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(57) Описаны триггеры РНК-интерференции (РНКи) и конъюгаты РНКи-триггеров для ингибирования
экспрессии гена Hif2α (EPAS1). Также описаны фармацевтические композиции, содержащие
один или более РНКи-триггеров Hif2α необязательно с одним или более дополнительными
терапевтическими средствами. Доставка описанных РНКи-триггеров Hif2α в опухолевые клетки in
vivo обеспечивает ингибирование экспрессии генов Hif2α и лечение рака.
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Уровень техники 

EPAS1 является членом семейства генов HIF (hypoxia inducible factor, фактор, индуцируемый ги-
поксией). Также известный как Hif2альфа или Hif2α, EPAS1 кодирует половину фактора транскрипции, 
который вовлечен в индукцию генов, регулируемых кислородом, и который индуцируется, когда уровни 
кислорода снижаются (состояние, известное как гипоксия). 

Определенные варианты этого гена обеспечивают защиту людям, живущим в высокогорье. Однако 
на низкой высоте над уровнем моря сверхэкспрессия EPAS1 дикого типа (ДТ) связана с увеличением 
риска гипертензии и инсульта и с симптомами, аналогичными высокогорной болезни. Мутации в данном 
гене связаны с наследственным эритроцитозом 4 типа и легочной гипертензией. EPAS1 может вызывать 
чрезмерное образование красных кровяных клеток, которое приводит к ингибированию репродуктивной 
способности или даже к смерти. 

Было показано, что EPAS1 необходим для экспрессии различных генов или для усиления экспрес-
сии различных генов, вовлеченных во множество заболеваний, включая прогрессирование опухоли. На-
пример, EPAS1, возможно, играет некоторую роль в прогрессировании увеальных меланом, возможно, 
путем стимуляции аутокринной петли VEGF-pVEGFR2/KDR и путем усиления экспрессии LDHA, тем 
самым благоприятствуя их росту. 

Также было показано, что EPAS1 вовлечен в экспрессию других факторов или активирует экспрес-
сию других факторов, включая 

сМус (который способствует пролиферации клеток, трансформации, неоплазии и опухолегенезу и 
который на высоком уровне экспрессируется в большинстве вариантов рака); 

интерлейкин 8 (провоспалительный медиатор, например, при гингивите и псориазе); 
SP-1 (фактор транскрипции, вовлеченный в регуляцию ИЛ-8, и коактиватор сМус); 
LDH5 (который связан с некрозом опухоли и увеличением размеров опухоли); и 
LANA (Latency Associated Nuclear Antigen, ассоциированный с латентностью ядерный антиген, ко-

торый связан с герпесвирусом, ассоциированным с саркомой Капоши). 
Кроме того, активность HIF (фактора, индуцируемого гипоксией), возможно, играет некоторую 

роль при ангиогенезе, который необходим для роста раковой опухоли. EPAS1 может также быть вовле-
чен в некоторые другие заболевания, включая воспаление, хроническое воспаление, неоваскулярное за-
болевание, ревматоидный артрит, рак почки, светлоклеточную почечно-клеточную карциному (и мета-
стазы данного и других вариантов рака), меланому, увеальную меланому, хондросаркому и множествен-
ную миелому. 

Мутации в гене EPAS1 коррелировали с ранней манифестацией нейроэндокринных опухолей, таких 
как параганглиомы, соматостатиномы и/или феохромоцитомы. Мутации, как правило, являются сомати-
ческими миссенс-мутациями, расположенными в первичном сайте гидроксилирования HIF-2α. Предпо-
лагают, что данные мутации, нарушают механизм гидроксилирования/расщепления белка и приводят к 
стабилизации белка и псевдогипоксической передаче сигналов. Кроме того, нейроэндокринные опухоли 
высвобождают эритропоэтин (ЕРО) в циркулирующую кровь и приводят к полицитемии. 

Краткое описание 

В настоящей заявке описаны триггерные молекулы РНК-интерференции (РНКи) (также называемые 
РНКи-агента, РНКи-триггер-триггер или триггер), специфичные к гену Hif2α (также называемый EPAS 
или HIF2α), которые способны селективно и эффективно снижать экспрессию Hif2α. Каждый РНКи-
триггер содержит по меньшей мере смысловую цепь и антисмысловую цепь. Смысловая цепь и анти-
смысловая цепь могут являться частично, по существу или полностью комплементарными друг другу. 
Длина каждой смысловой и антисмысловой цепей РНКи-триггера, описанного в настоящей заявке, мо-
жет составлять от 16 до 30 нуклеотидов. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобре-
тения смысловая и антисмысловая цепи независимо составляют от 17 до 26 нуклеотидов в длину. Смы-
словая и антисмысловая цепи могут иметь одинаковую длину или разную длину. РНКи-триггеры, опи-
санные в настоящей заявке, после доставки в клетку, экспрессирующую ген Hif2α, ингибируют экспрес-
сию гена Hif2α in vitro или in vivo. Примеры смысловых цепей и антисмысловых цепей РНКи-триггера 
Hif2α, которые можно использовать в РНКи-триггере Hif2α, представлены в табл. 1, 2 и 5. 

Смысловая цепь РНКи-триггера Hif2α содержит последовательность нуклеотидов, которая по 
меньшей мере на 90% идентична в пределах корового фрагмента, состоящего из по меньшей мере 16 по-
следовательных нуклеотидов, последовательности мРНК Hif2α. Согласно некоторым вариантам реали-
зации настоящего изобретения последовательность нуклеотидов, которая по меньшей мере на 90% иден-
тична последовательности мРНК Hif2α, составляет 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22 или 23 нуклеотида в длину. 
Антисмысловая цепь РНКи-триггера Hif2α содержит последовательность нуклеотидов, которая по 
меньшей мере на 90% комплементарна в пределах корового фрагмента, состоящего из по меньшей мере 16 
последовательных нуклеотидов, последовательности мРНК Hif2α и соответствующей смысловой цепи. 
Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения длина последовательности нуклео-
тидов, которая по меньшей мере на 90% комплементарна последовательности мРНК Hif2α или соответ-
ствующей смысловой цепи, составляет 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22 или 23 нуклеотида. 
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Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения один или более РНКи-
триггеров Hif2α доставляют в клетки- или ткани-мишени с применением любой технологии доставки 
олигонуклеотидов, известной в данной области техники. Способы доставки нуклеиновой кислоты вклю-
чают, но не ограничены указанными, доставку посредством инкапсуляции в липосомы, посредством 
ионтофореза или посредством встраивания в другие носители, такие как гидрогели, циклодекстрины, 
разлагаемые биологическим способом нанокапсулы и биоадгезивные микросферы, белковоподобные 
векторы или динамические поликонъюгаты (Dynamic Polyconjugates, DPC). Согласно некоторым вари-
антам реализации настоящего изобретения РНКи-триггер Hif2α конъюгирован с нацеливающей группой, 
такой как интегринсвязывающее соединение. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего 
изобретения РНКи-триггер Hif2α конъюгирован с полимером или носителем для доставки. Полимер для 
доставки может представлять собой обратимо модифицированный мембраноактивный полиамин. Поли-
мер для доставки также может представлять собой нацеленный на интегрин обратимо модифицирован-
ный мембраноактивный полиамин. 

Нацеленный на интегрин обратимо модифицированный мембраноактивный полиамин содержит 
мембраноактивный полиамин, конъюгированный с одним или более интегринсвязывающими соедине-
ниями обратимыми физиологически лабильными ковалентными связями. Согласно некоторым вариан-
там реализации настоящего изобретения нацеленный на интегрин обратимо модифицированный мембра-
ноактивный полиамин дополнительно содержит мембраноактивный полиамин,, конъюгированный с од-
ним или более стерическими стабилизаторами обратимыми физиологически лабильными ковалентными 
связями. Интегринсвязывающие соединения могут представлять собой, но не ограничены указанными, 
пептиды RGD и миметики RGD. Обратимые физиологически лабильные ковалентные связи включают, 
но не ограничены указанными, дипептид-амидобензил-карбаматные связи, тетрапептидные связи и дву-
замещенные малеаматные связи. 

РНКи-триггеры Hif2α необязательно объединены с одним или более дополнительными (т.е. вто-
рым, третьим и т.д.) терапевтическими средствами. Второе терапевтическое средство может представ-
лять собой другой РНКи-триггер Hif2α (например, РНКи-триггер Hif2α, который нацелен на другую по-
следовательность в пределах мишени Hif2α). Дополнительное терапевтическое средство может также 
представлять собой низкомолекулярный лекарственный препарат, антитело, фрагмент антитела и/или 
вакцину. РНКи-триггеры Hif2α с одним или более дополнительными терапевтическими средствами или 
без таковых могут быть объединены с одним или более вспомогательными веществами для получения 
фармацевтических композиций. 

