующего реагента, как описано в 

патентах США 4962029 и 4914210, включенных в данный документе посредством ссылки во всей их 

полноте. Способы синтеза таких функционализирующих реагентов и их включение в звенья или олиго-

меры раскрыты в патентах США 4962029 и 4914210. 

В некоторых воплощениях 5'-терминальный конец олигомера, связанного с твердой фазой, функ-

ционализируют при помощи производного диенилфосфорамидита, с последующей конъюгацией неза-

щищенного олигомера, например, с аминокислотой или пептидом через реакцию циклоприсоединения 

Дильса-Альдера. 

В различных воплощениях включение звеньев, содержащих модификации 2'-сахара, такие как  

2'-карбамат замещенный сахар или 2'-(О-пентил-N-фталимидо)дезоксирибозу, в олигомер способствует 

ковалентному прикреплению конъюгированных групп к сахарам олигомера. В других воплощениях оли-

гомер с аминосодержащим линкером в 2'-позиции одного или более звеньев получают при помощи реа-

гента, такого как, например, 5'-диметокситритил-2'-О-(е-фталимидиламинопентил)-2'-дезоксиаденозин-

3'-N,N-диизопропил-цианоэтоксифосфорамидит (см., например, Manoharan et al., Tetrahedron Letters, 199 

34, 7171.). 

В дальнейших воплощениях олигомеры по изобретению могут иметь аминсодержащие функцио-

нальные группы на нуклеоосновании, в том числе на N6 аминогруппе пурина, на внециклическом N2 

гуанина или на N4 или 5 позициях цитозина. В различных воплощениях такая функционализация может 

быть достигнута при помощи коммерческого реагента, который уже функционализирован при синтезе 

олигомера. 

Некоторые функциональные группы коммерчески доступны, например гетеробифункциональные и 

гомобифункциональные связующие группы доступны от PierceCo. (Rockford, III.). Другие коммерчески 

доступные связующие группы представляют собой 5'-амино-модификатор С6 и 3'-амино-модификатор, 

оба доступные от Glen Research Corporation (Sterling, Va.). 5'-Амино-модификатор С6 также доступен от 

ABI (Applied Biosystems Inc., Foster City, Calif.) в виде Aminolink-2, и 3'-амино-модификатор также дос-

тупен от Clontech Laboratories Inc. (Palo Alto, Calif.). 

Полиолигомеры. 

Как указано выше, в некоторых воплощениях настоящего изобретения олигомер или олигомерный 

компонент олигомерного конъюгата может содержать или быть частью молекулы, которая имеет две 

нацеливающие последовательности. В некоторых случаях данные молекулы также называют полиолиго-

мерами. 

В некоторых воплощениях олигомерный конъюгат имеет или содержит структуру: 

Компонент-носитель - L1 - первый олигомерный участок - L2 - второй олигомерный участок, 

где L1 представляет собой дополнительный линкер, или ветвящий участок, или связывающую мо-
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лекулу, или мостиковую группу, 

L2 представляет собой дополнительный линкер, или ветвящий участок, или связывающую молеку-

лу, или мостиковую группу, 

L1 и L2 могут быть одинаковыми или различными; или 

где упомянутый олигомерный конъюгат имеет или содержит структуру: 

первый олигомерный участок - L2 - второй олигомерный участок - L3 - компонент-носитель, 

где L2 представляет собой дополнительный линкер, или ветвящий участок, или связывающую мо-

лекулу, или мостиковую группу, 

L3 представляет собой дополнительный линкер, или ветвящий участок, или связывающую молеку-

лу, или мостиковую группу, 

L2 и L3 могут быть одинаковыми или различными; или 

где упомянутый олигомерный конъюгат имеет или содержит структуру: 

компонент-носитель 1 - L1 - первый олигомерный участок - L2 - второй олигомерный участок - L3 - 

компонент-носитель 2, 

где L1 представляет собой дополнительный линкер, или ветвящий участок, или связывающую мо-

лекулу, или мостиковую группу, 

L2 представляет собой дополнительный линкер, или ветвящий участок, или связывающую молеку-

лу, или мостиковую группу, 

L3 представляет собой дополнительный линкер, или ветвящий участок, или связывающую молеку-

лу, или мостиковую группу, 

L1, L2 и L3 могут быть одинаковыми или различными, 

компонент-носитель 1 и компонент-носитель 2 могут быть одинаковыми или различными; или 

где упомянутый олигомерный конъюгат имеет или содержит структуру: 

первый олигомерный участок - L1 - компонент-носитель 1 - L2 - второй олигомерный участок, 

где L1 представляет собой дополнительный линкер, или ветвящий участок, или связывающую мо-

лекулу, или мостиковую группу, 

L2 представляет собой дополнительный линкер, или ветвящий участок, или связывающую молеку-

лу, или мостиковую группу, 

L1 и L2 и L3 могут быть одинаковыми или различными; или 

где упомянутый олигомерный конъюгат имеет или содержит структуру: 

первый олигомерный участок - L1 - компонент-носитель 1 - L2 - второй олигомерный участок - L3 - 

компонент-носитель 2, 

где L1 представляет собой дополнительный линкер, или ветвящий участок, или связывающую мо-

лекулу, или мостиковую группу, 

L2 представляет собой дополнительный линкер, или ветвящий участок, или связывающую молеку-

лу, или мостиковую группу, 

L3 представляет собой дополнительный линкер, или ветвящий участок, или связывающую молеку-

лу, или мостиковую группу, 

L1 и L2 могут быть одинаковыми или различными, 

компонент-носитель 1 и компонент-носитель 2 могут быть одинаковыми или различными; или 

где упомянутый олигомерный конъюгат имеет или содержит структуру: 

компонент-носитель 1 - L1 - первый олигомерный участок - L2 - компонент-носитель 2 - L3 - вто-

рой олигомерный участок - L4 - компонент-носитель 3, 

где L1 представляет собой дополнительный линкер, или ветвящий участок, или связывающую мо-

лекулу, или мостиковую группу, 

L2 представляет собой дополнительный линкер, или ветвящий участок, или связывающую молеку-

лу, или мостиковую группу, 

L3 представляет собой дополнительный линкер, или ветвящий участок, или связывающую молеку-

лу, или мостиковую группу, 

L1, L2 и L3 могут быть одинаковыми или различными, 

компонент-носитель 1, компонент-носитель 2 и компонент-носитель 3 могут быть одинаковыми 

или различными. 

В некоторых воплощениях предпочтителен олигомерный конъюгат для применения по настоящему 

изобретению, где упомянутый олигомерный конъюгат имеет или содержит структуру: 

Компонент-носитель - L1 - первый олигомерный участок - L2 - второй олигомерный участок, 

где L1 представляет собой дополнительный линкер, или ветвящий участок, или связывающую мо-

лекулу, или мостиковую группу, 

L2 представляет собой дополнительный линкер, или ветвящий участок, или связывающую молеку-

лу, или мостиковую группу, где L1 и L2 могут быть одинаковыми или различными. 

В некоторых воплощениях присутствует линкер 1. 

В некоторых воплощениях присутствует линкер 2. 

В некоторых воплощениях присутствует линкер 3. 
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В некоторых воплощениях компонент-носитель связан, предпочтительно конъюгирован с упомяну-

тым первым олигомерным участком. 

В некоторых воплощениях компонент-носитель связан, предпочтительно конъюгирован с 5'-концом 

упомянутого олигомера. 

В некоторых воплощениях каждый и первый олигомерный участок, и второй олигомерный участок 

связан, предпочтительно конъюгирован при помощи линкера или ветвящего участка. 

В некоторых воплощениях каждый и первый олигомерный участок, и второй олигомерный участок 

связан, предпочтительно конъюгирован при помощи физиологически лабильной линкерной группы или 

физиологически лабильного ветвящего участка. 

В некоторых воплощениях изобретение предлагает полиолигомерное соединение, которое может 

содержать первый участок (участок РА), второй участок (участок РВ) и третий участок (участок PC), где 

первый участок ковалентно связан по меньшей мере с одним последующим олигомерным соединением 

(участок РА'), где первый участок (участок РА) и участок РА ковалентно связан через биорасщепляемый 

линкер (участок РВ'), который может быть, например, вторым участком, как раскрыто в данном доку-

менте, например участком по меньшей мере одной фосфодисложноэфирно связанной ДНК или РНК (та-

кой как ДНК), например два, три, четыре или пять фосфодисложноэфирно связанных нуклеозида ДНК 

или РНК (например, ДНК нуклеозиды). Участки РВ и РВ' могут в некоторых воплощениях иметь одина-

ковую структуру, например одинаковое число нуклеозидов ДНК/РНК и фосфодисложноэфирных связей 

и/или одинаковую нуклеиновую последовательность. В других воплощениях участки РВ и РВ' могут 

быть различными. Например, полиолигомерные соединения могут обладать структурой, такой как (5'-3' 

или 3'-5') конъюгат/соединение носитель-PO-ON-PO'-ON', где конъюгат/соединение-носитель представ-

ляет собой участок PC, PO представляет собой участок РВ, РО' представляет собой участок РВ', и ON 

представляет собой участок РА, и ON' представляет собой участок РА. 

Следует понимать, что участок РА может в некоторых воплощениях содержать множество допол-

нительных олигомерных соединений (например, дополнительных 2 или 3 олигомерных соединения), свя-

занных последовательно (или в параллель) через биорасщепляемые линкеры, например конъю-

гат/соединение-носитель-PO-ON-PO-ON'-PO''-ON" или конъюгат/соединение-носитель-PO-ON-[PO-

ON']n, где n может, например, представлять собой 1, 2 или 3, и каждый ON' может быть одинаковым или 

различным и, если различным,  иметь одинаковую или различные мишени. 

В аспекте настоящее изобретение предлагает полиолигомерные соединения (также упоминаемые в 

данном документе как олигомерные соединения) для применения при модулировании, таком как инги-

бирование целевой нуклеиновой кислоты в клетке, например НВх или HBsAg HBV. Олигомерное соеди-

нение содержит по меньшей мере два олигомерных участка, например (РА и РА'), и может содержать 

дополнительные олигомерные участки (например, РА"). По меньшей мере один олигомерный участок 

представляет собой олигомер, который способен модулирвоать последовательность-мишень в НВх или 

HBsAg HBV, например, олигомер, предложенный настоящим изобретением. В конкретных воплощениях 

каждый из РА, РА' (и РА", если присутствует) может представлять собой олигомер, который способен 

модулировать последовательность-мишень в НВх или HBsAg HBV, например, олигомер, предложенный 

настоящим изобретением. РА и РА' могут быть комплементарны различным позициям в последователь-

ности-мишени. 

В некоторых воплощениях РА может представлять собой олигомер, способный модулировать по-

следовательность-мишень в НВх и РА (и/или РА", если присутствует) могут представлять собой олиго-

меры, способные модулировать различную последовательность-мишень. В конкретных воплощениях РА 

(и/или РА", если присутствует) может быть способен модулировать последовательность-мишень в 

HBsAg HBV. Например, РА (и/или РА", если присутствует) может представлять собой олигомер, спо-

собный модулировать последовательность-мишень в HBsAg HBV, как описано в данном документе. 

В некоторых воплощениях РА может представлять собой олигомер, способный модулировать по-

следовательность-мишень в НВх и РА (и/или РА", если присутствует) может представлять собой олиго-

меры, способные модулировать различные последовательности-мишени HBV. В конкретных воплоще-

ниях РА (и/или РА", если присутствует) может быть способен модулировать последовательность-мишень 

в HBsAg HBV. Например, РА (и/или РА", если присутствует) может представлять собой олигомер, спо-

собный модулировать последовательность-мишень в HBsAg HBV, как описано в данном документе. 

Каждый олигомерный участок может быть фланкирован биорасщепляемым участком (участок РВ), 

который может, например, представлять собой дополнительный участок из 1-10 непрерывных нуклеоти-

дов (участок РВ), который содержит по меньшей мере одну фосфодисложноэфирную связь, могут быть 

применены другие физиологически лабильные нуклеозидные участки. 

В некоторых воплощениях олигомерные соединения по изобретению ковалентно связаны с конъю-

гирующей группой, нацеленной группой, реактивной группой, активирующей группой или блокирую-

щей группой, возможно, через короткий участок, содержащий (например, 1-10) фосфодисложноэфирно 

связанных нуклеозидов ДНК или РНК. Примеры таких групп представляют собой компоненты-носители 

и конъюгатные компоненты, упомянутые в данном документе. 
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В некоторых воплощениях соединение по изобретению не содержит РНК (звеньев). В некоторых 

воплощениях соединение по изобретению формирует единственную непрерывную последовательность, 

возможно связанную с функциональной группой, такой как конъюгирующая группа, и представляет со-

бой линейную молекулу или синтезируется в виде линейной молекулы. Олигомерное соединение может 

таким образом представлять собой одноцепочечную молекулу. В некоторых воплощениях олигомер не 

содержит короткие участки, например по меньшей мере 3, 4 или 5 непрерывных нуклеотидов, которые, 

комплементарны эквивалентным участкам внутри одного и того же олигомерного соединения (т.е. ду-

плеты). Олигомер в некоторых воплощениях может не быть (в сущности) двухцепочечным. В некоторых 

воплощениях олигомер, по существу, является не двухцепочечным, например, не является миРНК. 

Олигомерные участки РА, РА' и, если присутствует, РА", являются фосфоротиоатными олигомера-

ми, т.е. по меньшей мере 70% межнуклеозидных связей внутри каждого олигомерного участка РА, РА' и 

если присутствует РА", являются фосфоротиоатными связями, например по меньшей мере 80% или по 

меньшей мере 90% или все межнуклеозидные связи, если присутствуют олигомерные участки РА, РА' и 

РА" (если присутствует), являются фосфоротиоатными. 

В некоторых воплощениях олигомерные участки РА, РА и если присутствует РА", могут формиро-

вать единственную непрерывную олигонуклеотидную последовательность. Участки РА, РА' и РА" раз-

режены участками РВ, например, из 1, 2, 3, 4 или 5 фосфодисложноэфирно связанных нуклеозида ДНК. 

В случае, когда участок РВ содержит только 1 нуклеозид, по меньшей мере одна или обе межнук-

леозидные связи между нуклеозидами участка РВ (например, нуклеозид ДНК) могут представлять собой 

фосфодисложноэфирные связи. В случае, когда участок РВ содержит только два или более нуклеозида, 

межнуклеозидные связи между нуклеозидами участка РВ (например, нуклеозидами ДНК) могут пред-

ставлять собой фосфодисложноэфирные связи и/или могут представлять собой другие межнуклеозидные 

связи, такие как фосфоротиоатные связи. 

Олигомеры по изобретению, такие как РА, РА' и, если присутствует, РА", не формируют часть ком-

плекса миРНК. Олигомеры по изобретению, такие как РА, РА' и если присутствует РА", являются не 

компементарными, например они не гибридизуются друг с другом с образованием участка из более чем 8 

или в некоторых воплощениях более чем 6 непрерывных пар оснований. В некоторых воплощениях уча-

стки РА и РА" не гибридизуются друг с другом с образованием более чем 4 непрерывных пар оснований. 

Примеры пар оснований могут представлять собой А-Т, G-C или A-U. В случае, когда присутствуют три 

олигомерных участка, РА, РА' и РА", существует некомплементарность между РА и РА', и РА' и РА", а 

также РА и РА". 

Олигомерные участки РА, РА' и, если присутствует, РА", существуют не в виде дуплета (по суще-

ству) с комплементарным олигонуклеотидом, например не в виде миРНК. 

В некоторых воплощениях олигомерные участки РА, РА' и РА" имеют одинаковую непрерывную 

последовательность. В некоторых воплощениях олигомерные участки РА и РА' имеют одинаковую не-

прерывную нуклеотидную последовательность. В данном отношении изобретение предлагает одно со-

единение, которое может быть применено для доставки множества копий олигомера (т.е. с одинаковой 

непрерывной нуклеиновой последовательностью и возможно одинаковыми химическими модификация-

ми) в целевую ткань. 

Олигомерные участки (РА, РА' и, если присутствует, РА") связаны по меньшей мере через один  

биорасщепляемый участок, упомянутый в данном документе как участок РВ (и где существует более чем 

один участок РВ, участок РВ' и участок РВ"). В некоторых воплощениях участок РВ содержит 1-10 нук-

леозидов, которые формируют физиологически лабильный участок между олигомерными участками или 

между (или каждым) олигомерным участком и связующей группой. Могут быть применены участки из 

фосфодисложноэфирных нуклеозидов ДНК, но другие нуклеотидные участки могут быть применены, 

если они приемлемо физиологически лабильны. 

В некоторых воплощениях межнуклеозидная связь между олигомерным участком (РА, РА' или, ес-

ли присутствует, РА") и (каждым) вторым участком РВ, связанным фосфодисложноэфирной связью с 

первым (или только) нуклеозидом ДНК или РНК участка РВ содержит по меньшей мере один фосфоди-

сложноэфирно связанный нуклеозид ДНК или РНК. 

Участок РВ может в некоторых воплощениях содержать дополнительные нуклеозиды ДНК и РНК, 

которые могут быть фосфодисложноэфирно связаны. 

Как пояснено в данном документе, участок РВ может также быть применен для связи функцио-

нальной группы с олигомерным участком(ми), возможно через дополнительную связующую группу 

(PY). Применение участка РВ в качестве расщепляемого линкера для соединения функциональных групп 

с олигомером описано подробно в РСТ/ЕР2013/073858, который включен в данный документ посредст-

вом ссылки. 

В некоторых воплощениях участок РВ является дополнительно ковалентно связанным с третьим 

участком, который может, например, представлять собой конъюгирующую, нацеливающую группу, ре-

активную группу и/или блокирующую группу (PC). Группа (PC) может представлять собой компонент-

носитель, как описано в данном документе. 
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В некоторых воплощениях настоящее изобретение основано на обеспечении физиологически ла-

бильного участка, второго участка, связывающего первый участок, например, антисмысловой олигонук-

леотид, и конъюгирующую или функциональную группу, например компонент-носитель. Физиологиче-

ски лабильный участок может содержать по меньшей мере один фосфодисложноэфирно связанный нук-

леозид, такой как нуклеозид ДНК или РНК, например 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 или 10 фосфодисложноэфирно 

связанных нуклеозидов, таких как ДНК или РНК. В некоторых воплощениях олигомерное соединение 

содержит расщепляемый (физиологически лабильный) линкер. В данном отношении расщепляемый лин-

кер предпочтительно присутствует в участке РВ (или в некоторых воплощениях между участком РА и 

РВ). 

В некоторых воплощениях один (или более или все) участок РВ может содержать или состоять по 

меньшей мере из одного нуклеозида ДНК или РНК, связанного с первым участком через фосфодислож-

ноэфирную связь. В некоторых аспектах межнуклеозидную связь между олигомерным участком и вто-

рым участком рассматривают как часть участка РВ. 