В настоящее изобретение также включены способы лечения субъекта-человека, страдающего от па-
тологического состояния, по меньшей мере частично опосредованного экспрессией Hif2α, причем ука-
занные способы включают этап(ы) введения субъекту терапевтически эффективного количества РНКи-
триггера Hif2α или композиции, содержащей РНКи-триггер Hif2α. Способ лечения субъекта РНКи-
триггером Hif2α или композицией, содержащей РНКи-триггер Hif2α, можно необязательно объединить с 
одним или более этапами введения одного или более дополнительных (т.е. вторых) терапевтических 
средств или средств лечения. РНКи-триггер Hif2α и дополнительные терапевтические средства можно 
вводить в одной композиции или можно вводить по отдельности. Неограничивающие примеры дополни-
тельных терапевтических средств включают, но не ограничены указанными, ингибиторы VEGFR (такие 
как Сутент, Нексавар, Вотриент, Авастин, Инлита, Кабозантиниб), цитокины (такие как ИЛ-2, 
ИФН-α), ингибиторы mTor (такие как Эверолимус, Темсиролимус), лекарственные препараты против 
PD1 (такие как Опдиво и Кейтруда), антитела против CTLA4 (такие как Ервой), лекарственные 
препараты, нацеленные на компоненты пути передачи сигналов в раковых клетках (такие как VEGF,  
PI-3-киназа, MEK, JAK, Akt, MYC, Met, киназы семейства Src, Abl, Axl, Mer), антитела против PD-L1, 
против PD-L2, против TIM3, против LAG3, против CD28, против ОХ40, против OX-40L, против CD39, 
против CD40, против CD80, против CD86, против CD137, против 41BBL, против TIGIT, против GITR, 
против GIRTL, против CD155, против Fas, против FasL, против TRAIL/TRAIL-L, ингибитор IDO-1 и ин-
гибитор TDO-2. 

Фармацевтические композиции можно вводить множеством способов в зависимости от того, требу-
ется ли местное или системное лечение, и в зависимости от области, лечение которой проводят. Введе-
ние может являться местным (например, посредством трансдермального пластыря), легочным (например, 
посредством ингаляции или инсуффляции порошков или аэрозолей, включая введение посредством не-
булайзера, внутритрахеальное, интраназальное введение), эпидермальным, трансдермальным, перораль-
ным или парентеральным. Парентеральное введение включает, но не ограничено указанными, внутри-
венную, внутриартериальную, подкожную, интраперитонеальную или внутримышечную инъекцию или 
инфузию; субдермальное (например, посредством имплантируемого устройства), внутричерепное, ин-
трапаренхимальное, интратекальное и внутрижелудочковое введение. 

Описанные РНКи-триггеры и/или содержащие их композиции Hif2α можно использовать в спосо-
бах терапевтического лечения заболеваний, включая, но не ограничиваясь указанными, рак, рак почки, 
светлоклеточную почечно-клеточную карциному, немелкоклеточный рак легкого, астроцитому (рак го-



041697 

- 3 - 

ловного мозга), рак мочевого пузыря, рак молочной железы, хондросаркому, колоректальную карцино-
му, карциному желудка, глиобластому, плоскоклеточную карциному головы и шеи, гепатоклеточную 
карциному, аденокарциному легкого, нейробластому, меланому, множественную миелому, рак яичников, 
рак прямой кишки, метастазы, гингивит, псориаз, герпесвирус, ассоциированный с саркомой Капоши, 
преэклампсию, воспаление, хроническое воспаление, неоваскулярные заболевания и ревматоидный арт-
рит. Такие способы включают введение РНКи-триггера Hif2α, описанного в настоящей заявке, субъекту, 
например субъекту-человеку или субъекту-животному. 

Если не указано обратное, все технические и научные термины, используемые в настоящей заявке, 
имеют те значения, которые общепринято понимаются специалистом в области техники, к которой отно-
сится настоящее изобретение. Несмотря на то что при реализации на практике или исследовании на-
стоящего изобретения можно использовать способы и материалы, аналогичные или эквивалентные тако-
вым, описанным в настоящей заявке, подходящие способы и материалы описаны ниже. Все публикации, 
заявки на патент, патенты и другие источники, упомянутые в настоящей заявке, полностью включены в 
настоящую заявку посредством ссылки. В случае противоречия настоящая заявка, включая определения, 
будет определяющей. Кроме того, материалы, способы и примеры являются исключительно иллюстра-
тивными и не предназначены для ограничения. 

Другие свойства и преимущества настоящего изобретения будут очевидны на основании следую-
щего подробного описания и формулы изобретения. 

Краткое описание фигур 

Фиг. 1. Химические структуры, представляющие модифицирующие агенты PEGn-FCitFP-TFP. 
Фиг. 2. Химические структуры, представляющие модифицирующие агенты RGD-PEGn-FCitFP-TFP. 
Фиг. 3. Химические структуры, представляющие модифицирующие агенты RGD-PEGn-ACit-PABC-

PNP. 
Фиг. 4. Химические структуры, представляющие модифицирующие агенты альдегид-PEGn-FCit-

PABC-PNP. 
Фиг. 5. Химические структуры, представляющие модифицирующие агенты альдегид-PEGn-ACit-

PABC-PNP. 
Фиг. 6. Химические структуры, представляющие модифицирующие агенты SPDP-PEGn-FCit-PABC-

PNP. 
Фиг. 7. Химические структуры, представляющие модифицирующие агенты PEGn-ACit-PABC-PNP и 

PEGn-FCit-PABC-PNP. 
Фиг. 8. График, иллюстрирующий уровни SEAP (secreted alkaline phosphatase, секретируемой ще-

лочной фосфатазы) в сыворотке в течение лечения у мышей. Кратность изменения уровней SEAP в сы-
воротке относительно уровней дня (-1) до введения. Для групп Г1 и Г2 n=4. Для Г3 n=3. 

Фиг. 9. Макроскопическая морфология опухоли после 3-разового еженедельного лечения у мышей. 
Г1: наполнитель; Г2: 400 мкг Hif2α-ITG-DPC; Г3: 280 мкг Hif2α-ITG-DPC. Показаны обе почки от каж-
дого животного. Опухоли имплантировали в почку, показанную справа. Все опухоли групп лечения яв-
лялись значительно меньшими, и в данных опухолях наблюдалось некоторое обесцвечивание по сравне-
нию с контролями. 

Фиг. 10. Окрашивание ГиЭ (гематоксилином и эозином) зафиксированных в формалине и залитых 
парафином срезов опухоли. Тонкими стрелками отмечены апоптотические клетки. Толстыми стрелками 
отмечена инфильтрация макрофагов. Чертеж А, Г1: группа, получавшая наполнитель. Типичная морфо-
логия RCC (renal cell carcinoma, почечно-клеточной карциномы) трубчатого типа с редкими апоптотиче-
скими клетками (тонкие стрелки). Чертеж В, Г2: группа, получавшая 400 мкг Hif2α-ITG-DPC. Крупный 
некротический центр с множеством апоптотических клеток в окружающих областях и общей утратой 
структуры опухоли. Чертеж С, Г3: группа, получавшая 280 мкг Hif2α-ITG-DPC. Разрушение типичных 
трубчатых структур опухоли с инфильтрацией макрофагов и множеством апоптотических клеток. 

Подробное описание изобретения 

В настоящей заявке описаны РНКи-триггеры для ингибирования экспрессии гена Hif2α (в настоя-
щей заявке обозначены как РНКи-триггеры Hif2α). Каждый РНКи-триггер Hif2α содержит смысловую 
цепь и антисмысловую цепь. Смысловая цепь и антисмысловая цепь являются частично, по существу 
или полностью комплементарными друг другу. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего 
изобретения длина смысловой и антисмысловой цепи описанного в настоящей заявке РНКи-триггера 
независимо составляет от 16 до 30 нуклеотидов. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего 
изобретения длина смысловой и антисмысловой цепи описанного в настоящей заявке РНКи-триггера 
независимо составляет от 17 до 26 нуклеотидов. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего 
изобретения смысловая и антисмысловая цепи описанного в настоящей заявке РНКи-триггера независи-
мо составляют 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25 или 26 нуклеотидов в длину. Смысловая и антисмысловая 
цепи могут характеризоваться одинаковой длиной или разной длиной. Согласно некоторым вариантам 
реализации настоящего изобретения смысловая цепь составляет приблизительно 19 нуклеотидов в дли-
ну, тогда как антисмысловая цепь составляет приблизительно 21 нуклеотид в длину. Согласно некото-
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рым вариантам реализации настоящего изобретения смысловая цепь составляет приблизительно 21 нук-
леотид в длину, тогда как антисмысловая цепь составляет приблизительно 23 нуклеотида в длину. Со-
гласно другим вариантам реализации настоящего изобретения смысловая и антисмысловая цепи незави-
симо составляют 17-21 нуклеотид в длину. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изо-
бретения каждая из смысловой и антисмысловой цепей составляет 21-26 нуклеотидов в длину. Примеры 
последовательностей нуклеотидов, использованных при получении молекул РНКи-триггера Hif2α, пред-
ставлены в табл. 1, 2 и 5. 