В некоторых воплощениях (или более или каждый) участок РВ содержит или состоит по меньшей 

мере из 1-10 связанных нуклеозидов, таких как 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 или 10 связанных нуклеотидов ДНК 

или РНК. В тоже время участок фосфодисложного эфира ДНК/РНК является важным в обеспечении 

расщепляемого линкера, возможно, что участок РВ также содержит нуклеозидные аналоги с модифици-

рованным сахаром, такие как таковые рассматриваемые для первого участка, упомянутого выше. Однако 

в некоторых воплощениях нуклеозиды участка РВ (возможно независимо) выбраны из группы, состоя-

щей из ДНК или РНК. В некоторых воплощениях нуклеозиды участка РВ (возможно независимо) пред-

ставляют собой ДНК. Следует учитывать, что нуклеозиды участка РВ могут содержать нуклеотидные 

основания естественного или неестественного происхождения. Обычно участок РВ содержит по мень-

шей мере один сложноэфирносвязанный нуклеозид ДНК или РНК (который может в некоторых вопло-

щениях быть первым нуклеозидом, прилегающим к олигомеру). В случае, когда участок РВ содержит 

другие нуклеозиды, участок РВ также может содержать нуклеозидные связи, отличные от фосфодислож-

ноэфирных, такие как (возможно независимо) фосфоротиоатную, фосфодитиоатную, боранофосфатную 

или метилфосфатную. Однако в других воплощениях, приведенных для примера, все межнуклеозидные 

связи участка РВ представляют собой фосфоротиоат. В некоторых воплощениях все нуклеозидные связи 

участка РВ содержат (возможно независимо) или 2'-ОН-рибозу (РНК) или 2'-Н-сахар, т.е. РНК или ДНК. 

1-5 или 1-4, например, 2, 3, 4 фосфат (фосфатдисложный эфир) связанных нуклеозида ДНК особо полез-

ны в соединениях по изобретению. 

В некоторых воплощениях второй участок содержит или состоит по меньшей мере из 1-10 (напри-

мер, фосфодисложноэфирно) связанных нуклеозидов ДНК или РНК, например 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 или 

10 (например, фосфодисложноэфирно) связанных нуклеотидов ДНК или РНК. 

В некоторых воплощениях участок РВ содержит не более чем 3 или не более чем 4 последователь-

ных нуклеозида ДНК или РНК (таких как нуклеозиды ДНК). Так, участок РВ может быть таким корот-

ким, что не будет рекрутировать РНКазу Н, аспект, который может быть важным в воплощениях, когда 

участок РВ не формирует часть единой непрерывной нуклеиновой последовательности, которая компле-

ментарна мишени. Более короткий участок РВ, например, из 1-4 нуклеотидов в длину также может быть 

предпочтителен в некоторых воплощениях, поскольку они маловероятно будут последовательностью-

мишенью специфических рестрицирующих ферментов. Например, возможно варьировать чувствитель-

ность участка РВ к расщеплению эндонуклеазами и таким образом улучшить скорость активации актив-

ного олигомера in vivo или даже внутриклеточно. Соответственно, при необходимости очень быстрой 

активации, более длинные участки РВ могут быть применены и/или участки В, которые содержат сайты 

распознавания (например, клеточно- или тканеспецифично или различно экспрессируемые) рестрикци-

онные ферменты. 

В некоторых воплощениях участок РВ может быть конъюгирован с функциональной группой (PC), 

такой как конъюгирующая, нацеливающая реактивная группа, активирующая группа или блокирующая 

группа, возможно через линкерную группу (PY как таковые предложенные в данном документе). 

Функциональные группы также могут быть присоединены к олигомерному участку или соедине-

нию по изобретению другими способами, например, через фосфат нуклеозидную связь (например, фос-

фодисложноэфирную, фосфоротиоатную, фосфодитиоатную, боранофосфатную или метилфосфонатную) 

или тиазольную группу. В некоторых аспектах связующая группа является такой же, как участок РВ по 

меньшей мере между двумя олигомерными участками, и например, может представлять собой фосфоди-

сложноэфирную связь. 

В некоторых воплощениях нуклеотиды ДНК или РНК (или более или каждый) участка РВ незави-

симо выбраны из нуклеотидов ДНК или РНК. В некоторых воплощениях нуклеотиды ДНК или РНК (или 

более или каждый) участка РВ представляют собой нуклеотиды ДНК. В некоторых воплощениях нук-

леотиды ДНК или РНК (или более или каждый) участка РВ представляют собой нуклеотиды РНК. 

В контексте второго участка термин нуклеозид ДНК или РНК может содержать основание естест-

венного или неестественного происхождения (также рассматриваемое как аналог основания или моди-

фицированное основание). 
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Следует понимать, что в некоторых воплощениях (или более или каждый) участок РВ может до-

полнительно содержать другие нуклеотиды или нуклеотидные аналоги. В некоторых воплощениях (или 

более или каждый) участок РВ содержит нуклеозиды только ДНК или РНК. В некоторых воплощениях 

(или более или каждый) участок РВ содержит более чем один нуклеозид, межнуклеозидные связи в или 

каждом участке РВ содержат фосфодисложноэфирные связи. В некоторых воплощениях, в случае когда 

(или более или каждый) участок РВ содержат более чем один нуклеозид, все межнуклеозидные связи во 

втором участке содержат фосфодисложноэфирные связи. 

В некоторых воплощениях по меньшей мере два последовательных нуклеозида (или более или каж-

дый) участка РВ представляют собой нуклеозиды ДНК (например, по меньшей мере 3 или 4 или 5 после-

довательных нуклеотидов ДНК). В некоторых воплощениях по меньшей мере два последовательных 

нуклеозида (или более или каждый) участка РВ представляют собой нуклеозиды РНК (например, по 

меньшей мере 3 или 4 или 5 последовательных нуклеотидов РНК). В некоторых воплощениях по мень-

шей мере два последовательных нуклеозида (или более или каждый) участка РВ представляют собой по 

меньшей мере один нуклеозид ДНК и по меньшей мере один нуклеозид РНК. Межнуклеозидная связь 

между участком РА и участком РВ может представлять собой фосфодисложноэфирную связь. В некото-

рых воплощениях в случае, когда участок РВ содержит более чем один нуклеозид, по меньшей мере одна 

дополнительная межнуклеозидная связь является фосфодисложноэфирной, например связующая груп-

па(ы) между 2 (или 3 или 4 или 5) нуклеозидами, прилегающими к участку РА. 

Участок РВ может быть фланкирован по меньшей мере с одной стороны (или 5' или 3') первым уча-

стком, например, антисмысловым олигонуклеотидом, и с другой стороны (или 3' или 5' соответственно, 

через дополнительный олигомерный участок (РА), или конъюгирующую группу или аналогичную груп-

пу (например, блокирующую группу, нацеливающую группу или группу небольшой терапевтической 

молекулы), возможно через линкерную группу (т.е. между вторым участком и конъюгирую-

щей/блокирующей группой и т.д.). 

В некоторых воплощениях, участок РВ не формирует комплементарной последовательности в слу-

чае, когда олигомерный участок (например, РА, РА' и/или РА") и РВ выравнены с комплементарной по-

следовательностью-мишенью. 

В некоторых воплощениях участок РВ не формирует комплементарной последовательности в слу-

чае, когда олигомерный участок (например, РА, РА' и/или РА") и РВ выравнен с комплементарной по-

следовательностью-мишенью. В этом отношении участок РА и РВ вместе могут формировать единую 

непрерывную последовательность, которая комплементарна последовательности-мишени. 

В некоторых воплощениях последовательность оснований в участке РВ выбрана для обеспечения 

оптимального сайта расщепления эндонуклеазой, на основании преобладающих эндонуклеаз, присутст-

вующих в целевой ткани или клетке или субклеточном компартменте. В данном отношении посредством 

выделения клеточных экстрактов из целевых тканей и не целевых тканей, последовательности, расщеп-

ляемые эндонуклеазами для применения в участке РВ, могут быть выбраны на основании предпочти-

тельной расщепляющей активности в желаемой целевой клетке (например, печень/гепатоциты) по срав-

нению с нецелевой клеткой (например, почка). В данном отношении эффективность соединения для на-

целенного снижения экспрессии может быть оптимизирована для желаемой ткани/клетки. 

В некоторых воплощениях участок РВ содержит динуклеотид последовательности АА, AT, AC, AG, 

ТА, ТТ, ТС, TG,CA, CT, CC, CG, GA, GT, GC или GG, где С может представлять собой 5-метилцитозин 

и/или Т может быть замещен U. 

В некоторых воплощениях участок РВ содержит тринуклеотид последовательности ААА, ААТ, 

AAC, AAG, ATA, ATT, АТС, ATG, АСА, ACT, ACC, ACG, AGA, AGT, AGC, AGG, TAA, TAT, TAC, 

TAG, TTA, TTT, TTC, TAG, TCA, ТСТ, ТСС, TCG, TGA, TGT, TGC, TGG, CAA, CAT, CAC, CAG, СТА, 

CTG, СТС, СТТ, ССА, ССТ, ССС, CCG, CGA, CGT, CGC, CGG, GAA, GAT, GAC, CAG, GTA, GTT, 

GTC, GTG, GCA, GCT, GCC, GCG, GGA, GGT, GGC и GGG, где С может представлять собой  

5-метилцитозин и/или Т может быть замещен U. 

В некоторых воплощениях участок РВ содержит тетрануклеотид последовательности АААХ, 

ААТХ, ААСХ, AAGX, ATAX, ATTX, ATCX, ATGX, АСАХ, АСТХ, АССХ, ACGX, AGAX, AGTX, 

AGCX, AGGX, ТААХ, ТАТХ, ТАСХ, TAGX, ТТАХ, ТТТХ, ТТСХ, TAGX, ТСАХ, ТСТХ, ТССХ, TCGX, 

TGAX, TGTX, TGCX, TGGX, СААХ, САТХ, САСХ, CAGX, СТАХ, CTGX, СТСХ, СТТХ, ССАХ, ССТХ, 

СССХ, CCGX, CGAX, CGTX, CGCX, CGGX, GAAX, GATX, GACX, CAGX, GTAX, GTTX, GTCX, 

GTGX, GCAX, GCTX, GCCX, GCGX, GGAX, GGTX, GGCX и GGGX, где X может быть выбран из груп-

пы, состоящей из А, Т, U, G, С и их аналогов, где С может представлять собой 5-метилцитозин и/или Т 

может быть замещен U. Следует понимать, что ссылки на (естественного происхождения) нуклеотидные 

основания А, Т, U, G, С, они могут быть замещены нуклеотидными аналогами, которые функционируют 

эквивалентно нуклеотидам естественного происхождения (например, пара оснований с комплементар-

ным нуклеозидом). 

В некоторых воплощениях соединение по изобретению может содержать более чем одну конъюги-

рующую группу (или более чем одну функциональную группу РХ, такую как конъюгирующая, нацели-

вающая, блокирующая или активирующая группа), например 2 или 3 такие группы. В некоторых вопло-
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щениях участок РВ ковалентно связан, возможно через [например, не нуклеотидную] линкерную груп-

пу), по меньшей мере с одной функциональной группой, например двумя или тремя функциональными 

группами. В некоторых воплощениях первый участок (РА) может быть ковалентно связан (например, 

через межнуклеозидные связи, такие как фосфодисложноэфирные связи) с двумя участками РВ, напри-

мер один 5' и один 3' с первым участком РА, где каждый участок РВ может быть (возможно независимо) 

выбран из участка РВ, описанного в данном документе. 

Композиция. 

Олигомеры по изобретению и олигомерные конъюгаты по изобретению могут быть применены в 

фармацевтических препаратах и композициях. Соответственно такие композиции содержат фармацевти-

чески приемлемый разбавитель, носитель, соль или адъювант. WO 2007/03109 предлагает приемлемый и 

предпочтительный фармацевтически приемлемый разбавитель, носитель и адъювант, который включен в 

данный документ посредством ссылки. Приемлемые дозы, препараты, пути введения, композиции, дози-

рованные формы, комбинации с другими терапевтическими агентами, пролекарственные препараты так-

же предложены в WO 2007/03109, который также включен в данный документ посредством ссылки. 

Фармацевтические композиции по изобретению могут включать фармацевтически приемлемый но-

ситель, который может содержать различные компоненты, которые обеспечивают различные функции, 

включая регуляцию концентрации лекарственного средства, регуляцию растворимости, химическую ста-

билизацию, регуляцию вязкости, повышение абсорбции, регуляцию рН и т.п. 

Фармацевтический носитель может содержать приемлемый жидкий носитель или эксципиент и 

возможную вспомогательную добавку или добавки. Жидкие носители и эксципиенты являются обычны-

ми и коммерчески доступными. Примерами таковых являются дистиллированная вода, физиологический 

раствор, водные растворы декстрозы и т.п. Для водорастворимых препаратов, фармацевтическая компо-

зиция предпочтительно включает буфер, такой как фосфатный буфер, или другие соли органических ки-

слот, предпочтительно при рН в диапазоне 6,5-8. Для препаратов, содержащих слаборастворимые анти-

смысловые соединения, могут быть применены микроэмульсии, например, при помощи неионного по-

верхностно-активного вещества, такого как полисорбат 80 в количестве 0,04-0,05% (мас./об.), для повы-

шения растворимости. Другие компоненты могут включать антиокислители, такие как аскорбиновая ки-

слота, гидрофильные полимеры, такие как моносахара, дисахара, и другие углеводороды, включая цел-

люлозу и ее производные, декстрины, хелатирующие агенты, такие как ЭДТА, и подобные компоненты, 

хорошо известные в фармацевтической области, например в Remington's Pharmaceutical Science, latest 

edition (Mack Publishing Company, Easton, Pa.). 

Олигонуклеотиды по изобретению включают их фармацевтически приемлемые соли, включая соли 

щелочноземельных металлов, например натрия или магния, аммония или NX4
+
, где X представляет собой 

С1-С4-алкил. Другие фармацевтически приемлемые соли включают органические карбоновые кислоты, 

такие как муравьиная, уксусная, молочная, винная, яблочная, изэтиновая, лактобионовая и янтарная ки-

слоты; органические сульфоновые кислоты, такие как метансульфоновая, этансульфоновая, толуолсуль-

фоновая кислота и бензолсульфоновая; и неорганические кислоты, такие как соляная, серная, ортофос-

форная и сульфаминовая кислоты. Фармацевтически приемлемые соли соединения, имеющие гидро-

ксильную группу, включают анион такого соединения с приемлемым катионом, таким как Na
+
, NH4

+
 или 

т.п. 

Пациент должен получать достаточную ежедневную дозу олигонуклеотида для достижения эффек-

тивной безопасной внутриклеточной концентрации комбинированных олигонуклеотидов. Специалисты в 

области техники должны быть способны быстро определять соответствующие дозы и схемы введения 

для того, чтобы удовлетворить специфические условия и потребности пациента. 

Эффективность лечения может быть оценена при помощи обычных способов, которые применяют 

для определения будет или нет возникать ремиссия. Такие способы обычно основаны на морфологиче-

ских, цитохимических, цитогенетических и молекулярных анализах. Кроме того, ремиссия может быть 

оценена генетически посредством анализа уровня экспрессии одного или более соответствующих генов. 

Полимеразная цепная реакция с обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР) может быть применена для опреде-

ления даже очень небольших количеств транскрипта мРНК. 

Способы доставки олигонуклеотида. 

Олигонуклеотиды и конъюгаты по изобретению предпочтительно могут быть введены субъекту 

орально или местно, но также могут быть введены внутривенно посредством инъекции. Дизайн носителя 

разрабатывается соответственно. Альтернативно, олигонуклеотид может быть введен подкожно через 

дозированные формы с контролируемым высвобождением или обычные препараты для внутривенной 

инъекции. Предпочтительный способ введения олигонуклеотидов содержит или местную, системную, 

или регионарную перфузию, как соответствует. Согласно способу регионарной перфузии, приносящие и 

выносящие сосуды, снабжающие конечность, имеющую повреждение, изолируют и соединяют с низко-

поточным перфузионным насосом совместно с оксигенатором и теплообменником. Подвздошные сосуды 

могут быть применены для перфузии нижней конечности. Подмышечные сосуды высоко канюлируют в 

подмышечной области для повреждений верхней конечности. Олигонуклеотиды добавляют в перфузи-

онный ток, и перфузию продолжают в течение соответствующего периода времени, например 1 ч. Могут 
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быть применены скорости перфузии от приблизительно 100 до 150 мл/мин для повреждений нижней ко-

нечности, в то же время половина данной скорости должная быть применена для повреждений верхней 

конечности. Системная гепаринизация может быть применена во время перфузии и завершена после 

прекращения перфузии. Данная перфузионная техника выделения делает возможным введение более 

высоких доз хемотерапевтического агента, чем те, которые будут толерантными, при артериальной или 

системной венной циркуляции. 

В конкретном воплощении олигомеры и конъюгаты по изобретению вводят системно или получают 

для системного введения. 

Для системной инфузии олигонуклеотиды предпочтительно доставляют через центральный веноз-

ный катетер, соединенный с соответствующим устройством для непрерывной инфузии. Полостные кате-

теры обеспечивают долгосрочный доступ к внутривенной циркуляции для частого введения лекарствен-

ного средства в течение длительного периода времени. Их обычно хирургически вводят в поверхност-

ную мозговую или внутреннюю яремную вену при общей или местной анестезии. 

Подключичная вена является другим распространенным участком катетеризации. Инфузионная 

помпа может быть внешней или может формировать часть полностью имплантируемой в центральную 

вену системы, такой как система INFUSAPORT, доступная от Infusaid Corp., Norwood, Mass, и система 

PORT-A-CATH, доступная от Pharmacia Laboratories, Piscataway, N.J. Данные устройства имплантируют 

в подкожный мешок при местной анестезии. Катетер, соединенный с впускным отверстием помпы, про-

девают через подключичную вену к верхней полой вене. Имплант содержит источник олигонуклеотидов 

в резервуаре, который может быть снова пополнен при необходимости при помощи инъекции дополни-

тельного лекарственного средства из гиподермальной иглы через самовосстанавливающуюся перегород-

ку в резервуаре. Предпочтительны полностью имплантируемые инфузоры, поскольку они обычно хоро-

шо переносятся пациентом ввиду удобства, легкости поддержания и косметических преимуществ таких 

устройств. 

Олигонуклеотиды и конъюгаты по изобретению могут быть введены посредством любого способа, 

описанного в патенте США 4740463, включенном в данный документ посредством ссылки. Одна из тех-

ник представляет собой трансфекцию in vitro, которая может быть выполнена посредством различных 

способов. Один из способов трансфекции включает добавление DEAE-декстрана для усиления захвата 

депротеинизированных молекул ДНК клетками-реципиентами. См. Me Cutchin, J.H. and Pagano, J.S., J. 

Natl. Cancerlnst. 41, 351-7 (1968). Другой способ трансфекции представляет собой способ кальций-

фосфатной преципитации, который зависит от добавления Са
2+

 к фосфатсодержащему раствору ДНК. 

Получаемый осадок должен включать ДНК в ассоциации с кальций-фосфатными кристаллами. Данные 

кристаллы располагаются на клеточном монослое; полученное соприкосновение кристаллов и клеточной 

поверхности приводит к захвату ДНК. Небольшая часть захваченной ДНК экспрессируется в трансфек-

танте, а также в его клонах. См. Graham, F.L. and van der Eb, A. J., Virology, 52, 456-467 (1973) and  

Virology, 54, 536-539 (1973). 

Трансфекция также может быть выполнена посредством доставки, опосредованной катионными 

фосфолипидами. В частности, могут быть сформированы поликатионные липосомы из N-[1-(2,3-ди-

олеилокси)пропил]-N,N,N-триметиламмоний хлорид (DOT-MA). См. Felgneretal., Proc. Natl. Acad. Sci., 

84, 7413-7417 (1987) (ДНК-трансфекция); Malone et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 86, 6077-6081 (1989) (РНК-

трансфекция). 

Для системного или регионарного in vivo введения, количества олигонуклеотидов могут варьиро-

вать в зависимости от природы и степени заболевания, конкретных используемых олигонуклеотидов и 

других факторов. Действительные применяемые дозы могут учитывать размер и массу пациента, или 

учитывать, является лечение профилактическим или терапевтическим, возраст, здоровье и пол пациента, 

путь введения, или учитывать, является ли лечение системным или регионарным, и другие факторы. 

Кроме того, введение при помощи обычных фармацевтических носителей, антисмысловых олиго-

нуклеотидов может быть выполнено при помощи различных специализированных способов доставки 

олигонуклеотидов. Системы замедленного высвобождения, приемлемые для применения с фармацевти-

ческими композициями по изобретению, включают полупроницаемые полимерные матрицы в виде пле-

нок, микрокапсул или т.п., которые могут содержать полилактид; сополимеры L-глутаминовой кислоты 

и гамма-этил-L-глутамата, поли(2-гидроксиэтилметакрилата), и подобные материалы, например  

Rosenberg et al., International application PCT/US92/05305. 

Олигонуклеотиды и конъюгаты могут быть инкапсулированы в липосомы для терапевтической дос-

тавки, как описано, например, в Liposome Technology, Vol. II, Incorporation of Drugs, Proteins, and Genetic 

Material, CRC Press. Олигонуклеотиды в зависимости от их растворимости могут присутствовать как в 

водном слое, так и в липидном слое или в том, что обычно называют липосомной суспензией. Гидрофоб-

ный слой обычно, но не исключительно, содержит фосфолипиды, такие как лецитин и сфингомиелин, 

стероиды, такие как холестерол, ионные поверхностно-активные вещества, такие как диацетилфосфат, 

стеариламин или фосфатидная кислота, и/или другие материалы гидрофобной природы. Также содержи-

мое представляет собой новые катионные амфифилы, называемые "молекулярными зонтиками", которые 

описаны в (DeLongetal, Nucl. Acid. Res., 1999, 27(16), 3334-3341). 
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Воплощения настоящего изобретения могут быть доставлены при помощи способов дисперсных 

систем и/или полимеров. Дисперсные системы и полимеры для in vitro и in vivo доставки полинуклеоти-

дов подробно рассмотрены Feigner в Advanced Drug Delivery Reviews, 5, 163-187 (1990). Способы прямой 

доставки также описаны в Cook S.T. Antisense Drug Technology, Principles, Strategies, and Applications, 

Marcel Dekker, Inc, 2001. 

Пролекарственные средства. 

Олигонуклеотиды могут быть синтезированы в качестве пролекарственных средств, несущих  

липофильные группы, такие как, например, метил-SATE (S-ацетилтиоэтил) или трет-Bu-SATE  

(S-пивалоилтиоэтил) защитные группы, которые придают олигонуклеотиду устойчивость к нуклеазам, 

улучшают клеточный захват и селективно снимают защиту после введения в клетку, как описано в Vives 

et. al. Nucl. Acids Res. 1999, Vol. 27, 4071-4076. 

Кольцевые молекулы. 

Олигонуклеотиды могут быть синтезированы в виде кольцевых молекул, в которых 5'- и 3'-концы 

олигонуклеотидов ковалентно связаны или удерживаются вместе за счет аффинности пары, один из чле-

нов которой прикреплен ковалентно к 5'-концу, а другой прикреплен ковалентно к 3'-концу. Такая цир-

куляризация защищает олигонуклеотид от разрушения экзонуклеазами и может улучшать клеточный 

захват и распределение. В одном аспекте изобретения группа, связывающая 5'- и 3'-конец кольцевого 

олигонуклеотида расщепляется автоматически после попадания в любой тип клетки человека или позво-

ночного, таким образом линеализируя олигонуклеотид и делая его способным к гибридизации с последо-

вательностью-мишенью. В другом аспекте группа, связывающая 5'- и 3'-концы олигонуклеотида, конст-

руируется так, что расщепление предпочтительно происходит только в определенном типе клеток, кото-

рые экспрессируют мРНК, являющуюся мишенью для антисмыслового олигонуклеотида. Например, 

кольцевой антисмысловой олигонуклеотид, направленный против гена, вовлеченного в вирусное заболе-

вание, может быть приведен в действие только за счет линеаризации только в субпопуляции клеток, экс-

прессирующих интересующий ген, например, НВх или HBsAg HBV. 

Дополнительное фармацевтическое вещество. 

Олигомеры и олигомерные конъюгаты по изобретению могут быть применены в качестве в первую 

очередь терапевтических средств для лечения заболевания или могут быть применены в комбинации с не 

олигонуклеотидными лекарственными средствами. 

Соответственно, настоящее изобретение предлагает фармацевтическую систему, содержащую фар-

мацевтическую композицию, как описано в данном документе, и дополнительное фармацевтическое ве-

щество. Дополнительное фармацевтическое вещество может представлять собой любой терапевтический 

агент, известный в области техники. Например, дополнительное фармацевтическое вещество может 

представлять собой антитело, небольшую терапевтическую молекулу, полинуклеотид или вектор для 

генной терапии (например, вектор, способный экспрессировать терапевтические полипептиды или аген-

ты РНК-интерференции). 

Таким образом, олигомер или олигомерный конъюгат по настоящему изобретению может быть 

применен в комбинации с другими активными веществами, например другими противовирусными веще-

ствами. 

Например, олигомер или олигомерный конъюгат по настоящему изобретению может быть приме-

нены в комбинации с другими активными веществами, такими как противовирусные вещества на основе 

олигонуклеотидов, например противовирусные активные вещества со специфичной олигонуклеотидной 

последовательностью, действуя или через антисмысловые (включая другие олигомеры LNA), миРНК 

(такие как ARC520), аптамеры, морфолиновые олигомеры или любые другие противовирусные, осно-

ванные на нуклеотидной последовательности способы действия. 

Например, олигомер или олигомерный конъюгат по настоящему изобретению может быть приме-

нен в комбинации с другими активными веществами, такими как противовирусные соединения, стиму-

лирующие иммунитет, такие как интерферон (например, пегилированный интерферон альфа), TLR7 аго-

нисты (например, GS-9620) или терапевтические вакцины. 

Например, олигомер или олигомерный конъюгат по настоящему изобретению может быть приме-

нен в сочетании с другими активными веществами, такими как небольшие молекулы, с противовирусной 

активностью. Такие другие активные вещества могут представлять собой, например, нуклео-

зид/нуклеотидные ингибиторы (например, энтекавир или тенофовир дизопропоксил фумарат), ингибито-

ров инкапсуляции, ингибиторов входа (например, Myrcludex В). 

В конкретных воплощениях дополнительный терапевтический агент может представлять собой 

агент HBV, агент вирус гепатита С (HCV), хемотерапевтический агент, антибиотик, анальгетик, нестеро-

идный противовоспалительный (NSAID) агент, фунгальный агент, антипаразитарный агент, агент против 

тошноты, противодиарейный агент или иммуносупрессирующий агент. 

В конкретных близких воплощениях дополнительный агент HBV может представлять собой интер-

ферон-альфа-2b, интерферон-альфа-2а и интерферон-альфакон-1 (пегилированный и непегилированный), 

рибавирин; ингибитор репликации РНК HBV; второй антисмысловой олигомер; терапевтическую вакци-

ну против HBV; профилактическую вакцину против HBV; ламивудин (3ТС); энтекавир (ETV); тенофо-
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вирдиизопропоксилфумарат (TDF); телбивудин (LdT); адефовир или терапевтическое антитело к HBV 

(моноклональное или поликлональное). 

В других конкретных близких воплощениях дополнительный агент HCV может представлять собой 

интерферон-альфа-2b, интерферон-альфа-2а и интерферон-альфакон-1 (пегилированный и непегилиро-

ванный); рибаверин; ингибитор репликации РНК HCV (например, ViroPharma's серии VP50406); анти-

смысловой агент HCV; терапевтическую вакцину против HCV; ингибитор протеазы HCV; ингибитор 

геликазы HCV; или моноклональное или поликлональное терапевтическое антитело к HCV. 

Дополнительное фармацевтическое вещество может представлять собой олигомер или олигомер-

ный конъюгат, как определено в данном документе. 

В конкретных воплощениях фармацевтическая система может содержать по меньшей мере один, по 

меньшей мере два, по меньшей мере три, до множества олигомеров или олигомерных конъюгатов, пред-

ложенных настоящим изобретением. 

В конкретных воплощениях дополнительное фармацевтическое вещество может представлять со-

бой олигомер или олигомерный конъюгат способный модулировать последовательность-мишень в HBV. 

Олигомеры или конъюгаты могут каждый быть способны модулировать последовательность-мишень в 

HBV НВх или HBsAg. Олигомеры или конъюгаты могут быть способны модулировать последователь-

ность-мишень в HBV, которая не находится внутри НВх или HBsAg. Например, по меньшей мере один 

олигомер или конъюгат может быть способен модулировать последовательность-мишень внутри гена 

HBV или мРНК HBcAg, HBeAg, или ДНК полимеразы. 

В конкретных воплощениях олигомер или дополнительный олигомер или конъюгат или дополни-

тельный конъюгат могут быть способны модулировать последовательность-мишень в гене HBV или 

мРНК HBsAg. 

В случае применения комбинации олигонуклеотидов, нацеленных на различные последовательно-

сти-мишени, соотношение количеств различных типов олигонуклеотида может варьировать в очень ши-

роком диапазоне. Согласно одному предпочтительному воплощению изобретения олигонуклеотиды всех 

типов присутствуют в приблизительно эквивалентных молярных количествах. 

Введение и дозировка. 

Настоящее изобретение также относится к фармацевтическим композициям, которые содержат те-

рапевтически эффективное количество конъюгата по изобретению. Композиция может быть получена 

для применения в различных системах доставки лекарственного средства. Один или более фармацевти-

чески приемлемых эксципиентов или носителей также могут быть включены в композицию для надле-

жащего препарата. Приемлемые препараты для применения по настоящему изобретению найдены в  

Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Company, Philadelphia, Pa., 17
th

 ed., 1985. 

Для краткого обзора способов доставки лекарственного средства см., например, Langer (Science, 

249:1527-1533, 1990). 

Фармацевтические композиции по настоящему изобретению предназначены для парентерального, 

интраназального, местного, орального или локального введения, такого как трансдермальное, для про-

филактического и/или терапевтического лечения. Фармацевтические композиции могут быть введены 

парентерально (например, внутривенная, внутримышечная или подкожная инъекция) или посредством 

перорального приема внутрь, или посредством местного применения или внутрисуставной инъекции. 

Дополнительные пути введения включают внутрисосудистое, внутриартериальное, внутриопухолевое, 

интраперитонеальное, интравентрикулярное, интраэпидуральное, а также назальное, офтальмическое, 

интрасклеральное, интраорбитальное, ректальное местное или аэрозольно-ингаляционное введение. Вве-

дение с замедленным высвобождением также отдельно включено в изобретение, посредством инъекции 

вещества замедленного всасывания или эродируемые импланты или компоненты. Таким образом, изо-

бретение предлагает композиции для парентерального введения, которые содержат вышеупомянутые 

агенты, растворенные или суспендированные в приемлемом носителе, предпочтительно водном носите-

ле, например, воде, забуференной воде, солевом растворе, PBS и т.п. Композиции могут содержать фар-

мацевтически приемлемые вспомогательные вещества, требуемые для аппроксимации физиологических 

условий, такие как агенты регуляции рН и забуферивающие агенты, агенты, регулирующие тоничность, 

увлажняющие агенты, детергенты и т.п. Изобретение также предлагает композиции для оральной дос-

тавки, которые могут содержать инертные ингредиенты, такие как связующие вещества или наполнители 

для получения таблетки, капсулы и т.п. Более того, данное изобретение предлагает композиции для ло-

кального введения, которые могут содержать инертные ингредиенты, такие как растворители или эмуль-

гаторы для получения крема, мази и т.п. 

В конкретном воплощении олигомеры и конъюгаты по изобретению вводят подкожно или получа-

ют для подкожного введения. 

Данные композиции могут быть стерилизованы обычными способами стерилизации, например сте-

рильным фильтрованием. Полученные водные растворы могут быть упакованы как есть или лиофилизи-

рованы, лиофилизированный препарат комбинируют со стерильным водным носителем перед введением. 

рН препаратов будет составлять от 3 до 11, более предпочтительно от 5 до 9 или от 6 до 8 и наиболее 

предпочтительно от 7 до 8, например от 7 до 7,5. Полученные композиции в твердой форме могут быть 
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упакованы в виде множественных дозированных форм, каждая, содержащих фиксированное количество 

вышеупомянутого агента или агентов, таких как запаянная упаковка таблеток или капсул. Композиция в 

твердой форме может также быть упакована в гибкий контейнер, такой как сжимаемая туба, разработан-

ная для местно применяемого крема или мази. 

Композиции, содержащие эффективное количество, могут быть введены для профилактического 

или терапевтического лечения. В профилактических применениях композиции могут быть введены субъ-

екту с клинически определенной предрасположенностью или повышенной чувствительностью к разви-

тию опухоли или рака, нейродегенеративного заболевания или лизосомального расстройства. Компози-

ции по изобретению могут быть введены пациенту (например, человеку) в количестве, достаточном для 

задержки, уменьшения или предпочтительно предупреждения возникновения клинического заболевания 

или опухолеобразования. В терапевтических применениях композиции вводят субъекту (например, чело-

веку), уже страдающему заболеванием (например, рак, нейродегенеративное расстройство или лизосо-

мальная болезнь накопления), в количестве, достаточном для лечения или, по меньшей мере частичного, 

прекращения симптомов состояния и его осложнений. Количество, подходящее для удовлетворения дан-

ной цели, определено в виде "терапевтически эффективной дозы" количества соединения, достаточного 

для существенного улучшения некоего симптома, ассоциированного с заболеванием или медицинским 

состоянием. Например, при лечении рака, нейродегенеративного заболевания или лизосомальной болез-

ни накопления агент или соединение, которое снижает, предотвращает, задерживает, подавляет или ос-

танавливает любой симптом заболевания или состояния будет терапевтически эффективным. Терапевти-

чески эффективное количество агента или соединения не требуется для лечения заболевания или состоя-

ния, но будет обеспечивать лечение заболевания или состояния, так что возникновение заболевания или 

состояния задерживается, блокируется или предотвращается или заболевание или симптомы состояния 

улучшаются, или термин заболевание или состояние изменен или, например, является менее серьезным, 

или восстановление усилено у индивидуума. Количества, эффективные для данного применения, могут 

зависеть от серьезности заболевания или состояния и массы и общего состояния пациента, но обычно 

варьируют от приблизительно 0,5 до приблизительно 3000 мг агента или агентов на дозу на пациента. 

Приемлемые режимы для начального введения и бустерные введения типизированы посредством на-

чального введения с последующими повторными дозами в интервал 1 ч или более, 1 день, 1 неделя или 1 

месяц при помощи последующего введения. Общее эффективное количество агента, присутствующего в 

композициях по изобретению, может быть введено млекопитающему в виде единичной дозы или в виде 

болюса или посредством инфузии через относительно короткие периоды времени или может быть введе-

но при помощи фракционированного протокола лечения, в котором множественные дозы вводят в тече-

ние более длительного периода времени (например, доза каждые 4-6, 8-12, 14-16 или 18-24 ч или каждые 

2-4 дня, 1-2 недели, раз в месяц). Альтернативно предполагают непрерывную внутривенную инфузию, 

достаточную для поддержания терапевтически эффективных концентраций в крови. 

Терапевтически эффективное количество одного или более агентов, присутствующее внутри ком-

позиций по изобретению и применяемое в способах применения данного изобретения у млекопитающих 

(например, людей), может быть определено специалистами в области техники при рассмотрении инди-

видуальных различий в возрасте, массе и состоянии млекопитающего. Агенты по изобретению вводят 

субъекту (например, млекопитающему, такому как человек) в эффективном количестве, которое дает 

желаемый результат у субъекта, получающего лечение (например, замедление или ремиссию рака или 

нейродегенеративного расстройства). Терапевтически эффективные количества могут быть определены 

эмпирически специалистами в области техники. 

Пациент также может получать агент в диапазоне от приблизительно 0,1 до 3000 мг на дозу один 

или более раз в неделю (например, 2, 3, 4, 5, 6 или 7 или более раз в неделю), 0,1-2500 мг дозы в неделю 

(например, 2000, 1500, 1000, 500, 100, 10, 1, 0,5 или 0,1). Пациент также может получать агент компози-

ции в диапазоне от приблизительно 0,1 до 3000 мг на дозу раз в две или три недели. Единичные или 

множественные применения композиций по изобретению, содержащие эффективные количества, могут 

быть выполнены с уровнями доз и паттерном, выбранными лечащим врачом. Доза и схема введения мо-

гут быть определены и подведены на основании тяжести заболевания или состояния у пациента, которое 

может быть мониторировано во время курса лечения согласно способам, широко практикуемым клини-

цистами или таковым, описанным в данном документе. 

Носитель и конъюгаты по настоящему изобретению могут быть применены в комбинации с или 

обычными способами лечения или терапией или могут быть применены отдельно от обычных способов 

лечения или терапии. 

В случае, когда конъюгаты по данному изобретению вводят в комбинации с терапиями другими 

агентами, они могут быть введены индивидууму последовательно или параллельно. Альтернативно, 

фармацевтические композиции по настоящему изобретению могут входить в состав комбинации с  

конъюгатом носитель-агент по настоящему изобретению в ассоциации с фармацевтически приемлемым 

эксципиентом, как описано в данном документе, и другим терапевтическим или профилактическим аген-

том, известным в области техники. 
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Дальнейшие применения. 

Олигомеры по изобретению могут быть применены в качестве исследовательских реагентов, на-

пример, для диагностики, терапии или профилактики. 

При исследовании такие олигомеры могут быть применены для специфичного ингибирования экс-

прессии продукта последовательности-мишени (обычно посредством деградации или ингибирования 

мРНК и таким образом предотвращения образования белка) в клетках и экспериментальных животных, 

таким образом усиливая функциональный анализ мишени или оценки ее полезности в качестве мишени 

для терапевтического вмешательства. 

В диагностике олигомеры могут быть применены для детекции и количественного анализа продук-

та экспрессии последовательности-мишени в клетках или тканях при помощи Нозерн-блота, гибридиза-

ции in situ или сходных техник. 

В случае терапии животное или человека, предположительно имеющего заболевание или расстрой-

ство, которые могут быть вылечены посредством модулирования экспрессии последовательности-

мишени, лечат при помощи введения олигомерных соединений по данному изобретению. Предложенное 

в дальнейшем представляет собой способы лечения млекопитающего, такие как лечение человека, пред-

положительно имеющего склонность к заболеванию или состоянию, ассоциированному с экспрессией 

последовательности-мишени посредством введения терапевтически или профилактически эффективного 

количества одного или более олигомеров или композиций по изобретению. Олигомер, конъюгат или 

фармацевтическую композицию по изобретению обычно вводят в эффективном количестве. 

Изобретение также предлагает применение соединения или конъюгата по изобретению, как описано 

в данном документе, для производства лекарственного препарата для лечения заболевания, упоминаемо-

го в данном документе, или способ лечения заболевания, упоминаемого в данном документе. 

Изобретение также предлагает способ лечения заболевания, упоминаемого в данном документе, 

упомянутый способ, содержащий введение соединения по изобретению, как описано в данном докумен-

те, и/или фармацевтической композиции по изобретению пациенту, нуждающемуся в этом. 

Вирусные заболевания. 

Олигомеры, олигомерные конъюгаты и другие композиции по изобретению могут быть применены 

для лечения состояний, ассоциированных с последовательностью-мишенью, таких как повышенная экс-

прессия или экспрессия мутированного варианта последовательности-мишени. 

Изобретение в дальнейшем предлагает применение соединения по изобретению при производстве 

лекарственного препарата для лечения заболевания, расстройства или состояния, упоминаемых в данном 

документе. 

В контексте настоящего изобретения упомянутое заболевание, расстройство или состояние могут 

представлять собой вирусное заболевание. 