РНКи-триггеры включают, но не ограничены указанными, малую интерферирующую РНК (миРНК), 
двухцепочечную РНК (дцРНК), микроРНК, малую шпилечную РНК (мшРНК) и дайсер-субстраты (патенты 
США № 8084599, 8349809 и 8513207). РНКи-триггеры, описанные в настоящей заявке, после доставки в 
клетку, экспрессирующую ген Hif2α, ингибируют или вызывают нокдаун экспрессии гена Hif2α in vitro 
или in vivo за счет биологического процесса РНК-интерференции (РНКи). 

РНКи-триггер Hif2α содержит смысловую цепь и антисмысловую цепь, каждая из которых содер-
жит коровую последовательность, состоящую из 16-23 нуклеотидных оснований в длину. Коровая по-
следовательность антисмысловой цепи является на 100% (совершенно) комплементарной или по мень-
шей мере на 90% (по существу) комплементарной последовательности нуклеотидов (иногда называемой, 
например, целевой последовательностью), присутствующей в мРНК Hif2α. Коровая последовательность 
смысловой цепи является на 100% (совершенно) комплементарной или по меньшей мере на 90% (по су-
ществу) комплементарной последовательности в антисмысловой цепи, и, таким образом, коровая после-
довательность смысловой цепи является совершенно идентичной или по меньшей мере на 90% идентич-
ной последовательности нуклеотидов (целевой последовательности), присутствующей в мРНК Hif2α. 
Коровая последовательность смысловой цепи может характеризоваться такой же длиной, что и соответ-
ствующая коровая последовательность антисмысловой цепи, или может характеризоваться отличной 
длиной. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения коровая последователь-
ность антисмысловой цепи составляет 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22 или 23 нуклеотида в длину. Согласно не-
которым вариантам реализации настоящего изобретения коровая последовательность смысловой цепи 
составляет 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22 или 23 нуклеотида в длину. 

Смысловую и антисмысловую цепи РНКи-триггера Hif2α, как правило, отжигают для получения 
дуплекса. В пределах комплементарной области дуплекса коровая последовательность смысловой цепи 
является по меньшей мере на 90% комплементарной или на 100% комплементарной коровой последова-
тельности антисмысловой цепи. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения 
коровая последовательность смысловой цепи содержит последовательность, содержащую по меньшей 
мере 16%, по меньшей мере 17%, по меньшей мере 18%, по меньшей мере 19%, по меньшей мере 20% 
или по меньшей мере 21% нуклеотид, которая является по меньшей мере на 90% или на 100% компле-
ментарной соответствующей коровой последовательности антисмысловой цепи, содержащей 16, 17, 18, 
19, 20 или 21 нуклеотид (т.е. коровые последовательности смысловой цепи и антисмысловой цепи РНКи-
триггера Hif2α содержат область, содержащую по меньшей мере 16%, по меньшей мере 17%, по мень-
шей мере 18%, по меньшей мере 19%, по меньшей мере 20% или по меньшей мере 21% нуклеотид, по 
меньшей мере 90% оснований которой являются спаренными или 100% оснований которой являются 
спаренными). 

В настоящей заявке термин "последовательность" или "последовательность нуклеотидов" относится 
к последовательности или порядку нуклеотидных оснований, нуклеотидов и/или нуклеозидов, описан-
ных с помощью последовательности букв с применением стандартной номенклатуры нуклеотидов и 
символов модифицированных нуклеотидов, описанных в настоящей заявке. 

В настоящей заявке, если не указано обратное, термин "комплементарный" при использовании для 
описания первой последовательности нуклеотидов (например, смысловой цепи РНКи-триггера или 
мРНК Hif2α) относительно второй последовательности нуклеотидов (например, антисмысловой цепи 
РНКи-триггера) относится к способности олигонуклеотида или полинуклеотида, содержащего первую 
последовательность нуклеотидов, гибридизоваться (образовывать водородные связи между парами осно-
ваний) и образовывать дуплекс или двойную спиральную структуру при определенных условиях с оли-
гонуклеотидом или полинуклеотидом, содержащим вторую последовательность нуклеотидов. Компле-
ментарные последовательности включают уотсон-криковские пары оснований или пары оснований, от-
личные от уотсон-криковских, и включают природные или модифицированные нуклеотиды или мимети-
ки нуклеотидов при условии, что выполнены вышеуказанные требования в отношении способности нук-
леотидов к гибридизации. "Совершенно комплементарный" или "полностью комплементарный" означа-
ет, что все (100%) из оснований в непрерывной последовательности первого полинуклеотида будут гиб-
ридизоваться с таким же количеством оснований в непрерывной последовательности второго полинук-
леотида. Непрерывная последовательность может содержать всю или часть первой или второй последо-
вательности нуклеотидов. В настоящей заявке "частично комплементарный" означает, что в гибридизо-
ванной паре последовательностей нуклеиновых оснований по меньшей мере 70% оснований в непрерыв-
ной последовательности первого полинуклеотида будут гибридизоваться с таким же количеством осно-
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ваний в непрерывной последовательности второго полинуклеотида. В настоящей заявке "по существу 
комплементарный" означает, что в гибридизованной паре последовательностей нуклеиновых оснований 
по меньшей мере 85% оснований в непрерывной последовательности первого полинуклеотида будут ги-
бридизоваться с таким же количеством оснований в непрерывной последовательности второго полинук-
леотида. Термины "комплементарный", "полностью комплементарный" и "по существу комплементар-
ный" в настоящей заявке могут использоваться в отношении совпадения оснований между смысловой 
цепью и антисмысловой цепью РНКи-триггера или между антисмысловой цепью РНКи-триггера и по-
следовательностью мРНК Hif2α. Идентичность или комплементарность последовательности не зависит 
от модификации. С целью определения идентичности или комплементарности, например, а и Af являют-
ся комплементарными U (или Т) и идентичными А. 

Смысловая цепь и/или антисмысловая цепь могут необязательно и независимо содержать дополни-
тельные 1, 2, 3, 4, 5 или 6 нуклеотидов (удлинение) на 3'-конце, 5'-конце или и 3'- и 5'-конце коровых по-
следовательностей. Дополнительные нуклеотиды антисмысловой цепи в случае наличия могут являться 
комплементарными соответствующей последовательности мРНК Hif2α или могут не являться компле-
ментарными указанной последовательности. Дополнительные нуклеотиды смысловой цепи в случае на-
личия могут являться идентичными соответствующей последовательности мРНК Hif2α или могут не 
являться идентичными указанной последовательности. Дополнительные нуклеотиды антисмысловой 
цепи в случае наличия могут являться комплементарными дополнительным нуклеотидам соответствую-
щей смысловой цепи в случае наличия или могут не являться комплементарными указанной последова-
тельности. 

В настоящей заявке удлинение содержит 1, 2, 3, 4, 5 или 6 нуклеотидов на 5'- и/или 3'-конце коро-
вой последовательности смысловой цепи и/или коровой последовательности антисмысловой цепи. Нук-
леотиды удлинения смысловой цепи могут являться комплементарными нуклеотидам - нуклеотидам ко-
ровой последовательности или нуклеотидам удлинения - в соответствующей антисмысловой цепи или 
могут не являться комплементарными указанным нуклеотидам. И наоборот, нуклеотиды удлинения ан-
тисмысловой цепи могут являться комплементарными нуклеотидам - нуклеотидам коровой последова-
тельности или нуклеотидам удлинения - в соответствующей смысловой цепи или могут не являться ком-
плементарными указанным нуклеотидам. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изо-
бретения как смысловая цепь, так и антисмысловая цепь РНКи-триггера содержит 3'- и 5'- удлинения. 
Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения один или более нуклеотидов  
3'-удлинения одной цепи образуют пару оснований с одним или более нуклеотидами 5'-удлинения дру-
гой цепи. Согласно другим вариантам реализации настоящего изобретения один или более нуклеотидов 
3'-удлинения одной цепи не образуют пару оснований с одним или более нуклеотидами 5'-удлинения дру-
гой цепи. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения РНКи-триггер Hif2α содер-
жит антисмысловую цепь, содержащую 3'-удлинение, и смысловую цепь, содержащую 5'-удлинение. 

Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения молекула РНКи-триггера 
Hif2α содержит антисмысловую цепь, содержащую 3'-удлинение, составляющее 1, 2, 3, 4, 5 или 6 нуклео-
тидов в длину. Согласно другим вариантам реализации настоящего изобретения молекула РНКи-триггера 
Hif2α содержит антисмысловую цепь, содержащую 3 '-удлинение, составляющее 1, 2 или 3 нуклеотида в 
длину. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения один или более нуклеотидов 
удлинения антисмысловой цепи содержат нуклеотиды урацил или тимидин или нуклеотиды, которые 
являются комплементарными соответствующей последовательности мРНК Hif2α. Согласно некоторым 
вариантам реализации настоящего изобретения удлинение антисмысловой цепи может представлять со-
бой, но не ограничено указанными, uAu, uGu, udTsdT, usdTsdT, UfAu, Aua, Afsusa, UAU, uAfu, uau, udAu, 
uscu, usgu, uscsu, cAu, aUa, aua, u(invdA)u, cag, agu, gcg, caa, usasu, uAMTM, или usTMsAM (каждые при-
ведены в направлении от 5' к 3'; обозначения те же, что и для табл. 2). 

Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения молекула РНКи-триггера Hif2α 
содержит антисмысловую цепь, содержащую 5'-удлинение, составляющее 1, 2, 3, 4 или 5 нуклеотидов в 
длину. Согласно другим вариантам реализации настоящего изобретения молекула РНКи-триггера Hif2α 
содержит антисмысловую цепь, содержащую 5'-удлинение, составляющее 1 или 2 нуклеотида в длину. 
Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения один или более нуклеотидов удли-
нения антисмысловой цепи содержат нуклеотиды урацил или тимидин или нуклеотиды, которые являют-
ся комплементарными соответствующей последовательности мРНК Hif2α. Согласно некоторым вариан-
там реализации настоящего изобретения удлинение антисмысловой цепи содержит dA, dT, pdT, vpdT или 
u или состоит из указанных нуклеотидов, где dA и dT представляют собой нуклеотиды дезоксиаденозин 
и дезокситимидин соответственно, pdT представляет собой нуклеотид дезокситимидин, содержащий  
5'-фосфат, vpdT представляет собой нуклеотид винилфосфонат-дезокситимидин, и u представляет собой 
2'-OMe-модифицированный нуклеотид урацил. Антисмысловая цепь может содержать любое из  
3'-удлинений, описанных выше, в сочетании с любым из описанных 5'-удлинений антисмысловой цепи в 
случае наличия. 

Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения молекула РНКи-триггера 
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Hif2α содержит смысловую цепь, содержащую 3'-удлинение, составляющее 1, 2, 3, 4 или 5 нуклеотидов в 
длину. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения один или более нуклеотидов 
удлинения смысловой цепи содержат нуклеотиды аденозин, урацил или тимидин, динуклеотид AT или 
нуклеотиды, которые соответствуют нуклеотидам в последовательности мРНК Hif2α. Согласно некото-
рым вариантам реализации настоящего изобретения 3'-удлинение смысловой цепи содержит Af, invdA, 
invdT, A(invdT), Af(invdT), U(invdT), Uf(invdT), AfAbuAu, dTdT или dTsdT или состоит из указанных 
нуклеотидов, где Af и Uf представляют собой нуклеотиды 2'-фтораденозин и урацил соответственно, 
invdA и invdT представляют собой 3' - 3'-связанные (инвертированные) нуклеотиды дезоксиаденозин и 
дезокситимидин соответственно, Ab представляет собой рибозу с удаленным азотистым основанием и 
представляет собой 2'-ОМе - модифицированный нуклеотид урацил, dT представляет собой нуклеотид 
дезокситимидин, sdT представляет собой нуклеотид дезокситимидин, содержащий 5'-фосфотиоат и U и 
А представляют собой рибонуклеотиды урацил и аденозин. 

Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения молекула РНКи-триггера 
Hif2α содержит смысловую цепь, содержащую 5'-удлинение, составляющее 1, 2, 3, 4, 5 или 6 нуклеоти-
дов в длину. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения один или более нук-
леотидов удлинения смысловой цепи содержат нуклеотиды урацил или аденозин или нуклеотиды, кото-
рые соответствуют нуклеотидам в последовательности мРНК Hif2α. Согласно некоторым вариантам реа-
лизации настоящего изобретения 5 '-удлинение смысловой цепи может представлять собой, но не огра-
ничено указанными, uAuAus, uAuAu, UAUUAGfs, UfaUfaA, uauaA, AUAUU, AfuAfuU, auauU, uaUfau, 
UAUA(UUNA), uauau, udAudAu, uuAga, uuAuu, uuGAu, uuaga, uAuga, aUaGas, uauaus, uAuaas, udAuau, ad-
Taga, auaga, u(invdA)uau, gacau, ugaau, gcgau, uauga, uugga или auaga (каждые приведены в направлении 
от 5' к 3'; обозначения те же, что и для табл. 2). Смысловая цепь может содержать 3'-удлинение и/или  
5'-удлинение. 

Последовательности смысловой цепи и антисмысловой цепи немодифицированного РНКи-триггера 
Hif2α представлены в табл. 1 и 5. При образовании РНКи-триггеров Hif2α каждый из нуклеотидов в ка-
ждой из последовательностей, перечисленных в табл. 1 и 5, может представлять собой модифицирован-
ный нуклеотид. 

Таблица 1 
Последовательности антисмысловой цепи и смысловой цепи немодифи-

цированного РНКи-триггера Hif2α 
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РНКи-триггеры Hif2α, описанные в настоящей заявке, получены в результате отжига антисмысло-

вой цепи со смысловой цепью. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения ан-
тисмысловая цепь РНКи-триггера Hif2α содержит последовательность нуклеотидов любой из последова-
тельностей, представленных в табл. 1 и 5. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изо-
бретения антисмысловая цепь РНКи-триггера Hif2α содержит последовательность нуклеотидов 1-17, 2-
17, 1-18, 2-18, 1-19, 2-19, 1-20, 2-20, 1-21, 2-21, 1-22, 2-22, 1-23, 2-23, 1-24, 2-24, 1-25, 2-25, 1-26 или 2-26 
любой из последовательностей, представленных в табл. 1 и 5. Согласно некоторым вариантам реализа-
ции настоящего изобретения смысловая цепь РНКи-триггера Hif2α содержит последовательность нук-
леотидов любой из последовательностей, представленных в табл. 1 и 5. Согласно некоторым вариантам 
реализации настоящего изобретения смысловая цепь РНКи-триггера Hif2α содержит последовательность 
нуклеотидов 1-17, 2-17, 1-18, 2-18, 1-19, 2-19, 1-20, 2-20, 1-21, 2-21, 1-22, 2-22, 1-23, 2-23, 1-24, 2-24, 1-25, 
2-25, 1-26 или 2-26 любой из последовательностей, представленных в табл. 1 и 5. 

Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения смысловая и антисмысловая 
цепи РНКи-триггеров, описанных в настоящей заявке, содержат одинаковое количество нуклеотидов. 
Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения смысловая и антисмысловая цепи 
РНКи-триггеров, описанных в настоящей заявке, содержат различные количества нуклеотидов. Согласно 
некоторым вариантам реализации настоящего изобретения 5'-конец смысловой цепи и 3'-конец антисмы-
словой цепи РНКи-триггера образуют тупой конец. Согласно некоторым вариантам реализации настоя-
щего изобретения 3'-конец смысловой цепи и 5'-конец антисмысловой цепи РНКи-триггера образуют 
тупой конец. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения оба конца РНКи-
триггера образуют тупой конец. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения ни 
один из концов РНКи-триггера не является тупым. В настоящей заявке тупой конец относится к концу 
двухцепочечной молекулы триггера, в котором концевые нуклеотиды двух отожженных цепей являются 
комплементарными (образуют комплементарные пары оснований). Согласно некоторым вариантам реа-
лизации настоящего изобретения 5'-конец смысловой цепи и 3'-конец антисмысловой цепи РНКи-триггера 
образуют неспаренный конец. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения 3'-
конец смысловой цепи и 5'-конец антисмысловой цепи РНКи-триггера образуют раздвоенный конец. Со-
гласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения оба конца РНКи-триггера образуют раз-
двоенный конец. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения ни один из концов 
РНКи-триггера не является раздвоенный. В настоящей заявке раздвоенный конец относится к концу двух-
цепочечной молекулы триггера, в котором концевые нуклеотиды двух отожженных цепей образуют пару 
(т.е. не образуют выступа), но не являются комплементарными (т.е. образуют некомплементарную пару). В 
настоящей заявке выступ представляет собой фрагмент, состоящий из одного или более неспаренных нук-
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леотидов на конце одной цепи двухцепочечной молекулы РНКи-триггера. Неспаренные нуклеотиды могут 
находиться в смысловой цепи или антисмысловой цепи, образуя 3'- или 5'-выступы. Согласно некоторым 
вариантам реализации настоящего изобретения молекула РНКи-триггера содержит тупой конец и раздво-
енный конец, тупой конец и 5'-выступающий конец, тупой конец и 3'-выступающий конец, раздвоенный 
конец и 5'-выступающий конец, раздвоенный конец и 3'-выступающий конец, два 5'-выступающих конца, 
два 3'- выступающих конца, 5'-выступающий конец и 3'-выступающий конец, два раздвоенных конца или 
два тупых конца. 