В одном воплощении вирусное заболевание ассоциировано с экспрессией или повышенной экс-

прессией НВх или HBsAg. Вирусное заболевание может представлять собой заболевание, ассоциирован-

ное с HBV. Примеры таких вирусных заболеваний включают, но не ограничены, гепатит В, цирроз, рак 

печени (например, гепатоклеточную карциному), холангиокарциному. 

В одном воплощении вирусное заболевание представляет собой гепатит В. Как будет понятно спе-

циалистам в области техники, термин "гепатит В" в контексте настоящего изобретения относится к ин-

фекционному заболеванию печени, вызываемому HBV. Гепатит В может быть острым или хроническим. 

Острое заболевание вызывает воспаление печени, рвоту, разлитие желчи и изредка смерть. Хронический 

гепатит В может вызывать цирроз и рак печени. 

В одном воплощении вирусное заболевание представляет собой цирроз. Как будет понятно специа-

листам в области техники, термин "цирроз" в контексте настоящего изобретения относится к прогресси-

рующему заболеванию печени, характеризующемуся присутствием фиброза и регенеративных узлов в 

печени. Данные изменения могут привести к потере функции печени. 

В одном воплощении вирусное заболевание представляет собой рак печени. Как будет понятно спе-

циалистам в области техники, термин "рак печени" в контексте настоящего изобретения относится к зло-

качественному заболеванию, которое возникает в печени. 

В одном воплощении вирусное заболевание представляет собой гепатоклеточную карциному 

(НСС). Как будет понятно специалистам в области техники, термин "НСС" в контексте настоящего изо-

бретения относится к типу рака печения, который обычно возникает вторично после вирусной гепатит-

ной инфекции, например гепатита В. Макроскопически, НСС выглядит как узелковая или инфильтри-

рующая опухоль. Узелковый тип может быть солитарным (большая масса) или множественным (когда 

развивается как осложнение после цирроза). Опухолевые узелки выглядят овальными, серыми или зеле-

ными (если опухоль продуцирует желчь), хорошо очерченными, но не инкапсулированными. Диффуз-

ный тип хуже очерчен и инфильтрирует портальные вены или печеночные вены (редко). Микроскопиче-

ски существуют четыре архитектурных и цитологических типа (паттерна) НСС: фиброламеллярный, 

псевдожелезистый (аденоидный), плейоморфный (гигантно-клеточный) и светлоклеточный. В хорошо 

дифференцируемых формах опухолевые клетки, похожие на гепатоциты, формируют трабекулы, тяжи и 

скопления и могут содержать желчный пигмент в цитоплазме. В плохо дифференцируемых формах зло-
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качественные эпителиальные клетки являются несвязанными, плейоморфными, анапластическими, ги-

гантскими. Опухоль имеет ограниченную строму и центральный некроз из-за плохой васкуляризации. 

В одном воплощении вирусное заболевание представляет собой холангиокарциному. Как будет по-

нятно специалистам в области техники, термин "холангиокарцинома" в контексте настоящего изобрете-

ния относится к форме рака, который состоит из мутированных эпителиальных клеток (или клеток, про-

являющих характеристики эпителиальной дифференциации), которые возникают в желчных протоках, 

дренирующих желчь из печени в тонкий кишечник. 

В то время как различные воплощения, раскрытые в данном документе, относятся к вирусному за-

болеванию, ассоциированному с инфекцией HBV, настоящее изобретение не ограничено данными при-

мерами воплощений. Скорее, настоящее изобретение применимо к любому расстройству, ассоциирован-

ному с вирусной инфекцией. 

Обычно один аспект изобретения направлен на способ лечения млекопитающего, страдающего от 

или чувствительного к состояниям, ассоциированным с ненормальными уровнями экспрессии продукта 

последовательности-мишени, содержащий введение млекопитающему терапевтически эффективного 

количества олигомера, нацеленного на последовательность-мишень. Олигомер по изобретению может 

содержать одно или более звено LNA. Олигомер, конъюгат или фармацевтическую композицию по изо-

бретению обычно вводят в эффективном количестве. 

Интересный аспект изобретения направлен на применение олигомера (соединения), как определено 

в данном документе, или олигомерного конъюгата, как определено в данном документе, для получения 

лекарственного препарата для лечения заболевания, расстройства или состояния, как упомянуто в дан-

ном документе. 

Способы по изобретению предпочтительно применяют для лечения или профилактики заболеваний, 

вызванных ненормальными уровнями НВх или HBsAg. 

Альтернативно, в некоторых воплощениях изобретение в дальнейшем направлено на способ лече-

ния ненормальных уровней НВх или HBsAg, упомянутый способ, содержащий введение олигомера по 

изобретению или конъюгата по изобретению пациенту, нуждающемуся в этом. 

Изобретение также относится к олигомеру, композиции или олигомерному конъюгату, как опреде-

лено в данном документе, для применения в качестве лекарственного препарата. 

Изобретение в дальнейшем относится к применению соединения или конъюгата, как определено в 

данном документе, для производства лекарственного препарата для лечения ненормальных уровней НВх 

или HBsAg или экспрессии мутантных форм НВх или HBsAg (таких как аллельные варианты, такие как 

таковые, ассоциированные с одним из заболеваний, упомянутых в данном документе). 

Более того, изобретение относится к способу лечения субъекта, страдающего от заболевания или 

состояния, как такового, упомянутого в данном документе. 

Пациент, который нуждается в лечение, представляет собой пациента, страдающего от или вероят-

но страдающего от заболевания или расстройства. 

Примеры олигомеров 

Примеры олигомеров для применения по настоящему изобретению представлены в следующих 

таблицах. 

Табл. 1 показывает долю консервативности внутри всех опубликованных полноразмерных геном-

ных последовательностей генотипов А, В, С и D (GenBank), означая, что данный олигомерный мотив 

будет на 100% комплементарен данной части последовательностей-мишеней внутри генотипа. Все оли-

гомерные мотивы выбраны так, что они будут, по существу, нацелены почти на все последовательности 

внутри генотипов А, В, С и D, таким образом делая возможным лечение индивидуума, инфицированного 

любым из данных четырех генотипов. 
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Таблица 1. Мотивы олигонуклеотидной последовательности, примененные для дизайна модифици-

рованных олигонуклеотидов LNA. 

 



034924 

- 69 - 

 



034924 

- 70 - 

 



034924 

- 71 - 

 



034924 

- 72 - 

 



034924 

- 73 - 

 



034924 

- 74 - 

 



034924 

- 75 - 

 



034924 

- 76 - 

 



034924 

- 77 - 

 



034924 

- 78 - 

 



034924 

- 79 - 

 



034924 

- 80 - 

 



034924 

- 81 - 

 



034924 

- 82 - 

 



034924 

- 83 - 

 



034924 

- 84 - 

 



034924 

- 85 - 

 



034924 

- 86 - 

 



034924 

- 87 - 

 



034924 

- 88 - 

 



034924 

- 89 - 

 

 



034924 

- 90 - 

Таблица 2. Набор олигомерных мотивов из табл. 1. 
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Таблица 3. Олигомеры. 

Заглавные буквы обозначают бета-D-окси-LNA, CLNA представляет собой 5-метил CLNA, строч-

ные буквы обозначают ДНК, "
m
c" обозначает 5-метилцитозин ДНК, все межнуклеозидные связи пред-

ставляют собой фосфоротиоатные межнуклеозидные связи. 
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Таблица 4. Олигомеры LNA с GalNAc2 с конъюгирующей группой, связанной через С6 аминолин-

кер и расщепляемую са фосфодисложноэфирную связь с олигомером. GalNAc2 конъюгирующая группа 

также может быть замещена другими GalNA с конъюгирующими группами или стерольными группами. 

Мотив олигомерной последовательности, на котором основаны данные олигомеры, представляет собой 

вариант из табл. 2 и 3. 

Заглавные буквы обозначают бета-D-окси LNA, строчные буквы обозначают ДНК, "
m
c/

m
C" обозна-

чает 5-метилцитозин ДНК/LNA, "s" обозначает фосфоротиоатные межнуклеозидные связи. В случаях, 

когда не определено, связь представляет собой фосфодисложноэфирную межнуклеозидную связь. 
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Перед конъюгацией с GalNAc, олигомеры LNA из табл. 4 представляют собой АМ-С6 са-олигомер, 

где АМ-С6 представляет собой аминолинкер, готовый для конъюгации, и са представляет собой расщеп-

ляемую фосфодисложноэфирную связь. Данные олигомеры включены посредством ссылки из табл. 4 в 

приоритетной заявке GB1408623.5. 

Воплощения. 

Следующие воплощения настоящего изобретения, представленные в виде пронумерованных абза-

цев, могут быть применены в комбинации с другими воплощениями, описанными в данном документе. 

1. Олигомерный конъюгат для применения при лечении вирусного заболевания, где упомянутый 

олигомерный конъюгат содержит: 

а) по меньшей мере один первый олигомерный участок, способный модулировать последователь-

ность-мишень вируса гепатита В (HBV), предпочтительно НВх или HBsAg HBV, для лечения упомяну-

того вирусного заболевания; и 

b) компонент-носитель для доставки упомянутого первого олигомера в печень. 

2. Олигомерный конъюгат для применения по п.1, где упомянутый компонент-носитель способен к 

доставке упомянутого олигомера в печень субъекта, подлежащего лечению посредством введения упо-

мянутого олигомерного конъюгата. 

3. Олигомерный конъюгат для применения по п.1 или 2, где упомянутый компонент-носитель спо-

собен к доставке упомянутого олигомера к гепатоциту субъекта, подлежащего лечению посредством 

введения упомянутого олигомерного кандидата. 

4. Олигомерный конъюгат для применения по любому из пп.1-3, где упомянутый компонент-

носитель представляет собой карбогидратную конъюгирующую группу. 

5. Олигомерный конъюгат для применения по любому из пп.1-4, где упомянутый компонент-

носитель представляет собой группу, нацеленную на асиалогликопротеиновый рецептор (ASGP-R). 

6. Олигомерный конъюгат для применения по п.4 или 5, где упомянутая карбогидратная группа или 

нацеленная на ASGP-R группа выбрана из группы, состоящей из галактозы, галактозамина, N-формил-

галактозамина, N-ацетилгалактозамина (GalNAc), N-пропионил-галактозамина, N-н-бутаноил-

галактозамина, N-изобутаноилгалактозамина или кластера любого одного или более из них. 

7. Олигомерный конъюгат для применения по любому из пп.1-6, где упомянутый компонент-

носитель представляет собой кластер GalNAc, содержащий 2-4 терминальных производных галактозы, 

гидрофильный спейсер, связывающий каждое производное галактозы с группой точки ветвления. 

8. Олигомерный конъюгат для применения по п.7, где производные галактозы представляют собой 

GalNAc, спейсер представляет собой ПЭГ спейсер и группа точки ветвления содержит пептид с двумя 

или более аминогруппами, такими как дилизин или трилизин. 

9. Олигомерный конъюгат для применения по любому из пп.1-8, где упомянутый компонент-

носитель представляет собой GalNAc2. 

10. Олигомерный конъюгат для применения по любому из пп.1-9, где упомянутый первый олиго-

мерный участок по меньшей мере на 80% комплементарен последовательности-мишени. 

11. Олигомерный конъюгат для применения по любому из пп.1-10, где упомянутый первый олиго-

мерный участок содержит одно или более звено LNA. 

12. Олигомерный конъюгат для применения по любому из пп.1-11, где упомянутый первый олиго-

мерный участок представляет собой гэпмер. 

13. Олигомерный конъюгат для применения по любому из пп.1-12, где упомянутый первый олиго-

мерный участок содержит 2'-дезоксирибонуклеотидный гэп, фланкированный с каждой стороны крылом, 

где каждое крыло независимо содержит одно или более звено - запертую нуклеиновую кислоту (LNA, от 

англ. locked nucleic acid). 

14. Олигомерный конъюгат для применения по любому из пп.1-13, где упомянутый первый олиго-

мерный участок содержит любой из мотивов: 2-8-2, 3-8-3, 2-8-3, 3-8-2, 2-9-2, 3-9-3, 2-9-3, 3-9-2, 2-10-2,  

3-10-3, 3-10-2, 2-10-3, где первое число представляет собой число звеньев LNA в 5' участке крыла LNA, 

второе число представляет собой число нуклеотидов в гэп участке, и третье число представляет собой 

число звеньев LNA в 3' участке крыла LNA. 

15. Олигомерный конъюгат для применения по любому из пп.1-13, где упомянутый первый олиго-

мерный участок составляет 8-30 нуклеотидов в длину. 

16. Олигомерный конъюгат для применения по любому из пп.1-15, где упомянутый первый олиго-

мерный участок составляет 10-20 нуклеотидов в длину. 

17. Олигомерный конъюгат для применения по любому из пп.1-16, где упомянутый первый олиго-

мерный участок составляет 10-16 нуклеотидов в длину. 

18. Олигомерный конъюгат для применения по любому из пп.1-17, где упомянутый первый олиго-

мерный участок составляет 10-14 нуклеотидов в длину. 

19. Олигомерный конъюгат для применения по любому из пп.1-18, где упомянутый первый олиго-

мерный участок связывается с последовательностью-мишенью. 

20. Олигомерный конъюгат для применения по любому из пп.1-19, где упомянутый первый олиго-

мерный участок способен ингибировать любой один или более экспрессию, репликацию или трансляцию 
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последовательности-мишени. 

21. Олигомерный конъюгат для применения по любому из пп.1-20, где упомянутый первый олиго-

мерный участок способен ингибировать экспрессию последовательности-мишени. 

22. Олигомерный конъюгат для применения по любому из пп.1-21, где упомянутая последователь-

ность-мишень представляет собой ген или мРНК. 

23. Олигомерный конъюгат для применения по любому из пп.1-22, где упомянутая последователь-

ность-мишень содержит по меньшей мере часть гена или мРНК, кодирующую НВх или HBsAg или ее 

вариант естественного происхождения. 

24. Олигомерный конъюгат для применения по любому из пп.1-23, где упомянутая последователь-

ность-мишень представляет собой ген или мРНК, кодирующую НВх или HBsAg или ее вариант естест-

венного происхождения. 

25. Олигомерный конъюгат для применения по любому из пп.1-24, где упомянутая последователь-

ность-мишень расположена внутри последовательности, показанной как SEQ ID NO: 1 и/или  

SEQ ID NO: 2, или последовательности, которая по меньшей мере на 80% идентична ей, предпочтитель-

но по меньшей мере 85% идентична ей, предпочтительного меньшей мере на 90% идентична ей, пред-

почтительно по меньшей мере на 95% идентична ей. 

26. Олигомерный конъюгат для применения по любому из пп.1-24, где упомянутая последователь-

ность-мишень расположена внутри последовательности, показанной в виде SEQ ID NO: 1 и  

\SEQ ID NO: 2. 

27. Олигомерный конъюгат для применения по любому из пп.1-26, где упомянутая последователь-

ность-мишень по меньшей мере на 80%, по меньшей мере на 85%, по меньшей мере на 90%, по меньшей 

мере на 95%, по меньшей мере на 98% или по меньшей мере на 99% идентична любой одной или более 

из HBV генотипов А-Н. 

28. Олигомерный конъюгат для применения по любому из пп.1-27, где упомянутая последователь-

ность-мишень выбрана из группы, состоящей из любой одной или более позиций: 

1264-1278; 

1530-1544; 

1551-1566; 

1577 to 1598; 

691-706; 

670-684, 

SEQ ID NO: 3. 

29. Олигомерный конъюгат для применения по любому из пп.1-28, где упомянутый первый олиго-

мерный участок основан на коровом мотиве, выбранном из группы, состоящей из любой одной или более 

из: 

 

 
30. Олигомерный конъюгат для применения по любому из пп.1-29, где упомянутый первый олиго-

мерный участок основан на последовательности, выбранной из группы, состоящей из любой одной или 

более: 
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где прописные буквы обозначают звенья LNA и строчные буквы обозначают звенья ДНК. 

31. Олигомерный конъюгат для применения по любому из пп.1-30, где упомянутый олигомерный 

конъюгат выбран из группы, состоящей из любой одной или более: 
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где прописные буквы обозначают звенья бета-D-окси-LNA; 

строчные буквы обозначают звенья ДНК; 

нижний индекс "s" означает фосфоротиоатную связь; 

верхний индекс "m" означает звено ДНК или бета-D-окси-LNA, содержащее 5-метилцитозиновое 

основание; 

GN2-C6 обозначает GalNAc2 компонент-носитель с С6 линкером. 

32. Олигомерный конъюгат для применения по любому из пп.1-29, где упомянутый первый олиго-

мерный участок основан на коровом мотиве, выбранном из группы, состоящей из любой одной или более 

из: 
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33. Олигомерный конъюгат для применения по любому из пп.1-29, где упомянутый первый олиго-

мерный участок основан на коровом мотиве, выбранном из группы, состоящей из одной или более из: 

 
34. Олигомерный конъюгат для применения по любому из пп.1-33, где упомянутый олигомерный 

конъюгат обладает или содержит структуру: 

Компонент-носитель - L1 - первый олигомерный участок, 

где L1 представляет собой возможный линкер, или ветвящий участок, или связывающую молекулу, 

или мостиковую группу, или 

где упомянутый олигомерный конъюгат обладает или содержит структуру: 

первый олигомерный участок - L2 - компонент-носитель, 

где L2 представляет собой возможный линкер, или ветвящий участок, или связывающую молекулу, 

или мостиковую группу. 

35. Олигомерный конъюгат для применения по любому из пп.1-34, где упомянутый олигомерный 

конъюгат обладает или содержит структуру: 

Компонент-носитель - L1 - первый олигомерный участок где L1 представляет собой возможный 

линкер. 

36. Олигомерный конъюгат для применения по п.34 или 35, где присутствует упомянутый линкер 1. 

37. Олигомерный конъюгат для применения по любому из пп.1-36, где упомянутый компонент-

носитель связан, предпочтительно конъюгирован с 5'-концом упомянутого олигомера. 

38. Олигомерный конъюгат для применения по пп.34-37, где линкерная группа или ветвящий уча-

сток представляет собой физиологически лабильную линкерную группу, или физиологически лабильный 

ветвящий участок, или физиологически лабильную связывающую молекулу, или физиологически ла-

бильную мостиковую группу. 

39. Олигомерный конъюгат для применения по п.38, где физиологически лабильная линкерная 

группа представляет собой линкер, чувствительный к нуклеазе. 

40. Олигомерный конъюгат для применения по п.38 или 39, где физиологически лабильный линкер 

в дальнейшем конъюгирован с С6-С12 аминоалкильной группой. 

41. Олигомерный конъюгат для применения по любому из пп.1-40, который в дальнейшем содер-

жит второй олигомерный участок, способный модулировать последовательность-мишень. 

42. Олигомерный конъюгат для применения по п.41, где каждый из первого олигомерного участка и 

второго олигомерного участка способен модулировать последовательность-мишень в НВх или HBsAg 

HBV. 

43. Олигомерный конъюгат для применения по любому из пп.31 или 42, где каждый из первого 

олигомерного участка и второго олигомерного участка способен модулировать последовательность-

мишень в НВх или HBsAg HBV; где упомянутые целевые участки различаются. 

44. Олигомерный конъюгат для применения по любому из пп.41-43, где упомянутый олигомерный 

конъюгат обладает или содержит структуру: 

Компонент-носитель - L1 - первый олигомерный участок - L2 – второй олигомерный участок, 

где L1 представляет собой возможный линкер, или ветвящий участок, или связывающую молекулу, 

или мостиковую группу, 

L2 представляет собой возможный линкер, или ветвящий участок, или связывающую молекулу, или 

мостиковую группу, 

L1 и L2 могут быть одинаковыми или различными; или 

где упомянутый олигомерный конъюгат обладает или содержит структуру: 

первый олигомерный участок - L2 - второй олигомерный участок - L3 -компонент-носитель, 

где L2 представляет собой возможный линкер, или ветвящий участок, или связывающую молекулу, 

или мостиковую группу, 

L3 представляет собой возможный линкер, или ветвящий участок, или связывающую молекулу, или 

мостиковую группу, 

L2 и L3 могут быть одинаковыми или различными; или 

где упомянутый олигомерный конъюгат обладает или содержит структуру: 
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компонент-носитель 1 - L1 - первый олигомерный участок - L2 – второй олигомерный участок - L3 - 

компонент-носитель 2, 

где L1 представляет собой возможный линкер, или ветвящий участок, или связывающую молекулу, 

или мостиковую группу, 

L2 представляет собой возможный линкер, или ветвящий участок, или связывающую молекулу, или 

мостиковую группу, 

L3 представляет собой возможный линкер, или ветвящий участок, или связывающую молекулу, или 

мостиковую группу, где L1, L2 и L3 могут быть одинаковыми или различными, 

компонент-носитель 1 и компонент-носитель 2 могут быть одинаковыми или различными; или 

где упомянутый олигомерный конъюгат обладает или содержит структуру: 

первый олигомерный участок - L1 -компонент-носитель 1 - L2 - второй олигомерный участок, 

где L1 представляет собой возможный линкер, или ветвящий участок, или связывающую молекулу, 

или мостиковую группу, 

L2 представляет собой возможный линкер или ветвящий участок или 

связывающую молекулу или мостиковую группу 

где L1 и L2 и L3 могут быть одинаковыми или различными; или 

где упомянутый олигомерный конъюгат обладает или содержит структуру: 

первый олигомерный участок - L1 -компонент-носитель 1 - L2 - второй олигомерный участок - L3 - 

компонент-носитель 2, 

где L1 представляет собой возможный линкер, или ветвящий участок, или связывающую молекулу, 

или мостиковую группу, 

L2 представляет собой возможный линкер, или ветвящий участок, или связывающую молекулу, или 

мостиковую группу, 

L3 представляет собой возможный линкер, или ветвящий участок, или связывающую молекулу или 

мостиковую группу, 

L1 и L2 могут быть одинаковыми или различными, 

компонент-носитель 1 и компонент-носитель 2 могут быть одинаковыми илитразличными; или 

где упомянутый олигомерный конъюгат обладает или содержит структуру: 

компонент-носитель 1 - L1 - первый олигомерный участок - L2 -компонент-носитель 2 - L3 - второй 

олигомерный участок - L4 - компонент-носитель 3, 

где L1 представляет собой возможный линкер или ветвящий участок или связывающую молекулу 

или мостиковую группу 

L2 представляет собой возможный линкер или ветвящий участок или связывающую молекулу или 

мостиковую группу, 

L3 представляет собой возможный линкер или ветвящий участок или связывающую молекулу или 

мостиковую группу, 

L1, L2 и L3 могут быть одинаковыми или различными, 

компонент-носитель 1, компонент-носитель 2 и компонент-носитель 3 могут быть одинаковыми 

или различными. 

45. Олигомерный конъюгат для применения по любому из пп.39-43, где упомянутый олигомерный 

конъюгат обладает или содержит структуру: 

Компонент-носитель - L1 - первый олигомерный участок - L2 - второй олигомерный участок, 

где L1 представляет собой возможный линкер или ветвящий участок или связывающую молекулу 

или мостиковую группу, 

L2 представляет собой возможный линкер или ветвящий участок или связывающую молекулу или 

мостиковую группу, 

L1 и L2 могут быть одинаковыми или различными. 

46. Олигомерный конъюгат для применения по п.45, где присутствует упомянутый линкер 1. 

47. Олигомерный конъюгат для применения по п.45 или 46, где присутствует упомянутый линкер 2. 

48. Олигомерный конъюгат для применения по любому из пп.41-46, где упомянутый компонент-

носитель связан, предпочтительно конъюгирован с 5'-концом упомянутого олигомера. 

49. Олигомерный конъюгат для применения по любому из пп.41-48, где каждый из первого олиго-

мерного участка и второго олигомерного участка связан, предпочтительно конъюгирован посредством 

линкера или ветвящего участка. 

50. Олигомерный конъюгат для применения по любому из пп.41-49, где каждый и первый олиго-

мерный участок и второй олигомерный участок связаны, предпочтительно конъюгированы за счет фи-

зиологически лабильной линкерной группы или физиологически лабильного участка. 

51. Олигомерный конъюгат для применения по любому из пп.1-50, где упомянутое вирусное забо-

левание представляет собой гепатит В или заболевание, ассоциированное с HBV. 

52. Олигомерный конъюгат для применения по любому из пп.1-51, где вирусное заболевание ассо-

циировано с экспрессией или повышенной экспрессией НВх или HBsAg. 

53. Олигомерный конъюгат для применения по любому из пп.1-52, где упомянутый олигомерный 
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конъюгат вводят подкожно. 

54. Композиция для применения при лечении вирусного заболевания, где упомянутая композиция 

содержит олигомерный конъюгат, как определено в любом из пп.1-53 и по меньшей мере один дополни-

тельный отличающийся олигонуклеотид. 

55. Композиция для применения по п.54, где по меньшей мере один из упомянутых дополнитель-

ных отличающихся олигонуклеотидов представляет собой олигомерный конъюгат. 

56. Композиция для применения по п.54 или .55, где каждый упомянутый дополнительный отли-

чающийся олигонуклеотид представляет собой олигомерный конъюгат. 

57. Композиция для применения по любому из пп.54-56, где упомянутый дополнительный отли-

чающийся олигонуклеотид способен модулировать последовательность-мишень в HBV. 

58. Композиция для применения по любому из пп.54-57, где по меньшей мере один дополнитель-

ный отличающийся олигонуклеотид способен модулировать последовательность-мишень в НВх или 

HBsAg HBV. 

59. Композиция для применения по любому из пп.54-58, где по меньшей мере один упомянутый 

дополнительный отличающийся олигонуклеотид способен модулировать последовательность-мишень в 

НВх или HBsAg HBV; и где упомянутый по меньшей мере один из дополнительных упомянутых отли-

чающихся олигонуклеотидов способен модулировать последовательность-мишень в НВх или HBsAg 

HBV отличную от той, на которую нацелен олигомерный конъюгат по любому из пп.1-53. 

60. Композиция для применения по любому из пп.54-59, где каждый упомянутый дополнительный 

отличающийся олигонуклеотид способен модулировать последовательность-мишень в НВх или HBsAg 

HBV. 

61. Композиция для применения по любому из пп.54-60, где каждый из упомянутых дополнитель-

ных отличающихся олигонуклеотидов способен модулировать последовательность-мишень в НВх или 

HBsAg HBV; и где каждый дополнительный отличающийся олигонуклеотид способен модулировать по-

следовательность-мишень в НВх или HBsAg HBV, отличающуюся от той, на которую нацелен олиго-

мерный конъюгат по любому из пп.1 - 53. 

62. Олигомерный конъюгат приемлемый для лечения вирусного заболевания, где упомянутый оли-

гомерный конъюгат содержит: 

a) по меньшей мере один первый олигомерный участок, способный модулировать последователь-

ность-мишень вируса гепатита В (HBV), предпочтительно НВх или HBsAg HBV, для лечения упомяну-

того вирусного расстройства; и 

b) компонент-носитель для доставки упомянутого первого олигомера в печень. 

63. Олигомерный конъюгат по п.62, где упомянутый олигомер определен в любом из пп.1-53. 

64. Композиция, приемлемая для лечения вирусного заболевания, где упомянутая композиция со-

держит олигомерный конъюгат и по меньшей мере один дополнительный отличающийся олигонуклео-

тид; где упомянутый олигомерный конъюгат содержит: 

a) по меньшей мере один первый олигомерный участок, способный модулировать последователь-

ность-мишень вируса гепатита В (HBV), предпочтительно НВх или HBsAg HBV, для лечения упомяну-

того вирусного заболевания; и 

b) компонент-носитель для доставки упомянутого первого олигомера в печень. 

65. Композиция по п.64, где упомянутый олигомерный конъюгат представляет собой олигомерный 

конъюгат, определенный в любом из пп.1-53 или любом из пп.62, 63. 

66. Композиция по п.64 или 65, где упомянутый дополнительный отличающийся олигонуклеотид 

определен в любом из пп.62, 63. 

67. Олигомер, основанный на коровом мотиве, выбранном из группы, состоящей из любой одной 

или более из: 
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который способен модулировать последовательность-мишень в НВх или HBsAg HBV для лечения 

вирусного заболевания. 

68. Олигомер по п.67, где упомянутый олигомерный участок основан на коровом мотиве, выбран-

ном из группы, состоящей из любой одной или более из: 

 
69. Олигомер по п.67, где олигомерный участок основан на коровом мотиве, выбранном из группы, 

состоящей из любой одной или более из: 

 
70. Олигомер по любому из пп.67-69, где упомянутый олигомер содержит одно или более звено 

LNA. 

71. Олигомер по любому из пп.67-70, где упомянутый олигомер представляет собой гэпмер. 

72. Олигомер по любому из пп.67-71, где упомянутый олигомер содержит  

2'-дезоксирибонуклеотидный гэп, фланкированный с каждой стороны крылом, где каждое крыло незави-

симо содержит одно или более звеньев LNA. 

73. Олигомер по любому из пп.67-72, где упомянутый олигомер любой один из мотивов: 2-8-2, 3-8-

3, 2-8-3, 3-8-2, 2-9-2, 3-9-3, 2-9-3, 3-9-2, 2-10-2, 3-10-3, 3-10-2, 2-10-3, где первое число представляет со-

бой звенья LNA в участке крыла LNA, второе число представляет собой число нуклеотидов в гэп участ-

ке, и третье число представляет собой число звеньев LNA в участке крыла LNA. 

74. Олигомер по любому из пп.67-73, где упомянутый первый олигомерный участок составляет в 

длину 10-18 нуклеотидов. 

75. Олигомер по любому из пп.67-74, где упомянутый первый олигомерный участок составляет в 

длину 10-16 нуклеотидов. 

76. Олигомер по любому из пп.67-75, где упомянутый первый олигомерный участок составляет в 

длину 10-14 нуклеотидов. 

77. Олигомер по любому из пп.67-76, основанный на последовательности, выбранной из группы, 

состоящей из любой одной или более из: 
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где прописные буквы обозначают усиливающие аффинность нуклеотидные аналоги, и строчные 

буквы обозначают звенья ДНК. 

78. Олигомер по любому из пп.67-77, основанный на последовательности, выбранной из группы, 

состоящей из любой одной или более из: 
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где прописные буквы обозначают звенья бета-D-окси-LNA; 

строчные буквы обозначают звенья ДНК; 

нижний индекс "s" обозначает фосфоротиоатную связь; 

верхний индекс "m" обозначает звено ДНК или бета-D-окси-LNA, содержащее 5-метилцитозиновое 

основание; 

АМ-С6 представляет собой амино-С6 линкер; где 5' терминальная группа "АМ-С6 са" является воз-

можной. 

79. Олигомеры по любому из пп.67-78 для применения при медицинском лечении. 

80. Олигомеры по любому из пп.67-79 для применения при лечении вирусного заболевания. 

81. Олигомеры по п.79 или п.80, где упомянутый олигомер определен в любом из пп.1-53. 

82. Олигомеры по п.79 или п.81, где упомянутое заболевание определено в любом из пп.1-53. 

83. Композиция, приемлемая для лечения вирусного заболевания, где упомянутая композиция со-

держит по меньшей мере один дополнительный отличающийся олигонуклеотид; где упомянутый олиго-

мер содержит по меньшей мере один первый олигомерный участок, способный модулировать последова-

тельность-мишень вируса гепатита В (HBV), предпочтительно НВх или HBsAg HBV, для лечения упо-

мянутого вирусного заболевания. 

84. Композиция по п.83, где упомянутый олигомер представляет собой олигомер по любому из 

пп.67-82. 

85. Композиция по п.83 или п.84, где упомянутый по меньшей мере один дополнительный отли-

чающийся олигонуклеотид представляет собой дополнительный отличающийся олигонуклеотид по лю-
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бому из пп.54-61. 

86. Способ лечения вирусного заболевания, упомянутый способ, содержащий введение субъекту, 

нуждающемуся в лечении, эффективного количества олигомерного конъюгата по п.62 или 63 или олиго-

мерного конъюгата по любому из пп.1-52. 

87. Способ лечения вирусного заболевания, упомянутый способ, содержащий введение субъекту, 

нуждающемуся в лечении, эффективного количества композиции по любому из пп.64-66 или компози-

ции по любому из пп.54-61 или композиции по любому из пп.83-85. 

88. Способ лечения вирусного заболевания, упомянутый способ, содержащий введение субъекту, 

нуждающемуся в лечении, эффективного количества олигомера по любому из пп.67-82. 

89. Фармацевтическая композиция, содержащая олигомерный конъюгат по п.62 или п.63 или оли-

гомерный конъюгат по любому из пп.1-53 и один или более фармацевтически приемлемый разбавитель, 

носитель, соль или адъювант. 

90. Фармацевтическая композиция, содержащая композицию по любому из пп.64-66 или композици 

по любому из пп.54-61, или композицию по любому из пп.83-85 и один или более фармацевтически при-

емлемый разбавитель, носитель, соль или адъювант. 

91. Фармацевтическая композиция, содержащая олигомер по любому из пп.67-82 и один или более 

фармацевтически приемлемый разбавитель, носитель, соль или адъювант. 

Фармацевтическая система, содержащая фармацевтическую композицию по любому из пп.89-91 и 

дополнительное фармацевтическое вещество. 

92. Способ производства олигомерного конъюгата по любому из пп.1-52, содержащий один или бо-

лее олигомер по любому из пп.1-52, содержащий конъюгирование одного или более олигомера, опреде-

ленного в любому из пп.1-53, с компонентом-носителем по любому из пп.1-53. 

93. Способ производства композиции по любому из пп.64-66, содержащий смешивание олигомер-

ного конъюгата по любому из пп.1-53 с фармацевтически приемлемым разбавителем, носителем, солью 

или адъювантом. 

94. Способ производства композиции по п.91, содержащий смешивание олигомера по любому из 

пп.67-82 с фармацевтически приемлемым разбавителем, носителем, солью или адъювантом. 

95. Изобретение по любому из пп.1-93, где олигомер или олигомерный компонент олигомерного 

конъюгата содержит любой из мотивов: 3-10-3, 3-10-2, 3-9-3, 3-9-2, 3-8-3, 3-8-2, где первое число пред-

ставляет собой число модифицированных нуклеотидов в участке крыла, предпочтительно по меньшей 

мере один, представляющий собой звено LNA, предпочтительно все представляющие собой звено LNA, 

второе число представляет собой число нуклеотидов в гэп участке, и третье число представляет собой 

число модифицированных нуклеотидов в участке крыла, предпочтительно по меньшей мере один, пред-

ставляющий собой звено LNA, предпочтительно все, представляющие собой звено LNA. 

96. Олигомерный конъюгат, по существу, определенный в данном документе, и со ссылкой на при-

меры. 

97. Композиция, по существу, определенная в данном документе и со ссылкой на примеры. 

98. Олигомер, по существу, определенный в данном документе и со ссылкой на примеры. 

99. Способ, по существу, определенный в данном документе и со ссылкой на примеры. 

Конкретные воплощения 

Настоящее изобретение относится к олигомерному конъюгату для применения при лечении вирус-

ного заболевания. Олигомерный конъюгат содержит: 

a) олигомер, способный модулировать последовательность-мишень в НВх или HBsAg вируса гепа-

тита В (HBV) для лечения упомянутого вирусного заболевания; и 

b) компонент-носитель, конъюгированный с упомянутым олигомером. Предпочтительно компо-

нент-носитель служит для доставки упомянутого первого олигомера в печень. 

Предпочтительные аспекты для конкретных воплощений настоящего изобретения в настоящем 

приведены. 

В одном аспекте настоящее изобретение предлагает олигомерный конъюгат для применения при 

лечении вирусного заболевания, где упомянутый олигомерный конъюгат содержит: 

a) по меньшей мере один первый олигомерный участок, способный модулировать последователь-

ность-мишень в вирусе гепатита В (HBV), предпочтительно НВх или HBsAg HBV, для лечения упомяну-

того вирусного заболевания; и 

b) компонент-носитель, 

где упомянутый первый олигомерный участок составляет в длину 8-16 нуклеотидов; где упомяну-

тый первый олигомерный участок представляет собой гэпмер, предпочтительно, где упомянутый первый 

олигомерный участок содержит 2'-дезоксирибонуклеотидный гэп, фланкированный с каждой стороны 

крылом, предпочтительно, где каждое крыло независимо содержит одно или более звеньев LNA; 

где упомянутый компонент-носитель представляет собой карбогидратную конъюгирующую груп-

пу, предпочтительно упомянутый компонент-носитель выбран из группы, состоящей из галактозы, га-

лактозамина, N-формил-галактозамина, N-ацетилгалактозамина (GalNAc), N-пропионил-галактозамина, 

N-н-бутаноил-галактозамина, N-изобутаноилгалактозамина или кластера любого одного или более из 
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них; предпочтительно упомянутый компонент-носитель содержит кластер GalNAc или GalNAc; предпоч-

тительно упомянутый компонент-носитель представляет собой GalNAc2; 

где упомянутая последовательность-мишень содержит по меньшей мере часть гена или мРНК, ко-

дирующую НВх или HBsAg или его вариант естественного происхождения. 

В одном аспекте настоящее изобретение предлагает олигомерный конъюгат, приемлемый для лече-

ния вирусного заболевания, где упомянутый олигомерный конъюгат содержит: 

a) по меньшей мере один первый олигомерный участок, способный модулировать последователь-

ность-мишень вируса гепатита В (HBV), предпочтительно НВх или HBsAg HBV, для лечения упомяну-

того вирусного заболевания; и 

b) компонент-носитель, 

где упомянутый первый олигомерный участок составляет в длину 8-16 нуклеотидов; где упомяну-

тый первый олигомерный участок представляет собой гэпмер, предпочтительно, где упомянутый первый 

олигомерный участок содержит 2'-дезоксирибонуклеотидный гэп, фланкированный с каждой стороны 

крылом, предпочтительно, где каждое крыло независимо содержит одно или более звено LNA; 

где упомянутый компонент-носитель представляет собой карбогидратную конъюгирующую груп-

пу, предпочтительно упомянутый компонент-носитель выбран из группы, состоящей из галактозы, га-

лактозамина, N-формил-галактозамина, N-ацетилгалактозамина (GalNAc), N-пропионил-галактозамина, 

N-н-бутаноил-галактозамина, N-изобутаноилгалактозамина или кластера любого одного или более из 

них; предпочтительно упомянутый компонент-носитель содержит кластер GalNAc или GalNAc; предпоч-

тительно упомянутый компонент-носитель представляет собой GalNAc2; 

где упомянутая последовательность-мишень содержит по меньшей мере часть гена или мРНК, ко-

дирующую НВх или HBsAg или его вариант естественного происхождения. 