Нуклеотидное основание (или нуклеооснование) представляет собой гетероциклическое пиримиди-
новое или пуриновое соединение, которое является компонентом всех нуклеиновых кислот и включает 
аденин (А), гуанин (G), цитозин (С), тимин (Т) и урацил (U). В настоящей заявке каждый "G", "g", "С", 
"с", "A", "a", "U", "u" и "Т", как правило, означает нуклеооснование, нуклеозид, нуклеотид или миметик 
нуклеотида, который содержит в качестве основания гуанин, цитозин, аденин, урацил и тимидин. Также 
в настоящей заявке термин "нуклеотид" может включать модифицированный нуклеотид или миметик 
нуклеотида, участок с удаленным азотистым основанием или суррогатный замещающий фрагмент. 

В настоящей заявке "модифицированный нуклеотид" представляет собой нуклеотид, отличный от 
рибонуклеотида (2'-гидроксинуклеотида). Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изо-
бретения РНКи-триггер Hif2α содержит один или более модифицированных нуклеотидов. Согласно не-
которым вариантам реализации настоящего изобретения по меньшей мере 50%, по меньшей мере 60%, 
по меньшей мере 70%, по меньшей мере 80%, по меньшей мере 90%, по меньшей мере 95% или 100% 
нуклеотидов являются модифицированными. Модифицированные нуклеотиды включают, но не ограни-
чены указанными, дезоксинуклеотиды, миметики нуклеотидов, нуклеотиды с удаленным азотистым ос-
нованием (представленные в настоящей заявке как X или Ab), 2'-модифицированные нуклеотиды, нук-
леотиды с 3' - 3'-связями (инвертированные) (представленные в настоящей заявке как invdN, invN, invn, 
invX), нуклеотиды, содержащие неприродное основание, мостиковые нуклеотиды, пептидные нуклеино-
вые кислоты, миметики 2',3'-секонуклеотидов (незапертые аналоги нуклеооснования, представленные в 
настоящей заявке как NUNA или NUNA), запертые нуклеотиды (представленные в настоящей заявке как 
NLNA или NLNA), 3'-О-метокси (связанные 2'-внутринуклеотидной связью) нуклеотиды (представленные 
в настоящей заявке как 3'-OMen), 2'-F-арабинонуклеотиды (представленные в настоящей заявке как 
NfANA или NfANA), морфолино-нуклеотиды, винилфосфонат-дезоксирибонуклеотиды (представленные в 
настоящей заявке как vpdN) и винилфосфонат-нуклеотиды. 2'-модифицированные нуклеотиды (т.е. нук-
леотид с группой, отличной от гидроксильной группы, в положении 2' пятичленного кольца сахара) 
включают, но не ограничены указанными, 2'-О-метилнуклеотиды (представленные в настоящей заявке 
строчной буквой "n" в последовательности нуклеотидов), 2'-дезокси-2'-фторнуклеотиды (представленные 
в настоящей заявке как Nf, также представленные в настоящей заявке как 2'-фторнуклеотид), 2'-
дезоксинуклеотиды (представленные в настоящей заявке как dN), 2'-метоксиэтил (2'-О-2-метоксиэтил) 
нуклеотиды (представленные в настоящей заявке как NM или 2'-МОЕ), 2'-аминонуклеотиды, 2'-
алкилнуклеотиды. Необязательно, чтобы все положения в данном соединении являлись единообразно 
модифицированными. И наоборот, более чем одна модификация может быть введена в один РНКи-
триггер Hif2α или даже в один нуклеотид указанного триггера. Смысловые цепи и антисмысловые цепи 
РНКи-триггера Hif2α могут быть синтезированы и/или модифицированы способами, известными в дан-
ной области техники. Модификация одного нуклеотида не зависит от модификации другого нуклеотида. 

Модифицированные нуклеотиды также включают нуклеотиды, содержащие модифицированные  
нуклеотидные основания. Модифицированные нуклеотидные основания включают, но не ограничены  
указанными, синтетические и природные нуклеотидные основания, 5-замещенные пиримидины,  
6-азапиримидины и N-2, N-6 и О-6-замещенные пурины, включая 2-аминопропиладенин,  
5-пропинилурацил и 5-пропинилцитозин, 5-метилцитозин (5-me-С), 5-гидроксиметилцитозин, ксантин, 
гипоксантин, 2-аминоаденин, 6-метил и другие алкильные производные аденина и гуанина, 2-пропил и 
другие алкильные производные аденина и гуанина, 2-тиоурацил, 2-тиотимин и 2-тиоцитозин,  
5-галоурацил и цитозин, 5-пропинилурацил и цитозин, 6-азоурацил, цитозин и тимин, 5-урацил (псевдо-
урацил), 4-тиоурацил, 8-гало, 8-амино, 8-тиол, 8-тиоалкил, 8-гидроксил и другие 8-замещенные аденины 
и гуанины, 5-гало, в особенности, 5-бром, 5-трифторметил и другие 5-замещенные урацилы и цитозины, 
7-метилгуанин и 7-метиладенин, 8-азагуанин и 8-азааденин, 7-деазагуанин и 7-деазааденин и  
3-деазагуанин и 3-деазааденин. 

Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения 20% или менее модифициро-
ванных нуклеотидов представляют собой 2'-фтор-модифицированные нуклеотиды. Согласно некоторым 
вариантам реализации настоящего изобретения смысловая цепь РНКи-триггера Hif2α содержит 2'-F нук-
леотид в положении 11 от 3'-конца. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения 
смысловая цепь РНКи-триггера Hif2α содержит 2'-F нуклеотид в положении 12 от 3'-конца. Согласно 
некоторым вариантам реализации настоящего изобретения смысловая цепь РНКи-триггера Hif2α содер-
жит 2'-F нуклеотид в положении 13 от 3'-конца. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего 
изобретения смысловая цепь РНКи-триггера Hif2α содержит по меньшей мере два 2'-F нуклеотида в по-



041697 

- 9 - 

ложениях 11, 12 и 13 от 3'-конца. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения 
смысловая цепь РНКи-триггера Hif2α содержит 2'-F нуклеотиды в положениях 11 и 12, положениях 11 и 
13 или положениях 12 и 13 от 3'-конца. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобре-
тения смысловая цепь РНКи-триггера Hif2α содержит 2'-F нуклеотиды в положениях 11, 12 и13от 3'-
конца. 

Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения антисмысловая цепь РНКи-
триггера Hif2α содержит 2'-F нуклеотид в положении 2 от 5'-конца. Согласно некоторым вариантам реа-
лизации настоящего изобретения антисмысловая цепь РНКи-триггера Hif2α содержит 2'-F нуклеотид в 
положении 14 от 5'-конца. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения анти-
смысловая цепь РНКи-триггера Hif2α содержит 2'-F нуклеотиды в положениях 2 и 14 от 5'-конца. Со-
гласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения РНКи-триггер Hif2α содержит по мень-
шей мере два 2'-F нуклеотида в положениях 11, 12 и 13 от 3'-конца смысловой цепи и в положениях 2 и 14 
от 5'-конца антисмысловой цепи. 

Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения антисмысловая цепь РНКи-
триггера Hif2α содержит 2'-F нуклеотид в положении 4 от 5'-конца. Согласно некоторым вариантам реа-
лизации настоящего изобретения антисмысловая цепь РНКи-триггера Hif2α содержит 2'-F нуклеотид в 
положении 6 от 5'-конца. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения антисмы-
словая цепь РНКи-триггера Hif2α содержит 2'-F нуклеотид в положении 8 от 5'-конца. Согласно некото-
рым вариантам реализации настоящего изобретения антисмысловая цепь РНКи-триггера Hif2α содержит 
2'-F нуклеотид в положении 10 от 5'-конца. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изо-
бретения антисмысловая цепь РНКи-триггера Hif2α содержит 2'-F нуклеотид в положении 12 от 5'-конца. 
Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения антисмысловая цепь РНКи-триггера 
Hif2α содержит по меньшей мере два 2'-F нуклеотида в положениях 4, 6, 8, 10 и 12 от  
5'-конца. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения антисмысловая цепь 
РНКи-триггера Hif2α содержит 2'-F нуклеотиды в положениях 4 и 6, положениях 4 и 8, положениях 4 и 
10, положениях 4 и 12, положениях 6 и 8, положениях 6 и 10, положениях 6 и 12, положениях 8 и 10, по-
ложениях 8 и 12 или положениях 10 и 12 от 5'-конца. Согласно некоторым вариантам реализации на-
стоящего изобретения антисмысловая цепь РНКи-триггера Hif2α содержит три 2'-F нуклеотида в поло-
жениях 4, 6, 8, 10 и 12 от 5'-конца. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения 
антисмысловая цепь РНКи-триггера Hif2α содержит по меньшей мере четыре 2'-F нуклеотида в положе-
ниях 4, 6, 8, 10 и 12 от 5'-конца. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения ан-
тисмысловая цепь РНКи-триггера Hif2α содержит 2'-F нуклеотиды в положениях 4, 6, 8 и 10, положени-
ях 4, 6, 8 и 12, положениях 4, 6, 10 и 12, положениях 4, 8, 10 и 12 или положениях 6, 8, 10 и 12 от  
5'-конца. 

Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения антисмысловая цепь РНКи-
триггера Hif2α содержит 2'-F нуклеотид в положении 2 и/или положении 14 и один, два или три нуклео-
тида 2'-F в положениях 11, 12 и 13 от 5'-конца. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего 
изобретения РНКи-триггер Hif2α содержит 2'-F нуклеотид в положении 2 и/или положении 14 и один, 
два или три 2'-F нуклеотида в положениях 11, 12 и 13 от 5'-конца антисмысловой цепи и по меньшей ме-
ре два 2'-F нуклеотида в положениях 11, 12и 13 от 3'-конца смысловой цепи. 

Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения один или более нуклеотидов 
РНКи-триггера Hif2α связаны нестандартными связями или остовами (т.е. модифицированными меж-
нуклеозидными связями или модифицированными остовами). Согласно некоторым вариантам реализа-
ции настоящего изобретения модифицированная межнуклеозидная связь представляет собой ковалент-
ную межнуклеозидную связь, не содержащую фосфат. Модифицированные межнуклеозидные связи или 
остовы включают, но не ограничены указанными, фосфотиоаты, 5'-фосфотиоатную группу (представ-
ленную в настоящей заявке как строчная буква "s" перед нуклеотидом, как в случае sN, sn, sNf или sdN), 
хиральные фосфотиоаты, тиофосфат, фосфодитиоаты, фосфотриэфиры, аминоалкил-фосфотриэфиры, 
метил- и другие алкилфосфонаты, включая 3'-алкиленфосфонаты и хиральные фосфонаты, фосфинаты, 
фосфорамидаты, включая 3'-аминофосфорамидат и аминоалкилфосфорамидаты, тионофосфорамидаты, 
тионоалкил-фосфонаты, тионоалкилфосфотриэфиры, морфолино-связи и боранофосфаты, содержащие 
нормальные 3'-5'-связи, 2'-5'-связанные аналоги указанных соединений и соединения, которые характери-
зуются инвертированной полярностью, при которой прилежащие пары нуклеозидных единиц связаны  
3'-5' с 5'-3' или 2'-5' с 5'-2'. Согласно другим вариантам реализации настоящего изобретения в модифици-
рованной межнуклеозидной связи или остове отсутствует атом фосфора. Модифицированные межнук-
леозидные связи, в которых отсутствует атом фосфора, включают, но не ограничены указанными, корот-
коцепочечные алкильные или циклоалкильные связи между сахарами, смешанные гетероатомные и ал-
кильные или циклоалкильные связи между сахарами или одну или более короткоцепочечных гетероа-
томных или гетероциклических связей между сахарами. Согласно некоторым вариантам реализации на-
стоящего изобретения модифицированные внутринуклеозидные остовы включают, но не ограничены 
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указанными, силоксановые остовы, сульфидные, сульфоксидные и сульфоновые остовы; формацетиль-
ные и тиоформацетильные остовы, метиленформацетильные и тиоформацетильные остовы, алкен-
содержащие остовы, сульфаматные остовы, метилениминовые и метиленгидразиновые остовы, сульфо-
натные и сульфонамидные остовы, амидные остовы; и другие, содержащие смешанные компоненты N, 
О, S и CH2. 

Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения РНКи-триггер Hif2α содержит 
один или более модифицированных нуклеотидов и одну или более модифицированных межнуклеозид-
ных связей. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения 2'-модифицированный 
нуклеотид объединен с модифицированной межнуклеозидной связью. Например, согласно некоторым 
вариантам реализации настоящего изобретения смысловая цепь РНКи-триггера Hif2α может содержать 
1, 2, 3, 4 фосфотиоатные связи, антисмысловая цепь РНКи-триггера Hif2α может содержать 1, 2, 3 или 4 
фосфотиоатные связи или как смысловая цепь, так и антисмысловая цепь независимо может содержать 1, 
2, 3 или 4 фосфотиоатные связи. 

Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения смысловая цепь РНКи-триггера 
Hif2α содержит две фосфотиоатные межнуклеозидные связи. Согласно некоторым вариантам реализации 
настоящего изобретения две фосфотиоатные межнуклеозидные связи находятся между нуклеотидами в 
положениях 1-3 от 3'-конца смысловой цепи. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего 
изобретения две фосфотиоатные межнуклеозидные связи находятся между нуклеотидами в положениях 
1-3, 2-4, 3-5, 4-6, 4-5 или 6-8 от 5'-конца смысловой цепи. Согласно некоторым вариантам реализации 
настоящего изобретения антисмысловая цепь РНКи-триггера Hif2α содержит четыре фосфотиоатные 
межнуклеозидные связи. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения четыре 
фосфотиоатные межнуклеозидные связи находятся между нуклеотидами в положениях 1-3 от 5'-конца 
смысловой цепи и между нуклеотидами в положениях 19-21, 20-22, 21-23, 22-24, 23-25 или 24-26 от  
5'-конца. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения РНКи-триггер Hif2α со-
держит две фосфотиоатные межнуклеозидные связи в смысловой цепи и четыре фосфотиоатные меж-
нуклеозидные связи в антисмысловой цепи. 

Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения РНКи-триггер Hif2α получен 
или предложен в виде соли, смешанной соли или свободной кислоты. 

Примеры антисмысловых цепей, содержащих модифицированные нуклеотиды, представлены в 
табл. 2А и 5В. Примеры смысловых цепей, содержащих модифицированные нуклеотиды, представлены в 
табл. 2В и 5В. В табл. 2А, 2В и 5В для обозначения модифицированных нуклеотидов использованы сле-
дующие сокращения. 
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Таблица 2А 
Антисмысловые цепи РНКи-триггера Hif2α, содержащие  

модифицированные нуклеотиды 
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Таблица 2В 

Смысловые цепи РНКи-триггера Hif2α, содержащие модифицированные нуклеотиды 
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Таблица 3 
Дуплексы РНКи-триггера Hif2α с идентификационными номерами дуплексов 
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Смысловую цепь, содержащую последовательность, приведенную в табл. 2В, можно гибридизовать 

с любой антисмысловой цепью, содержащей последовательность, приведенную в табл. 2А, при условии, 
что две последовательности содержат область, комплементарную по меньшей мере на 90%, в пределах 
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непрерывной последовательности из 16, 17, 18, 19, 20 или 21 нуклеотида. Иллюстративные триггеры 
РНК Hif2α представлены идентификационными номерами дуплексов, показанными в табл. 3. Согласно 
некоторым вариантам реализации настоящего изобретения РНКи-триггер Hif2α состоит из любого из 
идентификационных номеров дуплексов, представленных в настоящей заявке. Согласно некоторым ва-
риантам реализации настоящего изобретения РНКи-триггер Hif2α содержит любой из идентификацион-
ных номеров дуплексов, представленных в настоящей заявке. Согласно некоторым вариантам реализа-
ции настоящего изобретения РНКи-триггер Hif2α содержит последовательности нуклеотидов смысловой 
цепи и антисмысловой цепи любого из идентификационных номеров дуплексов, представленных в на-
стоящей заявке. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения РНКи-триггер 
Hif2α содержит последовательности нуклеотидов смысловой цепи и антисмысловой цепи любого из 
идентификационных номеров дуплексов, представленных в настоящей заявке, и нацеливающую группу 
и/или связывающую группу, причем нацеливающая группа и/или связывающая группа ковалентным спо-
собом связана со смысловой цепью или антисмысловой цепью. Согласно некоторым вариантам реализа-
ции настоящего изобретения РНКи-триггер Hif2α содержит модифицированные последовательности 
нуклеотидов смысловой цепи и антисмысловой цепи любого из идентификационных номеров дуплексов, 
представленных в настоящей заявке. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобрете-
ния РНКи-триггер Hif2α содержит модифицированные последовательности нуклеотидов смысловой це-
пи и антисмысловой цепи любого из идентификационных номеров дуплексов, представленных в настоя-
щей заявке, и нацеливающую группу и/или связывающую группу, причем нацеливающая группа и/или 
связывающая группа ковалентным способом связана со смысловой цепью или антисмысловой цепью. 

Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения РНКи-триггер Hif2α содержит 
антисмысловую цепь, содержащую последовательность нуклеотидных оснований нуклеотидов 2-21 из 
SEQ ID NO: 4. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения РНКи-триггер Hif2α 
содержит антисмысловую цепь, содержащую последовательность нуклеотидных оснований нуклео-
тидов 2-21 из SEQ ID NO: 4, и смысловую цепь, содержащую последовательность нуклеотидных осно-
ваний SEQ ID NO: 53. 

Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения РНКи-триггер Hif2α содержит 
антисмысловую цепь, содержащую последовательность нуклеотидных оснований SEQ ID NO: 88,  
SEQ ID NO: 157, SEQ ID NO: 159 или SEQ ID NO: 163. Согласно некоторым вариантам реализации на-
стоящего изобретения РНКи-триггер Hif2α содержит антисмысловую цепь, содержащую последователь-
ность нуклеотидных оснований SEQ ID NO: 88, и смысловую цепь, содержащую последовательность нук-
леотидных оснований SEQ ID NO: 179. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобрете-
ния РНКи-триггер Hif2α содержит антисмысловую цепь, содержащую последовательность нуклеотидных 
оснований SEQ ID NO: 88, и смысловую цепь, содержащую последовательность нуклеотидных оснований 
SEQ ID NO: 177. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения РНКи-триггер Hif2α 
содержит антисмысловую цепь, содержащую последовательность нуклеотидных оснований SEQ ID NO: 157, 
и смысловую цепь, содержащую последовательность нуклеотидных оснований SEQ ID NO: 175. Соглас-
но некоторым вариантам реализации настоящего изобретения РНКи-триггер Hif2α содержит антисмы-
словую цепь, содержащую последовательность нуклеотидных оснований SEQ ID NO: 159, и смысловую 
цепь, содержащую последовательность нуклеотидных оснований SEQ ID NO: 185. Согласно некоторым 
вариантам реализации настоящего изобретения РНКи-триггер Hif2α содержит антисмысловую цепь, со-
держащую последовательность нуклеотидных оснований SEQ ID NO: 163, и смысловую цепь, содержа-
щую последовательность нуклеотидных оснований SEQ ID NO: 185. 

Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения РНКи-триггер Hif2α содержит 
антисмысловую цепь, содержащую SEQ ID NO: 88, SEQ ID NO: 157, SEQ ID NO: 159 или SEQ ID NO: 163. 
Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения РНКи-триггер Hif2α содержит ан-
тисмысловую цепь, содержащую SEQ ID NO: 88, и смысловую цепь, содержащую SEQ ID NO: 179. Со-
гласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения РНКи-триггер Hif2α содержит анти-
смысловую цепь, содержащую SEQ ID NO: 88, и смысловую цепь, содержащую SEQ ID NO: 177. Со-
гласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения РНКи-триггер Hif2α содержит анти-
смысловую цепь, содержащую SEQ ID NO: 157, и смысловую цепь, содержащую SEQ ID NO: 175. Со-
гласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения РНКи-триггер Hif2α содержит анти-
смысловую цепь, содержащую SEQ ID NO: 159, и смысловую цепь, содержащую SEQ ID NO: 185. Со-
гласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения РНКи-триггер Hif2α содержит анти-
смысловую цепь, содержащую SEQ ID NO: 163, и смысловую цепь, содержащую SEQ ID NO: 185. 

Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения РНКи-триггер Hif2α содержит 
антисмысловую цепь, содержащую последовательность нуклеотидных оснований нуклеотидов 2-21 из 
SEQ ID NO: 38. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения РНКи-триггер 
Hif2α содержит антисмысловую цепь, содержащую последовательность нуклеотидных оснований нук-
леотидов 2-21 из SEQ ID NO: 38, и смысловую цепь, содержащую последовательность нуклеотидных 
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оснований нуклеотидов 1-19 SEQ ID NO: 56. 
Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения РНКи-триггер Hif2α содержит 

антисмысловую цепь, содержащую последовательность нуклеотидных оснований SEQ ID NO: 86,  
SEQ ID NO: 155, SEQ ID NO: 156. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения 
РНКи-триггер Hif2α содержит антисмысловую цепь, содержащую последовательность нуклеотидных 
оснований SEQ ID NO: 156, и смысловую цепь, содержащую последовательность нуклеотидных основа-
ний SEQ ID NO: 195. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения РНКи-триггер 
Hif2α содержит антисмысловую цепь, содержащую последовательность нуклеотидных оснований  
SEQ ID NO: 86, и смысловую цепь, содержащую последовательность нуклеотидных оснований  
SEQ ID NO: 197. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения РНКи-триггер 
Hif2α содержит антисмысловую цепь, содержащую последовательность нуклеотидных оснований  
SEQ ID NO: 155, и смысловую цепь, содержащую последовательность нуклеотидных оснований  
SEQ ID NO: 209. 

Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения РНКи-триггер Hif2α содержит 
антисмысловую цепь, содержащую SEQ ID NO: 86, SEQ ID NO: 155, SEQ ID NO: 156. Согласно некото-
рым вариантам реализации настоящего изобретения РНКи-триггер Hif2α содержит антисмысловую цепь, 
содержащую SEQ ID NO: 156, и смысловую цепь, содержащую SEQ ID NO: 195. Согласно некоторым 
вариантам реализации настоящего изобретения РНКи-триггер Hif2α содержит антисмысловую цепь, со-
держащую SEQ ID NO: 86, и смысловую цепь, содержащую SEQ ID NO: 197. Согласно некоторым вари-
антам реализации настоящего изобретения РНКи-триггер Hif2α содержит антисмысловую цепь, содер-
жащую SEQ ID NO: 155, и смысловую цепь, содержащую SEQ ID NO: 209. 

Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения РНКи-триггер Hif2α содержит 
нацеливающую группу, связывающую группу, полимер для доставки, носитель для доставки и/или дру-
гую группу, отличную от нуклеотида, или конъюгирован с указанными группами. Нацеливающая груп-
па, связывающая группа, полимер для доставки, носитель для доставки и/или другая группа, отличная от 
нуклеотида, может быть ковалентным способом связана с 3'- и/или 5 '-концом смысловой цепи и/или ан-
тисмысловой цепи. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения РНКи-триггер 
Hif2α может содержать нацеливающую группу, связывающую группу, полимер для доставки, носитель 
для доставки или другую группу, отличную от нуклеотида, связанную с 3'- и/или 5'-концом смысловой 
цепи. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения нацеливающая группа, связы-
вающая группа, полимер для доставки, носитель для доставки или другая группа, отличная от нуклеоти-
да, связана с 5'-концом смысловой цепи РНКи-триггера Hif2α. Согласно некоторым вариантам реализа-
ции настоящего изобретения нацеливающая группа, связывающая группа, полимер для доставки, носи-
тель для доставки или другая группа, отличная от нуклеотида, связана напрямую или опосредованно с 
триггером линкером/связывающей группой. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изо-
бретения нацеливающая группа, связывающая группа, полимер для доставки, носитель для доставки 
и/или другая группа, отличная от нуклеотида, связана с триггером лабильной, расщепляемой или обра-
тимой связью или линкером. 