В одном аспекте настоящее изобретение предлагает композицию, приемлемую для лечения вирус-

ного заболевания, где упомянутая композиция содержит олигомерный конъюгат и по меньшей мере один 

дополнительный отличающийся олигонуклеотид; где упомянутый олигомерный конъюгат содержит: 

a) по меньшей мере один первый олигомерный участок, способный модулировать последователь-

ность-мишень в вирусе гепатита В (HBV), предпочтительно НВх или HBsAg HBV, для лечения упомяну-

того вирусного расстройства; и 

b) компонент-носитель, 

где упомянутый первый олигомерный участок составляет 8-16 нуклеотидов в длину; 

где упомянутый первый олигомерный участок представляет собой гэпмер, предпочтительно, где 

упомянутый первый олигомерный участок содержит 2'-дезоксирибонуклеотидный гэп, фланкированный 

с каждой стороны крылом, предпочтительно, где каждое крыло независимо содержит одно или более 

звено LNA; 

где упомянутый компонент-носитель представляет собой карбогидратную группу, предпочтительно 

упомянутый компонент-носитель выбран из группы, состоящей из галактозы, галактозамина, N-формил-

галактозамина, N-ацетил-галактозамина (GalNAc), N-пропионил-галактозамина, N-н-бутаноил-

галактозамина, N-изобутаноилгалактозамина или кластера любого одного или более из них; 

предпочтительно упомянутый компонент-носитель содержит кластер GalNAc или GalNAc; 

предпочтительно компонент-носитель представляет собой GalNAc2; 

где упомянутая последовательность-мишень содержит по меньшей мере часть гена или мРНК, ко-

дирующей НВх или HBsAg или его вариант естественного происхождения. 

В одном аспекте настоящее изобретение предлагает олигомерный конъюгат для применения при 

лечении вирусного заболевания, где упомянутый олигомерный конъюгат содержит: 

a) по меньшей мере один первый олигомерный участок, способный модулировать последователь-

ность-мишень вируса гепатита В (HBV), предпочтительно НВх или HBsAg HBV, для лечения упомяну-

того вирусного заболевания; и 

b) компонент-носитель; 

где упомянутый первый олигомерный участок составляет 8-16 нуклеотидов в длину; где упомяну-

тый первый олигомерный участок представляет сбой гэпмер, предпочтительно, где упомянутый первый 

олигомерный участок содержит 2'-дезоксирибонкулеотидный гэп, фланкированный с каждой стороны 

крылом, предпочтительно, где каждое крыло независимо содержит одно или более звеньев LNA; 

где упомянутый компонент-носитель представляет собой карбогидратную конъюгирующую груп-

пу, предпочтительно упомянутый компонент-носитель выбран из группы, состоящей из галактозы, га-

лактозамина, N-формил-галактозамина, N-ацетилгалактозамина (GalNAc), N-пропионил-галактозамина, 

N-н-бутаноил-галактозамина, N-изобутаноилгалактозамин или кластер любого одного или более из них; 

предпочтительно упомянутый компонент-носитель содержит кластер GalNAc или GalNAc; предпочти-

тельно упомянутый компонент-носитель представляет собой GalNAc2; 

где упомянутая последовательность-мишень содержит по меньшей мере часть гена или мРНК, ко-

дирующую НВх или HBsAg или его вариант естественного происхождения; 

где упомянутый первый олигомерный участок основан на коровом мотиве, выбранном из группы, 

состоящей из любой одной или более из: 
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В одном аспекте настоящее изобретение предлагает олигомерный конъюгат, приемлемый для лече-

ния вирусного заболевания, где упомянутый олигомерный конъюгат содержит: 

a) по меньшей мере один первый олигомерный участок, способный модулировать последователь-

ность-мишень вируса гепатита В (HBV), предпочтительно НВх или HBsAg HBV, для лечения вирусного 

заболевания; и 

b) компонент-носитель; 

где упомянутый олигомерный участок составляет 8-16 олигонуклеотидов в длину; где упомянутый 

первый олигомерный участок представляет собой гэпмер, предпочтительно, где упомянутый первый 

олигомерный участок содержит 2'-дезоксирибонуклеотидный гэп, фланкированный с каждой стороны 

крылом, предпочтительно, где каждое крыло независимо содержит одно или более звено LNA; 

где упомянутый компонент-носитель представляет собой карбогидратную конъюгирующую груп-

пу, предпочтительно упомянутый компонент-носитель выбран из группы, состоящей из галактозы, га-

лактозамина, N-формил-галактозамина, N-ацетилгалактозамина (GalNAc), N-пропионил-галактозамина, 

N-н-бутаноил-галактозамина, N-изобутаноилгалактозамина или кластера любого одного или более из 

них; предпочтительно упомянутый компонент-носитель содержит кластер GalNAc или GalNAc; предпоч-

тительно упомянутый компонент-носитель представляет собой GalNAc2; 

где упомянутая последовательность-мишень содержит по меньшей мере часть гена или мРНК, ко-

дирующую НВх или HBsAg или его вариант естественного происхождения; 

где упомянутый первый олигомерный участок основан на коровом мотиве, выбранном из группы, 

состоящей из любой одной или более из: 
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В одном аспекте настоящее изобретение предлагает композицию, приемлемую для лечения вирус-

ного заболевания, где упомянутая композиция содержит олигомерный конъюгат и по меньшей мере один 

дополнительный отличающийся олигонуклеотид; где упомянутый олигомерный конъюгат содержит: 

a) по меньшей мере один первый олигомерный участок, способный модулировать последователь-

ность-мишень вируса гепатита В (HBV), предпочтительно НВх или HBsAg HBV, для лечения упомяну-

того вирусного расстройства; и 

b) компонент-носитель; 

где упомянутый первый олигомерный участок составляет 8-16 нуклеотидов в длину; 

где упомянутый первый олигомерный участок представляет собой гэпмер, предпочтительно, где 

упомянутый первый олигомерный участок содержит 2'-дезоксирибонуклеотидный гэп, фланкированный 

с каждой стороны крылом, предпочтительно, где каждое крыло независимо содержит одно или более 

звеньев LNA; 

где упомянутый компонент-носитель представляет собой карбогидратную конъюгирующую груп-

пу, предпочтительно упомянутый компонент-носитель выбран из группы, состоящей из галактозы, га-

лактозамина, N-формил-галактозамина, N-ацетилгалактозамина (GalNAc), N-пропионил-галактозамина, 

N-н-бутаноил-галактозамина, N-изобутаноилгалактозамина или кластера любого одного или более из 

них; предпочтительно упомянутый компонент-носитель содержит GalNAc или кластер GalNAc; предпоч-

тительно упомянутый компонент-носитель представляет собой GalNAc2; 

где упомянутая последовательность-мишень содержит по меньшей мере часть гена или мРНК, ко-

дирующую НВх или HBsAg или его вариант естественного происхождения; 

где упомянутый первый олигомерный участок основан на коровом мотиве, выбранном из группы, 

состоящей из любой одной или более из: 
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В одном аспекте настоящее изобретение предлагает олигомерный конъюгат для применения при 

лечении вирусного заболевания, где упомянутый олигомерный конъюгат содержит: 

a) по меньшей мере один первый олигомерный участок, способный модулировать последователь-

ность-мишень вируса гепатита В (HBV), предпочтительно НВх или HBsAg HBV, для лечения упомяну-

того вирусного заболевания; и 

b) компонент-носитель; 

где упомянутый первый олигомерный участок составляет 12-16 нуклеотидов в длину; 

где упомянутый первый олигомерный участок представляет собой гэпмер, предпочтительно, где 

упомянутый первый олигомерный участок содержит 2'-дезоксирибонуклеотидный гэп, фланкированный 

с каждой стороны крылом, предпочтительно, где каждое крыло независимо содержит одно или более 

звено LNA; 

где упомянутый компонент-носитель представляет собой карбогидратную конъюгирующую груп-

пу, предпочтительно упомянутый компонент-носитель выбран из группы, состоящей из галактозы, га-

лактозамина, N-формил-галактозамина, N-ацетилгалактозамина (GalNAc), N-пропионил-галактозамина, 

N-н-бутаноил-галактозамина, N-изобутаноилгалактозамина или кластера любого одного или более из 

них; предпочтительно упомянутый компонент-носитель содержит GalNAc или кластер GalNAc; предпоч-

тительно упомянутый компонент-носитель представляет собой GalNAc2; 

где упомянутая последовательность-мишень содержит по меньшей мере часть гена или мРНК, ко-

дирующую НВх или HBsAg или его вариант естественного происхождения; 

где олигомерный конъюгат содержит любой один из мотивов: 3-10-3, 3-10-2, 3-9-3, 3-9-2, 3-8-3, 3-8-

2, где первое число представляет собой число звеньев LNA в участке крылв, второе число представляет 

собой число нуклеотидов в гэп участке и третье число представляет собой число звеньев LNA в участке 

крыла. 

В одном аспекте настоящее изобретение предлагает олигомерный конъюгат, приемлемый для лече-

ния вирусного заболевания, где упомянутый олигомерный конъюгат содержит: 

a) по меньшей мере один олигомерный участок способный модулировать последовательность-

мишень вируса гепатита В (HBV), предпочтительно НВх или HBsAg HBV, для лечения упомянутого ви-

русного заболевания; и 

b) компонент-носитель; 

где упомянутый олигомерный участок составляет 12-16 нуклеотидов в длину; где упомянутый пер-

вый олигомерный участок представляет собой гэпмер, предпочтительно, где упомянутый первый олиго-

мерный участок содержит 2'-дезоксирибонуклеотидный гэп, фланкированный с каждой стороны крылом, 

предпочтительно, где каждое крыло независимо содержит одно или более звено LNA; 

где упомянутый компонент-носитель представляет собой карбогидратную конъюгирующую груп-

пу, предпочтительно упомянутый компонент-носитель выбран из группы, состоящей из галактозы, га-

лактозамина, N-формил-галактозамина, N-ацетилгалактозамина (GalNAc), N-пропионил-галактозамина, 

N-н-бутаноил-галактозамина, N-изобутаноилгалактозамина или кластера любого одного или более из 

них; предпочтительно упомянутый компонент-носитель содержит GalNAc или кластер GalNAc; предпоч-

тительно упомянутый компонент-носитель представляет собой GalNAc2; 

где упомянутая последовательность-мишень содержит по меньшей мере часть или мРНК, коди-

рующей НВх или HBsAg или его вариант естественного происхождения; где олигомерный компонент 

олигомерного конъюгата содержит любой один из мотивов: 3-10-3, 3-10-2, 3-9-3, 3-9-2, 3-8-3, 3-8-2, где 

первое число представляет собой число звеньев LNA в участке крыла, второе число представляет собой 

число нуклеотидов в гэп участке и третье число представляет собой число звеньев LNA в участке крыла. 

В одном аспекте настоящее изобретение предлагает композицию, приемлемую для лечения вирус-

ного заболевания, где упомянутая композиция содержит олигомерный конъюгат и по меньшей мере один 

дополнительный отличающийся олигонуклеотид; где упомянутый олигомерный конъюгат содержит: 

a) по меньшей мере один первый олигомерный участок способный модулировать последователь-

ность-мишень вируса гепатита В (HBV), предпочтительно НВх или HBsAg HBV, для лечения упомяну-
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того вирусного заболевания; и 

b) компонент-носитель; 

где упомянутый олигомерный участок составляет 12-16 нуклеотидов в длину; где упомянутый пер-

вый олигомерный участок представляет собой гэпмер, предпочтительно, где упомянутый первый олиго-

мерный участок содержит 2'-дезоксирибонуклеотидный гэп, фланкированный с каждой стороны крылом, 

предпочтительно, где каждое крыло независимо содержит одно или боле звено LNA; где упомянутый 

компонент-носитель представляет собой карбогидратную конъюгирующую группу, предпочтительно 

упомянутый компонент-носитель выбран из группы, состоящей из галактозы, галактозамина, N-формил-

галактозамина, N-ацетилгалактозамина (GalNAc), N-пропионил-галактозамина, N-н-бутаноил-

галактозамина, N-изобутаноилгалактозамина или кластера любого одного или более из них; предпочти-

тельно упомянутый компонент-носитель содержит GalNAc или кластер GalNAc; предпочтительно упо-

мянутый компонент-носитель представляет собой GalNAc2; 

где упомянутая последовательность-мишень содержит по меньшей мере часть гена или мРНК, ко-

дирующую НВх или HBsAg или его вариант естественного происхождения; 

где олигомерный компонент олигомерного конъюгата содержит любой один из мотивов: 3-10-3,  

3-10-2, 3-9-3, 3-9-2, 3-8-3, 3-8-2, где первое число представляет собой число звеньев LNA в участке кры-

ла, второе число представляет собой число нуклеотидов в гэп участке и третье число представляет собой 

число звеньев LNA в участке крыла. 

В одном аспекте настоящее изобретение предлагает олигомерный конъюгат для применения при 

лечении вирусного заболевания, где упомянутый олигомерный конъюгат содержит: 

a) по меньшей мере один первый олигомерный участок, способный модулировать последователь-

ность-мишень вируса гепатита В (HBV), предпочтительно НВх или HBsAg HBV, для лечения упомяну-

того вирусного заболевания; и 

b) компонент-носитель; 

где упомянутый первый олигомерный участок составляет 12-16 нуклеотидов в длину; 

где упомянутый первый олигомерный участок представляет собой гэпмер, предпочтительно, где 

упомянутый первый олигомерный участок содержит 2'-дезоксирибонуклеотидный гэп, фланкированный 

с каждой стороны крылом, предпочтительно, где каждое крыло независимо содержит одно или более 

звено LNA; 

где упомянутый компонент-носитель представляет собой карбогидратную конъюгирующую груп-

пу, предпочтительно упомянутый компонент-носитель выбран из группы, состоящей из галактозы, га-

лактозамина, N-формил-галактозамина, N-ацетилгалактозамина (GalNAc), N-пропионил-галактозамина, 

N-н-бутаноил-галактозамина, N-изобутаноилгалактозамина или кластера любого одного или более из 

них; предпочтительно упомянутый компонент-носитель содержит GalNAc или кластер GalNAc; предпоч-

тительно упомянутый компонент-носитель представляет собой GalNAc2; 

где упомянутая последовательность-мишень содержит по меньшей мере часть гена или мРНК, ко-

дирующую НВх или HBsAg или его вариант естественного происхождения; 

где упомянутый первый олигомерный участок основан на коровом мотиве, выбранном из группы, 

состоящей из любой одной или более из: 
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где олигомерный компонент олигомерного конъюгата содержит любой один из мотивов: 3-10-3,  

3-10-2, 3-9-3, 3-9-2, 3-8-3, 3-8-2, где первое число представляет собой число звеньев LNA в участке кры-

ла, второе число представляет собой число нуклеотидов в гэп участке и третье число представляет собой 

число звеньев LNA в участке крыла. 

В одном аспекте настоящее изобретение предлагает олигомерный конъюгат, приемлемый для лече-

ния вирусного заболевания, где упомянутый олигомерный конъюгат содержит: 

a) по меньшей мере один первый олигомерный участок, способный модулировать последователь-

ность-мишень вируса гепатита В (HBV), предпочтительно НВх или HBsAg HBV, для лечения упомяну-

того вирусного заболевания; и 

b) компонент-носитель; 

где упомянутый первый олигомерный участок составляет 12-16 нуклеотидов в длину; 

где упомянутый первый олигомерный участок представляет собой гэпмер,предпочтительно, где 

упомянутый первый олигомерный участок содержит 2'-дезоксирибонуклеотидный гэп, фланкированный 

с каждой стороны крылом, предпочтительно, где каждое крыло независимо содержит одно или более 

звено LNA; 

где упомянутый компонент-носитель представляет собой карбогидратную конъюгирующую груп-

пу, предпочтительно упомянутый компонент-носитель выбран из группы, состоящей из галактозы, га-

лактозамина, N-формил-галактозамина, N-ацетилгалактозамина (GalNAc), N-пропионил-галактозамина, 

N-н-бутаноил-галактозамина, N-изобутаноилгалактозамина или кластера любого одного или более из 

них; предпочтительно упомянутый компонент-носитель содержит GalNAc или кластер GalNAc; предпоч-

тительно упомянутый компонент-носитель представляет собой GalNAc2; 

где упомянутая последовательность-мишень содержит по меньшей мере часть гена или мРНК, ко-

дирующую НВх или HBsAg или его вариант естественного происхождения; 

где упомянутый первый олигомерный участок основан на коровом мотиве, выбранном из группы, 

состоящей из любой одной или более из: 

 

 
где олигомерный компонент олигомерного конъюгата содержит любой один из мотивов: 3-10-3,  

3-10-2, 3-9-3, 3-9-2, 3-8-3, 3-8-2, где первое число представляет собой число звеньев LNA в участке кры-

ла, второе число представляет собой число нуклеотидов в гэп участке и третье число представляет собой 

число звеньев LNA в участке крыла. 

В одном аспекте настоящее изобретение предлагает композицию, приемлемую для лечения вирус-

ного заболевания, где упомянутая композиция содержит олигомерный конъюгат и по меньшей мере один 

дополнительный отличающийся олигонуклеотид; где упомянутый олигомерный конъюгат содержит: 

a) по меньшей мере один первый олигомерный участок, способный модулировать последователь-

ность-мишень вируса гепатита В (HBV), предпочтительно НВх или HBsAg HBV, для лечения упомяну-

того вирусного заболевания; и 

b) компонент-носитель; 

где упомянутый первый олигомерный участок составляет 12-16 нуклеотидов в длину; 

где упомянутый первый олигомерный участок представляет собой гэпмер, предпочтительно, где 

упомянутый первый олигомерный участок содержит 2'-дезоксирибонуклеотидный гэп, фланкированный 
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с каждой стороны крылом, предпочтительно, где каждое крыло независимо содержит одно или более 

звено LNA; 

где упомянутый компонент-носитель представляет собой карбогидратную конъюгирующую груп-

пу, предпочтительно упомянутый компонент-носитель выбран из группы, состоящей из галактозы, га-

лактозамина, N-формил-галактозамина, N-ацетилгалактозамина (GalNAc), N-пропионил-галактозамина, 

N-н-бутаноил-галактозамина, N-изобутаноилгалактозамина или кластера любого одного или более из 

них; предпочтительно упомянутый компонент-носитель содержит GalNAc или кластер GalNAc; предпоч-

тительно упомянутый компонент-носитель представляет собой GalNAc2; 

где упомянутая последовательность-мишень содержит по меньшей мере часть гена или мРНК, ко-

дирующую НВх или HBsAg или его вариант естественного происхождения; 

где упомянутый первый олигомерный участок основан на коровом мотиве, выбранном из группы, 

состоящей из любой одной или более из: 

 
где олигомерный компонент олигомерного конъюгата содержит любой один из мотивов: 3-10-3,  

3-10-2, 3-9-3, 3-9-2, 3-8-3, 3-8-2, где первое число представляет собой число звеньев LNA в участке кры-

ла, второе число представляет собой число нуклеотидов в гэп участке, и третье число представляет собой 

число звеньев LNA в участке крыла. 

В одном аспекте настоящее изобретение предлагает олигомер для лечения вирусного заболевания, 

где упомянутый олигомер содержит по меньшей мере один первый олигомерный участок, способный 

модулировать последовательность-мишень вируса гепатита В (HBV), предпочтительно НВх или HBsAg 

HBV, для лечения упомянутого вирусного заболевания; и 

где упомянутый первый олигомерный участок составляет 12-16 нуклеотидов в длину; 

где упомянутый олигомерный участок представляет собой гэпмер, предпочтительно, где упомяну-

тый первый олигомерный участок содержит 2'-дезоксирибонуклеотидный гэп, фланкированный с каждой 

стороны крылом, предпочтительно, где каждое крыло независимо содержит одно или более звеньев 

LNA; 

где упомянутый первый олигомерный участок основан на коровом мотиве, выбранном из группы, 

состоящей из любой одной или более из: 
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где олигомер содержит любой один из мотивов: 3-10-3, 3-10-2, 3-9-3, 3-9-2, 3-8-3, 3-8-2, где первое 

число представляет собой число звеньев LNA в участке крыла, второе число представляет собой число 

нуклеотидов в гэп участке и третье число представляет собой число звеньев LNA в участке крыла. 

В одном аспекте настоящее изобретение предлагает олигомер, приемлемый для лечения вирусного 

заболевания, где упомянутый олигомер содержит по меньшей мере один первый олигомерный участок, 

способный модулировать последовательность-мишень вируса гепатита В (HBV), предпочтительно НВх 

или HBsAg HBV, для лечения упомянутого вирусного заболевания, и где упомянутый первый олигомер-

ный участок составляет 12-16 нуклеотидов в длину; где упомянутый первый олигомерный участок пред-

ставляет собой гэпмер, предпочтительно, где упомянутый первый олигомерный участок содержит 2'-

дезоксирибонуклеотидный гэп, фланкированный с каждой стороны крылом, предпочтительно, где каж-

дое крыло независимо содержит одно или более звено LNA; 

где упомянутый первый олигомерный участок основан на коровом мотиве, выбранном из группы, 

состоящей из любой одной или более из: 

 

 
где олигомер содержит любой один из мотивов: 3-10-3, 3-10-2, 3-9-3, 3-9-2, 3-8-3, 3-8-2, где первое 

число представляет собой число звеньев LNA в участке крыла, второе число представляет собой число 

нуклеотидов в гэп участке и третье число представляет собой число звеньев LNA в участке крыла. 
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Примеры 

Материалы и методы. 

Детекция HBsAg и HBeAg. 

Сывороточный уровень HBsAg и НВеАд определяли в сыворотке инфицированных AAV-HBV мы-

шей при помощи HBsAg хемолюминесцентного иммуноанализа (CLIA) и НВеАд кита CLIA (Autobio 

diagnostics Co. Ltd., Zhengzhou, China, Cat. no. CL0310-2 и CL0312-2 соответственно) согласно протоколу 

производителя. Вкратце, 50 мкл сыворотки переносили в соответствующий микропланшет, покрытый 

антителами, и добавляли 50 мкл реагента конъюгата фермента. Планшет инкубировали в течение 60 мин 

на шейкере при комнатной температуре перед тем, как все лунки промывали 6 раз буфером для промыв-

ки при помощи автоматического вошера. К каждой лунке добавляли 25 мкл субстрата А и затем 25 мкл 

субстрата В. Планшет инкубировали в течение 10 мин при КТ (комнатной температуре) перед измерени-

ем люминесценции при помощи ридера люминесценции Envision. HBsAg дана в виде единицы МЕ/мл; 

где 1 нг HBsAg =1,14 ME. HBeAg дана в виде единицы ТЕ/мл сыворотки. 

Экстракция ДНК HBV и количественная ПЦР (qPCR). 

Первично сыворотку мыши разбавляли с фактором разведения 10 (1:10) фосфатно-буферным соле-

вым раствором (PBS). ДНК экстрагировали при помощи робота MagNA Pure 96 (Roche). 50 мкл разбав-

ленной сыворотки смешивали в рабочем картридже с 200 мкл внешнего лизисного буфера MagNA Pure 

96 (Roche, Cat. no. 06374913001) и инкубировали в течение 10 мин. Затем ДНК экстрагировали при по-

мощи "MagNA Pure 96 DNAand Viral Nucleic Acid Small Volume Kit" (Roche, Cat. no. 06543588001) и про-

токола "Viral NA Plasma SV external lysis 2.0". Элюирующий объем ДНК составил 50 мкл. 

Количественную оценку экстрагированной ДНК HBV выполняли при помощи Taqman qPCR  

machine (VNA7, life technologies). Каждый образец ДНК тестировали в дупликате в ходе ПЦР. 5 мкл об-

разца ДНК добавляли к 15 мкл ПЦР-смеси, содержащей 10 мкл TaqMan Gene Expression Master Mix  

(Applied Biosystems, Cat. no. 4369016), 0,5 мкл PrimeTime XL qPCR Primer/Probe (IDT) и 4,5 мкл дистил-

лированной воды в 384 луночном планшете и ПУР проводили при следующих условиях: UDG-инкубация 

(2 мин, 50°С), активация фермента (10 мин, 95°С) и ПЦР (40 циклов: 15 с, 95° для денатурации и 1 мин, 

60°С для отжига и удлинения). Число копий ДНК вычисляли исходя из значений Ct на основании стан-

дартной кривой для плазмидной ДНК HBV при помощи программного обеспечения VNA7. Последова-

тельности TaqMan праймеров и проб (IDT): Прямой праймер на кор (F3_core): CTG TGC CTT GGG TGG 

СТТ Т Обратный праймер (R3_core): AAG GAAAGAAGT CAG AAG GCAAAA Taqman проба (P3_core): 

56-FAM/AGC ТСС ААА /ZEN/TTC TTT ATA AGG GTC GAT GTC CAT G/3IABkFQ 

In vitro анализ тканеспецифичного расщепления линкера FAM-меченные олигомеры с физиологи-

чески лабильным линкером, подлежащие тестированию (например, ДНК фосфодисложноэфирный лин-

кер (РО линкер)) подвергали расщеплению in vitro при помощи гомогенатов соответствующих тканей 

(например, печень или почки) и сыворотки. 

Образцы тканей и сыворотки собирали от приемлемых животных (например, мышь, обезьяна, сви-

нья или крыса) и гомогенизировали в буфере для гомогенизации (0,5% Igepal CA-630, 25 мМ Трис рН 

8,0, 100 мМ NaCl, pH 8,0 (подведенного 1н. NaOH). Тканевые гомогенаты и сыворотку обогащали оли-

гомером до концентрации 200 мкг/г ткани. Образцы инкубировали в течение 24 ч при 37°С, и затем об-

разцы экстрагировали при помощи фенол-хлороформа. Растворы подвергали анионообменной ВЭЖХ на 

Dionex Ultimate 3000 при помощи Dionex DNApac р-100 колонки и градиента, варьирующего от 10 мМ 

до 1 М перхлората натрия при рН 7,5. Содержание расщепленного и не расщепленного олигомера опре-

деляли относительно стандарта при помощи как флуоресцентного детектора при 615 нм, так и  

УФ-детектора при 260 нм. 

Анализ расщепления нуклеазой S1. 

FAM-меченные олигомеры с линкерами, чувствительными к нуклеазе S1, (например, ДНК фосфо-

дисложноэфирным линкером (РО линкер)) подвергали расщеплению in vitro в экстракте нуклеазы S1 или 

сыворотке. 

100 мкМ олигомер подвергали расщеплению in vitro нуклеазой S1 в нуклеазном буфере  

(60 ед/100 мкл) в течение 20 и 120 мин. Ферментативную активность останавливали посредством добав-

ления ЭДТА к буферному раствору. Растворы подвергали анионообменной ВЭЖХ на Dionex Ultimate 

3000 при помощи Dionex DNApac р-100 колонки и градиента, варьирующего от 10 мМ до 1 М перхлора-

та натрия при рН 7,5. Содержание расщепленного и не расщепленного олигомера определяли относи-

тельно стандарта при помощи как флуоресцентного детектора при 615 нм, так и УФ-детектора при  

260 нм. 

Пример 1. 

Конструкция конъюгатов. 

Олигонуклеотиды синтезировали на уридиновых универсальных подложках или подложке  

UnyLinker от Kinovate при помощи фосфорамидитного метода на синтезаторе ДНК/РНК MerMade12 или 

OligoMaker при масштабе 4 мкмоль. В конце синтеза олигонуклеотиды отщепляли от твердой подложки 

при помощи водного аммиака в течение 1-2 ч при комнатной температуре и в дальнейшем депротектиро-
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вали в течение 16 ч при 65°С. Олигонуклеотиды очищали при помощи обратно-фазовой ВЭЖХ  

(RP-HPLC) и характеризовали посредством ВЭЖХ, и молекулярные массы в дальнейшем подтверждали 

посредством ESI-MS (масс-спектрометрия с ионизацией электрораспылением). Подробнее см. ниже. 

Удлинение олигонуклеотида. 

Соединение β-цианоэтил-фосфорамидитов (DNA-A(Bz), DNA-G(ibu), DNA-C(Bz), DNA-T, LNA-5-

метил-C(Bz), LNA-A(Bz), LNA-G(dmf), LNA-T или амино-С6 линкер) проводили при помощи раствора 

0,1 М 5'-О-DMT-защищенного фосфорамидита в ацетонитриле и DCI (4,5-дицианоимидазоле) в ацето-

нитриле (0,25 М) в качестве активатора. Тиолирование для введения фосфотиоатных связей выполняли 

при помощи гидрида ксантана (0,01 М в ацетонитрил/пиридин 9:1). Фосфодисложноэфирные связи вво-

дили при помощи 0,02 М йодина в ТГФ/пиридин/вода 7:2:1. Остальные реагенты представляли собой 

таковые, обычно применяемые для синтеза олигонуклеотидов. Для конъюгирования после твердофазно-

го синтеза применяли коммерчески доступный С6 аминолинкер фосфорамидит в последнем цикле твер-

дофазного синтеза и после депротектирования и отщепления от твердой подложки, изолировали аминос-

вязанный депротектированный олигонуклеотид. Конъюгат вводили через активацию карбоновой кисло-

ты и последующую реакцию с амином на 5'-конце олигонуклеотида при помощи способов стандартного 

синтеза. 

Очистка посредством ОФ-ВЭЖХ. 

Неочищенное соединение очищали при помощи препаративной ОФ-ВЭЖХ на Phenomenex Jupiter 

C18 10 мкм 150×10 мм колонке. 0,1 М ацетат аммония рН 8 и ацетонитрил применяли в качестве буфе-

ров при скорости тока 5 мл/мин. Собранные фракции лиофилизировали для получения очищенного со-

единения, обычно в виде белого твердого вещества. 

Сокращения: 

DCI: 4,5-дицианоимидазол, 

ДХМ: дихлорметан, 

ДМФ: диметилформамид, 

DMT: 4,4'-диметокситритил, 

ТГФ: тетрагидрофуран, 

Bz: бензоил, 

Ibu: изобутирил, 

ОФ-ВЭЖХ: обращенно-фазовая высокоэффективная жидкостная хроматография. 

Пример 2. 

Анализ эффективности in vitro. 

Введение. 

HbsAg анализ, выполненный в следующих исследованиях, является стандартным методом. Он из-

меряет количество образующегося вируса. Таким образом, он измеряет снижение вируса за счет олиго-

меров или олигомерных конъюгатов, нацеленных на НВх или HBsAg. Кроме того, олигомеры или оли-

гомерные конъюгаты, которые нацелены на транскрипт НВх также будут нацелены на транскрипт HbsAg 

(см. также столбец 3 и 4 в таблице результатов). 

Клеточные линии. 

HepG2.2.15 клетки культивировали в DMEM+Glutamax-I среде (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), до-

полненной 10% фетальной бычьей сывороткой (Invitrogen) и G418 (Invitrogen) в конечной концентрации 

200 мг/л и поддерживали при 5% СО2 при 37°С. 

HBsAg анализ. 

HepG2.2.15 клетки (клеточная линия, постоянно экспрессирующая HBV) засевали в дупликатах в 

белые 96-луночные планшеты при 1,5×10
4
 клеток/лунку. Клетки обрабатывали отдельными концентра-

циями олигомеров или сериями трехкратных серийных разведений соединений в ДМСО. Конечная кон-

центрация ДМСО в каждой лунке составляла 1%, и ДМСО применяли в качестве контроля. 

Кит для HBsAg хемилюминесцентного анализа (CLIA) (Autobio Diagnostics Co., Zhengzhou, China) 

применяли для полуколичественного измерения уровней секретируемых HBV-антигенов. Для детекции 

применяли 50 мкл/лунку супернатанта культуры, и процедуру проводили согласно инструкции произво-

дителя. Цитотоксичность измеряли при помощи CellTiter-Glo (Promega, Madison, Wl, USA, Cat# G7571). 

При помощи E-WorkBook Suite (ID Business Solutions Ltd., Guildford, UK) получали кривые дозовой зави-

симости и экстраполировали значения IC50 и СС50. 

IC50 и СС50 определяют как концентрацию соединения (или log разведения кондиционированной 

среды), при котором секреция и цитотоксичность (IC50) и (СС50), HBsAg соответственно снижены на 

50% по сравнению с контролем. Данные могут быть представлены в виде значения ЕС50 для олигомера, 

в случае тестирования в диапазоне концентраций, или в качестве абсолютного уровня HBsAg в суперна-

танте в виде процента уровней HBsAg в контрольных образцах без лекарственного средства, в случае 

тестирования с единственной концентрацией. 

Результаты обработки отдельными концентрациями. 

Всего 290 олигомеров без конъюгата скринировали в анализе эффективности in vitro при помощи 
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единственной дозы 25 мкМ олигомера. Секрецию HBV антигена (HBsAg) измеряли после 13 дней.  

Табл. 5 ниже показывает результаты скрининга. Олигомеры SEQ ID NO: 294 - SEQ ID NO: 318, все, сни-

жали активность HBsAg до менее 40% от контроля. Олигомер SEQ ID NO: 584 соответствует олигомеру, 

раскрытому как SEQ ID NO: 16 в US 8598334. 

Дополнительные 213 олигомеров скринировали в анализе эффективности in vitro при помощи един-

ственной дозы 25 мкМ олигомера. Результаты приведены на фиг. 5а. 

Таблица 5. Активность HBsAg при 25 мкМ олигомера как % контроля. 
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Таблица 5а. Активность HBsAg 25 мкМ олигомера в виде % контроля. 
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Результаты обработки множеством концентраций. 

Набор олигонуклеотидов из таблицы 5 тестировали при помощи трехкратных серийных разведений 

(25,000, 8,3333, 2,7778, 0,9259, 0,0343, 0,0114, 0,0038, 0,0013 мкМ олигомера) в анализе эффективности in 

vitro для оценки значений IC50 и СС50 для олигомеров. Секрецию антигена HBV (HBsAg) измеряли спус-

тя 13 дней. В табл. 6 ниже представлены результаты анализа. Олигомер SEQ ID NO: 585 соответствует 

олигомеру, раскрытому как SEQ ID NO: 16 в US 8598334. 
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Таблица 6 
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Пример 3. 

In vivo мышиная модель AAV/HBV. 

Анти-HBV LNA могут быть оценены в мышиной модели AAV/HBV. В данной модели мышь, ин-

фицированная рекомбинантным аденоассоциированным вирусом (AAV), несущим геном HBV 

(AAV/HBV), поддерживает стабильную виремию и антигенемию в течение более чем 30 недель (Dan 

Yang, et al. 2014 Cellular & Molecular Immunology, 11, 71-78). 

Самцов мышей C57BL/6 (4-6 недельных), свободных от специфичного патогена, закупали у SLAC 

(Shanghai Laboratory Animal Center of Chinese Academy of Sciences) и держали в условиях уходя за жи-

вотными в отдельных вентилируемых клетках. Следовали рекомендациям по содержанию и использова-

нию животных, указанным WuXi IACUC (Комитет по содержанию и использованию лабораторных жи-

вотных, WUXI IACUC протокол номер Р20131126-мышь). Мышам позволяли адаптироваться к новым 

условиям среды в течение 3 дней и затем разделяли на группы согласно дизайну эксперимента. 

Рекомбинантный AAV-HBV разводили в PBS, 200 мкл на инъекцию. Данный рекомбинантный ви-

рус содержит 1, 3 копии генома HBV (генотип D, серотип ayw). 

На день 0 всем мышам инъецировали в хвостовую вену 200 мкл AAV-HBV. На день 6, 13 и 20 по-

сле инъекции AAV у всех мышей субмандибулярно брали кровь (0,1 мл крови/мышь) для сбора сыворот-

ки. На день 22 после инфекции мыши со стабильной виремией получали носитель или анти-HBV LNA 

внутривенно в дозе 5 мг/кг. Олигомеры LNA могут быть неконъюгированными или GalNAc конъюгиро-

ванными. 

Мыши получали дозу дважды в неделю в течение двух недель. На день 3, 7, 10 и 14 после первого 

дозирования LNA у всех мышей субмандибулярно брали кровь (0,1 мл крови/мышь) для сбора сыворот-

ки и мониторирования HBV поверхностного антигена (HBsAg), HBV e антигена (HBeAg) и геномной 

ДНК HBV в сыворотке. 

Пример 4. 

In vivo исследование при инъекциях дважды в неделю одной и той же дозой. 

Мышиную модель AAV/HBV, как показано в примере 3, применяли в данном исследовании. Тести-

ровали десять GalNAc конъюгированных анти-HBV LNA олигомеров с солевым раствором в качестве 

контроля в мышах C57BL/6 со стабильной виремией. Некоторые из олигомеров сравнивали со стандар-

том лечения нуклеозидным аналогом, Энтекавиром (ETV), вводимым как предписано ежедневно в дозе 

0,03 мг/кг орально. 

Мышам инъецировали дозу дважды в неделю подкожно в течение двух недель на день 0, 3, 7 и 10 

или день 0, 3, 6 и 9 в дозе 2 мг/кг. HBV поверхностный антиген (HBsAg), HBVe антиген (HBeAg) и ге-

номную ДНК HBV в сыворотке измеряли в указанные дни при помощи способов, описанных в разделе 

"Материалы и методы". Мышей наблюдали в течение 23-24 дней. 

Результаты приведены в табл. 7А-С. 

Таблица 7А-С. Сывороточный уровень HBsAg (log10 (МЕ/мл)) при дозе 2 мг/кг дважды в неделю. 

Данные трех независимых экспериментов. 

 
С.о. - стандартное отклонение. 
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Исходя из этих данных может быть сделан вывод, что in vivo все GalNAc конъюгированные анти-

HBV антисмысловые олигомеры способны снижать уровни HBV s антигена (HBsAg) до уровня, меньше-

го, чем солевой раствор и стандарт лечения. В частности, SEQ ID NO: 807, SEQ ID NO: 808,  

SEQ ID NO: 814, SEQ ID NO: 815, SEQ ID NO: 825, SEQ ID NO: 826 демонстрировали значительное сни-

жение сывороточных уровней HBsAg. 

Таблица 8А-С. Сывороточный уровень HBeAg (log10 (ТЕ/мл)) при дозе 2 мг/кг дважды в неделю. 
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Исходя из этих данных, можно сделать вывод о том, что in vivo все GalNAc конъюгированные анти-

HBV антисмысловые олигомеры способны снижать сывороточные уровни HBeAg до уровня меньшего, 

чем солевой раствор или стандарт лечения. В частности, SEQ ID NO: 807, SEQ ID NO: 808, SEQ ID NO: 

814, SEQ ID NO: 815, SEQ ID NO: 825, SEQ ID NO: 826 продемонстрировали значительное снижение 

сывороточных уровней HBeAg. 

Таблица 9А-С. Сывороточный уровень ДНК HBV (log10 число копий) при дозе 2 мг/кг дважды в не-

делю. 

 
LLOQ = нижний предел количественного вычисления. 



034924 

- 151 - 

 
LLOQ - нижний предел количественного вычисления. 

 
LLOQ - нижний предел количественного вычисления. 

Исходя из этих данных, можно сделать вывод о том, что все GalNAc конъюгированные анти-HBV 

антисмысловые олигомеры способны снижать сывороточные уровни геномной ДНК HBV до уровня 

меньшего, чем солевой раствор или эквивалентного ETV (клинический стандарт лечения). В частности, 

SEQ ID NO: 807, SEQ ID NO: 808, SEQ ID NO: 814, SEQ ID NO: 815, SEQ ID NO: 825, SEQ ID NO: 826 

продемонстрировали значительное снижение сывороточных уровней геномной ДНК HBV. 

Общий вывод из этих данных заключается в том, что in vivo GalNAc-конъюгированные  

HBV-нацеленные LNA могут нацеливаться и снижать экспрессию HBsAg и HBeAg лучше, чем ETV 

(клинический стандарт лечения) и сывороточную ДНК HBV с эквивалентной или лучшей эффективно-

стью по сравнению с ETV. Учитывая более широкое влияние на вирусную транскрипционную програм-

му, чем нуклеозидного аналога ETV, эти данные подтверждают, что применение GalNAc конъюгирован-

ных HBV-нацеленных LNA в клинике, вероятно, приводит к намного более лучшему результату, вклю-

чая существенное повышение уровня излечения для пациентов хронически инфицированных HBV. В 

частности, снижение иммунного супрессора HBsAg будет приводить к восстановлению HBV-

направленного хозяйского иммунного ответа. 

Пример 5. 

In vivo исследование инъекцией дважды в неделю при нескольких дозах. 

AAV/HBV мышиную модель, как описано в примере 3, применяли в данном исследовании. Семь 

GalNAc конъюгированных анти-HBV LNA олигомеров тестировали в различных дозах с солевым рас-

твором в качестве контроля на мышах C57BL/6 со стабильной виремией. 

Мышам вводили дозу подкожно дважды в неделю в течение двух недель на день 0, 3, 7 и 10 или 

день 0, 3, 6 и 9 при дозах в мг/кг на инъекцию, указанных в таблицах ниже. HBV поверхностный антиген 

(HBsAg), HBV e антиген (HBeAg) и геномную ДНК HBV в сыворотке измеряли в указанные дни при по-

мощи способов, описанных в разделе "Материалы и методы". Мышей наблюдали в течение 23-24 дней. 

Результаты приведены в таблицах ниже. 
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Таблица 10A-G. Сывороточный уровень HBsAg (log10 (МЕ/мл)) при дозировании в разных концен-

трациях, указанных ниже, дважды в неделю. 
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Вышеуказанные данные также представлены на фиг. 11. 

Таблица 11A-G. Сывороточный уровень HBeAg (log10 (ТЕ/мл)) при дозировании дважды в неделю в 

различных указанных концентрациях. 
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Вышеуказанные данные также представлена на фиг. 12. 
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Таблица 12A-G. Сывороточный уровень lоg10 (ДНК HBV (число копий) при дозировании в указан-

ных концентрациях дважды в неделю. 

 

 
LLOQ - нижний предел количественного вычисления. 

 
LLOQ - нижний предел количественного вычисления. 
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Вышеуказанные данные также представлены на фиг. 13. 

Исходя из этих данных, можно сделать вывод о том, что все GalNAc конъюгированные анти-HBV 

антисмысловые олигомеры способны снижать сывороточные уровни HBsAG, HBeAG и геномной ДНК 

HBV до уровня меньшего, чем таковой для солевого раствора. В частности, SEQ ID NO: 807, 814, 815 и 

825 показывают очень эффективное снижение HBsAG даже при промежуточных дозах. При наивысшей 

дозе снижение антигена поддерживается по меньшей мере 11 дней после окончания лечения для  

SEQ ID NO: 807 и 815. SEQ ID NO: 814, 815 и 825 демонстрируют наиболее эффективное снижение ви-

русной сывороточной ДНК, демонстрируя в частности сильное влияние на вирусные полимеразо-

экспрессирующие транскрипты. 

Пример 6. 

Сравнение антивирусной эффективности различных путей введения. 

В данном исследовании применяли AAV/HBV мышиную модель, как описано в примере 3. GalNAc 

конъюгированный анти-HBV LNA олигомер тестировали в различных дозах, применяя или подкожный 

(ПК) или внутривенный (ВВ) путь введения с солевым раствором в качестве контроля на мышах 

C57BL/6 со стабильной виремией. 

Мышам вводили дозу подкожно или внутривенно дважды в неделю в течение двух недель на день 

0, 3, 6 и 9 в дозе в мг/кг на инъекцию, указанную в таблицах ниже. Поверхностный антиген HBV 

(HBsAg), HBV e антиген (HBeAg) и геномную ДНК HBV в сыворотке измеряли в указанные дни при по-

мощи спсообов, описанных в разделе "Материалы и методы". Мышей наблюдали в течение 23 дней по-

сле первого дозирования. 

Результаты приведены в таблицах ниже. 
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Таблица 13А. Сывороточный уровень HBsAg (log10 (МЕ/мл)) при подкожном введении дозы в ука-

занных концентрациях дважды в неделю. 

 
Таблица 13В. Сывороточный уровень HBsAg (log10 (МЕ/мл)) при введении дозы в указанной кон-

центрации внутривенно дважды в неделю. 

 
Таблица 14А. Сывороточный уровень HBeAg (log10 (МЕ/мл)) при подкожном введении дозы в ука-

занной концентрации дважды в неделю. 

 
LLOQ - нижний предел количественного вычисления. 
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Таблица 14В. Сывороточный уровень HBeAg (log10 (МЕ/мл)) при внутривенном введении дозы в 

указанной концентрации дважды в неделю. 

 
Таблица 15А. Сывороточный уровень ДНК HBV (log10 (число копий)) при подкожном введении доз 

в указанных концентрациях дважды в неделю. 

 
LLOQ - нижний предел количественного вычисления. 
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Таблица 15В. Сывороточный уровень ДНК HBV (log10 (число копий)) при внутривенном введении 

доз в указанных концентрациях дважды в неделю. 

 
LLOQ - нижний предел количественного вычисления. 

Данные также представлены на фиг. 14. 

Исходя из этих данных, можно сделать вывод, что введение GalNAc конъюгированных анти-HBV 

антисмысловых олигомеров более эффективно снижает сывороточные уровни HBsAG, HBeAG и геном-

ной ДНК HBV до уровня, меньшего, чем таковой для солевого раствора, в случае подкожного введения 

дозы, по сравнению с внутривенным введением. 

Пример 7. 

Сравнение конъюгированных и неконъюгированных олигонуклеотидов. 

В данном исследовании применяли мышиную модель AAV/HBV, как описано в примере 3. Не-

конъюгированные и (SEQ ID NO: 308 и 303) и GalNAc конъюгированные (SEQ ID NO: 807 и 815) анти-

HBV LNA олигомеры тестировали при эквимолярных дозах олигомера с солевым раствором в качестве 

контроля на мышах C57BL/6 со стабильной виремией. 

Мышам подкожно вводили дозу дважды в неделю в течение двух недель на день 0, 3, 6 и 9 в дозе в 

мг/кг на инъекцию, указанной в таблицах ниже. HBV поверхностный антиген (HBsAg), HBV e антиген 

(HBeAg) и геномную ДНК HBV в сыворотке измеряли в указанные дни при помощи способов описанных 

в разделе "Материалы и методы". Мышей наблюдали в течение 23 дней. 

Результаты приведены в таблицах ниже. 

Таблица 16А, В. Сывороточный уровень HBsAg (log10 (МЕ/мл)) при введении эквимолярных кон-

центрация дважды в неделю. 
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Таблица 17А, В. Сывороточный уровень HBeAg (log10 (МЕ/мл)) при введении доз в эквимолярных 

концентрациях дважды в неделю. 
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Таблица 18А, В. Сывороточный уровень ДНК HBV (log10 (число копий)) при введении доз в экви-

молярных концентрациях дважды в неделю. 

 
LLOQ - нижний предел количественного вычисления. 

 
LLOQ - нижний предел количественного вычисления. 

Данные также представлены на фиг. 15. 

Исходя из этих данных, можно сделать вывод, что введение GalNAc конъюгированных анти-HBV 

антисмысловых олигомеров более эффективно снижает сывороточные уровни HBsAG и HBeAG до 

уровня меньшего, чем таковой для солевого раствора, в случае подкожного введения дозы по сравнению 

с внутривенным введением. ДНК HBV в сыворотке снижается с эквивалентной эффективностью двумя 

способами доставки, хотя ограничение исследования препятствует выявлению различий при высоких 

дозах. 

Все ссылки, включая публикации, заявки на патент и патенты, процитированные в данном доку-

менте, включены в данный документ посредством ссылки во всей их полноте и в той же степени, как 

если бы каждая ссылка была бы отдельно и специально указана для включения посредством ссылки и 

изложена во всей их полноте в данном документе (с максимальной степенью, разрешенной правом). Все 

заголовки и подзаголовки применены в данном документе только для удобства и не должны трактовать-

ся как ограничивающие объем изобретения каким-либо образом. Применение любых и всех примеров 

или референсных выражений (например, "такой как"), предложенных в данном документе, предназначе-

но исключительно для иллюстрации изобретения и не ограничивают объем изобретения, если не указано 

иное. Отсутствие формулировки в описании должно трактоваться в качестве указания на то, что любой 

незаявленный элемент, по существу, не является необходимым для практического воплощения изобрете-

ния. Цитирование и включение патентных документов в данный документ приведено только для справки 

и не отражает оценки действительности, патентоспособности и/или правового обеспечения таких па-

тентных документов. Данное изобретение включает все модификации и эквиваленты объекта, опреде-

ленного в прилагаемой формуле изобретения, как допущено применяемыми правовыми нормами. 
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ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Олигомерный конъюгат для модуляции последовательности-мишени вируса гепатита В (HBV), 

содержащий: 

a) по меньшей мере один олигомер составляющий в длину от 10 до 20 нуклеотидов и на 100% ком-

плементарный последовательности от позиции 1530 до позиции 1598 в SEQ ID NO: 3; и 

b) компонент-носитель, представляющий собой кластер GalNAc, содержащий от двух до четырех 

терминальных GalNAc групп. 

2. Олигомерный конъюгат по п.1, где олигомер на 100% комплементарен последовательности от 

позиции 1530 до позиции 1544 или от позиции 1551 до позиции 1566 в SEQ ID NO: 3. 

3. Олигомерный конъюгат по п.1 или 2, где указанный олигомер содержит 2'-дезоксирибо-

нуклеотидный гэп, фланкированный с каждой стороны крылом, где каждое крыло независимо содержит 

одно или более звеньев - закрытую нуклеиновую кислоту (LNA, от англ. locked nucleic acid). 

4. Олигомерный конъюгат по любому из пп.1-3, где указанный кластер GalNAc содержит ПЭГ (по-

лиэтиленгликоль) спейсер, связывающий каждую GalNAc группу с группой точки разветвления. 

5. Олигомерный конъюгат по п.4, где кластер GalNAc представляет собой трехвалентный GalNAc, 

выбранный из группы, состоящей из Conj 1, 2, 1а или 2а. 

6. Олигомерный конъюгат по любому из пп.1-5, где указанный компонент-носитель представляет 

собой GalNAc2, имеющий следующую структуру: 

 
7. Олигомерный конъюгат по любому из пп.1-6, где указанный компонент-носитель связан с олиго-

мером посредством РО-линкера, содержащего 2, 3, 4 или 5 фосфодисложноэфирно-связанных ДНК или 

РНК нуклеозидов. 

8. Олигомерный конъюгат по п.7, где РО-линкер состоит из динуклеотидной последовательности 

СА. 

9. Олигомерный конъюгат по любому из пп.1-8, где указанный олигомер содержит последователь-

ность, выбранную из группы, состоящей из: 

GCGTAAAGAGAGG (SEQ ID NO: 13); 

GCGTAAAGAGAGGT (SEQ ID NO: 11); 

CGCGTAAAGAGAGGT (SEQ ID NO: 12); 

AGAAGGCACAGACGG (SEQ ID NO: 14); 

GAGAAGGCACAGACGG (SEQ ID NO: 15); 

AGCGAAGTGCACACGG (SEQ ID NO: 18); 

GAAGTGCACACGG (SEQ ID NO: 16); 

GCGAAGTGCACACGG (SEQ ID NO: 17); 

AGCGAAGTGCACACG (SEQ ID NO: 20); 

CGAAGTGCACACG (SEQ ID NO: 19); 

AGGTGAAGCGAAGTG (SEQ ID NO: 26) и 

AGGTGAAGCGAAGT (SEQ ID NO: 27). 

10. Олигомерный конъюгат по любому из пп.1-9, где указанный олигомер содержит последователь-

ность, выбранную из группы, состоящей из: 

GCGTAAAGAGAGG (SEQ ID NO: 13); 

GCGTAAAGAGAGGT (SEQ ID NO: 11); 

CGCGTAAAGAGAGGT (SEQ ID NO: 12); 

AGAAGGCACAGACGG (SEQ ID NO: 14) и 

GAGAAGGCACAGACGG (SEQ ID NO: 15). 

11. Олигомерный конъюгат по любому из пп.1-10, где указанный олигомер состоит из последова-

тельности, выбранной из группы, состоящей из: 
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GCGtaaagagaGG (SEQ ID NO: 303); 

GCGtaaagagaGGT (SEQ ID NO: 301); 

GCGtaaagagAGG (SEQ ID NO: 618); 

CGCgtaaagagaGGT (SEQ ID NO: 302); 

AGAaggcacagaCGG (SEQ ID NO: 304); 

GAGaaggcacagaCGG (SEQ ID NO: 305); 

GAAgtgcacacGG (SEQ ID NO: 306); 

GCGaagtgcacaCGG (SEQ ID NO: 307); 

GAAgtgcacaCGG (SEQ ID NO: 628); 

AGCgaagtgcacaCGG (SEQ ID NO: 308); 

CGAagtgcacaCG (SEQ ID NO: 309); 

AGCgaagtgcacACG (SEQ ID NO: 310); 

AGGtgaagcgaagTGC (SEQ ID NO: 315); 

AGGtgaagcgaaGTG (SEQ ID NO: 316); 

AGGtgaagcgaAGT (SEQ ID NO: 317) и 

AGgtgaagcgaAGTG (SEQ ID NO: 668), 

где прописные буквы обозначают звенья LNA, а строчные буквы обозначают звенья ДНК. 

12. Олигомерный конъюгат по любому из пп.1-11, где указанный олигомер состоит из последова-

тельности, выбранной из группы, состоящей из: 

GCGtaaagagaGG (SEQ ID NO: 303); 

GCGtaaagagaGGT (SEQ ID NO: 301); 

GCGtaaagagAGG (SEQ ID NO: 618); 

CGCgtaaagagaGGT (SEQ ID NO: 302); 

AGAaggcacagaCGG (SEQ ID NO: 304) и 

GAGaaggcacagaCGG (SEQ ID NO: 305), 

где прописные буквы обозначают звенья LNA, а строчные буквы обозначают звенья ДНК. 

13. Олигомерный конъюгат по любому из пп.1-12, выбранный из группы, состоящей из любой од-

ной или более из: 

5'-GN2-C6 caGs
m
CsGstsasasasgsasgsasGsG-3' (SEQ ID NO: 815); 

5'-GN2-C6 caGs
m
CsGstsasasasgsasgsasGsGsT-3' (SEQ ID NO: 814); 

5'-GN2-C6 caGs
m
CsGstsasasasgsasgsAsGsG-3' (SEQ ID NO: 825); 

5'-GN2-C6 caAsGs
m

CsgsasasgstsgscsascsAs
m

CsG-3' (SEQ ID NO: 808); 

5'-GN2-C6 caAsGsgstsgsasasgs
m

csgsasAsGsTsG-3' (SEQ ID NO: 826); 

5'-GN2-C6 caAsGs
m

Csgsasasgstsgscsascsas
m

CsGsG-3' (SEQ ID NO: 807); 

5'-GN2-C6 ca
m

CsGs
m

CsgstsasasasgsasgsasGsGsT-3' (SEQ ID NO: 803); 

5'-GN2-C6 caAsGsAsasgsgscsascsasgsas
m

CsGsG-3' (SEQ ID NO: 804); 

5'-GN2-C6 caGsAsGsasasgsgscsascsasgsas
m

CsGsG-3' (SEQ ID NO: 805); 

5'-GN2-C6 caGs
m
CsGsasasgstsgscsascsas

m
CsGsG-3' (SEQ ID NO: 806); 

5'-GN2-C6 caAsGsGstsgsasasgs
m
csgsasasgsTsGs

m
C-3' (SEQ ID NO: 809); 

5'-GN2-C6 caAsGsGstsgsasasgs
m
csgsasasGsTsG-3' (SEQ ID NO: 810); 

5'-GN2-C6 caGsAsAsgstsgscsascsas
m
csGsG-3' (SEQ ID NO: 816); 

5'-GN2-C6 ca
m

CsGsAsasgstsgscsascsas
m

CsG-3' (SEQ ID NO: 817); 

5'-GN2-C6 caAsGsGstsgsasasgs
m
csgsasAsGsT-3' (SEQ ID NO: 818); 

5'-GN2-C6 caGsAsAscscsascstsgsasas
m

CsAsAsA-3' (SEQ ID NO: 819); 

5'-GN2-C6 ca
m

CsGsAsAscscsascstsgsasascsAsAsA-3' (SEQ ID NO: 820); 

5'-GN2-C6 caGsAsAsgstsgscsascsas
m

CsGsG-3' (SEQ ID NO: 821) и 

5'-GN2-C6 caTsAsGstsasasascstsgsasgs
m
Cs

m
CsAs-3' (SEQ ID NO: 822), 

где прописные буквы обозначают звенья бета-D-окси-LNA; 

строчные буквы обозначают звенья ДНК; 

нижний индекс "s" обозначает фосфоротиоатную связь; 

верхний индекс "m" обозначает звено ДНК или бета-D-окси-LNA, содержащее 5-метилцитозиновое 

основание; 

GN2-C6 обозначает GalNAc2 компонент-носитель с С6 линкером. 

14. Олигомерный конъюгат по любому из пп.1-13, выбранный из группы, состоящей из любой од-

ной или более из: 

5'-GN2-C6 caGs
m
CsGstsasasasgsasgsasGsG-3' (SEQ ID NO: 815); 

5'-GN2-C6 caGs
m
CsGstsasasasgsasgsasGsGsT-3' (SEQ ID NO: 814); 

5'-GN2-C6 caGs
m
CsGstsasasasgsasgsAsGsG-3' (SEQ ID NO: 825); 

5'-GN2-C6 ca
m

CsGs
m

CsgstsasasasgsasgsasGsGsT-3' (SEQ ID NO: 803); 

5'-GN2-C6 caAsGsAsasgsgscsascsasgsas
m

CsGsG-3' (SEQ ID NO: 804) и 

5'-GN2-C6 caGsAsGsasasgsgscsascsasgsas
m

CsGsG-3' (SEQ ID NO: 805), 

где прописные буквы обозначают звенья бета-D-окси-LNA; строчные буквы обозначают звенья 
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ДНК; нижний индекс "s" обозначает фосфоротиоатную связь; верхний индекс "m" обозначает звено ДНК 

или бета-D-окси-LNA, содержащее 5-метилцитозиновое основание; GN2-C6 обозначает GalNAc2 компо-

нент-носитель с С6 линкером. 

15. Олигомерный конъюгат по любому из пп.1-14, имеющий структуру 

 
16. Олигомерный конъюгат по любому из пп.1-14, имеющий структуру 

 
17. Олигомерный конъюгат по любому из пп.1-14, имеющий структуру 
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18. Фармацевтическая композиция для модуляции последовательности-мишени вируса гепатита В 

(HBV), содержащая олигомерный конъюгат по любому из пп.1-17 и один или более фармацевтически 

приемлемый разбавитель, носитель, соль или адъювант. 

19. Применение олигомерного конъюгата по любому из пп.1-17 в лечении вирусного заболевания 

печени. 

20. Применение фармацевтической композиции по п.18 в лечении вирусного заболевания печени. 

21. Применение олигомерного конъюгата по любому из пп.1-17 для производства лекарственного 

препарата для лечения вирусного заболевания печени. 

 

 
Фиг. 1 

 

 
Фиг. 2 
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