Нацеливающая группа может усиливать фармакокинетические свойства или свойства биораспреде-
ления РНКи-триггера или конъюгата, к которому присоединена данная нацеливающая группа, для улуч-
шения клетко- или тканеспецифичного распределения и клеткоспецифичного поглощения конъюгата. В 
некоторых случаях связывание нацеливающей группы с клеткой или рецептором клетки может вызывать 
эндоцитоз. Нацеливающая группа может являться одновалентной, двухвалентной, трехвалентной, четы-
рехвалентной или обладать большей валентностью. Иллюстративные нацеливающие группы включают, 
без ограничения, соединения, обладающие аффинностью к молекуле поверхности клетки, лиганды ре-
цептора клетки, гаптен, антитела, моноклональные антитела, фрагменты антител и миметики антител, 
обладающие аффинностью к молекулам поверхности клетки. 

Можно синтезировать молекулы РНКи-триггера, описанные в настоящей заявке, содержащие реак-
тивную группу, такую как аминная группа, на 5'-конце. Реактивную группу можно использовать для по-
следовательного присоединения нацеливающего фрагмента с применением способов, принятых в данной 
области техники. 

Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения РНКи-триггер Hif2α содержит 
связывающую группу, конъюгированную с триггером. Связывающая группа облегчает ковалентное свя-
зывание триггера с нацеливающей группой или с полимером для доставки или носителем для доставки. 
Связывающая группа может быть присоединена к 3'- или 5'-концу смысловой цепи или антисмысловой 
цепи РНКи-триггера. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения связывающая 
группа связана со смысловой цепью РНКи-триггера. Согласно некоторым вариантам реализации настояще-
го изобретения связывающая группа конъюгирована с 5'- или 3'-концом смысловой цепи РНКи-триггера. 
Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения связывающая группа конъюгирова-
на с 5'-концом смысловой цепи РНКи-триггера. Примеры связывающих групп включают, но не ограни-
чены указанными: Alk-SMPT-C6, Alk-SS-C6, DBCO-TEG, Me-Alk-SS-C6 и C6-SS-Alk-Me, реактивные 
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группы, такие как первичные амины и алкины, алкильные группы, рибозу с удаленным азотистым осно-
ванием, рибитол и/или группы PEG. 

Линкер или связывающая группа представляет собой соединение между двумя атомами, которое 
связывает одну химическую группу (такую как РНКи-триггер) или сегмент, представляющий интерес, с 
другой химической группой (такой как нацеливающая группа или полимер для доставки) или сегментом, 
представляющим интерес, одной или более ковалентными связями. Лабильное соединение содержит ла-
бильную связь. Связь может необязательно включать спейсер, который увеличивает расстояние между 
двумя соединенными атомами. Спейсер может также добавить подвижности и/или длины связи. Спейсе-
ры могут включать, но не ограничены указанными, алкильные группы, алкенильные группы, алкиниль-
ные группы, арильные группы, аралкильные группы, аралкенильные группы и аралкинильные группы, 
каждая из которых может содержать один или более гетероатомов, гетероциклов, аминокислот, нуклео-
тидов и сахаридов. Спейсерные группы хорошо известны в данной области техники, и приведенный вы-
ше перечень не предназначен для ограничения объема описания. 

Нацеливающие группы и связывающие группы включают, но не ограничены указанными, (Alk-C6), 
(Alk-C6-C6), (Alk-C6-SMPT-C6), (Alk-PEG5-C6), (Alk-PEG5-C6)(Alk-PEG5-Ser), (Alk-SMPT-C6), (Alk-SS-C6), 
(C6-SS-Alk-Me), (Chol-TEG), (DBCO-TEG), (Me-Alk-SS-C6), (NAG13), (NH2-C6). Согласно некоторым 
вариантам реализации настоящего изобретения любая из смысловых цепей РНКи-триггера Hif2α, приве-
денных в табл. 2В, которая содержит 3'- или 5'-нацеливающую группу или связывающую группу, может 
в качестве альтернативы не содержать 3'- или 5'-нацеливающую группу или связывающую группу или 
может содержать отличную 3'-или 5'-нацеливающую группу или связывающую группу, включая, но не 
ограничиваясь указанными, таковые, представленные в табл. 4. 

В структурах некоторых нацеливающих групп и связывающих групп, представленных в табл. 4, 
РНКи-триггер показан и обозначен как триггер, РНК, R, или R1, или R2 (т.е. каждый триггер, РНК, или 
R1, или R2 содержит РНКи-триггер). Например, в отношении (Alk-C6-Ser), (Alk-PEG5-Ser) и  
(Alk-PEG13-Ser) один из R1 и R2 содержит РНКи-триггер и второй может представлять собой водород. 

Таблица 4 
Структуры, представляющие нацеливающие группы и связывающие группы 
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Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения носитель для доставки можно 

использовать для доставки РНКи-триггера в клетку или ткань. Носитель для доставки представляет со-
бой соединение, которое улучшает доставку РНКи-триггера в клетку или ткань. Носитель для доставки 
может содержать, не ограничиваясь указанными, полимер, такой как амфипатический полимер, мембра-
ноактивный полимер, пептид, пептид мелиттин, мелиттин-подобный пептид, липид, обратимо модифи-
цированный полимер или пептид либо обратимо модифицированный мембраноактивный полиамин, или 
может состоять из указанных полимеров. 

Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения РНКи-триггеры могут быть 
объединены с липидами, наночастицами, полимерами, липосомами, мицеллами, DPC или другими сис-
темами для доставки, доступными в данной области техники. РНКи-триггеры могут также быть конъю-
гированы химическим способом с нацеливающими группами, липидами (включая, но не ограничиваясь 
указанными, холестерол и производные холестерола), наночастицами, полимерами, липосомами, мицеллами, 
DPC (см., например, публикации WO 2000/053722, WO 2008/0022309, WO 2011/104169 и WO 2012/083185, 
WO 2013/032829, WO 2013/158141, каждая из которых включена в настоящую заявку посредством ссыл-
ки) или другими системами для доставки, доступными в данной области техники. 

Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения описаны фармацевтические 
композиции для доставки РНКи-триггера Hif2α в опухолевую клетку in vivo. Такие фармацевтические 
композиции могут содержать, не ограничиваясь указанными, РНКи-триггер Hif2α, конъюгированный с 
полимером для доставки, для получения конъюгата РНКи-триггера с полимером для доставки. Согласно 
некоторым вариантам реализации настоящего изобретения полимер для доставки представляет собой 
мембраноактивный полиамин. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения по-
лимер для доставки представляет собой обратимо модифицированный мембраноактивный полиамин. 

Конъюгаты РНКи-триггера Hif2α с полимером для доставки. 
Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения описаны композиции, пред-
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ставленные формулой 

 
где РНКи-триггер представляет собой РНКи-триггер Hif2α, описанный в настоящей заявке, 
Р представляет собой мембраноактивный полиамин, 
М1 содержит нацеливающую группу, связанную с Р обратимой физиологически лабильной связью 

L1, и 
М2 содержит стерический стабилизатор, присоединенный к Р обратимой физиологически лабиль-

ной связью L2, 
х является большим, чем 1, 
у является большим или равным 0. 
(М2-L2)y-P-(L1-M1)x не является мембраноактивным. В настоящей заявке (М2-L2)y-P-(L1-M1)x относит-

ся к полимеру для доставки. Отщепление (L1-М1) и (M2-L2) возвращает Р в мембраноактивное состояние. 
Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения значение х+у составляет более 80%, 
более 90% или более 95% от количества первичных аминов Р. Согласно некоторым вариантам реализа-
ции настоящего изобретения значение х+у составляет более 80%, более 90% или более 95% от количест-
ва первичных аминов в популяции Р. Значение n может составлять от 0,25 до 5 (от одного (1) РНКи-
триггера на каждые 4 полимера до 5 РНКи-триггеров на полимер). Согласно некоторым вариантам реа-
лизации настоящего изобретения значение n составляет от 0,5 до 5. Согласно некоторым вариантам реа-
лизации настоящего изобретения n составляет 0,5-2. Согласно некоторым вариантам реализации настоя-
щего изобретения n составляет 0,8-1,6. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобрете-
ния х составляет 1-20, 2-20, 3-20, 4-20, 5-20, 6-20, 7-20, 8-20, 9-20, 10-20, 11-20, 12-20, 13-20, 14-20 или 
15-20. 

Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения М1 содержит интегринсвязы-
вающее соединение. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения интегринсвя-
зывающее соединение включает αvβ3-связывающее соединение. Согласно некоторым вариантам реали-
зации настоящего изобретения интегринсвязывающее соединение включает лиганд RGD. Согласно неко-
торым вариантам реализации настоящего изобретения αvβ3-связывающее соединение включает лиганд 
RGD. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения лиганд RGD включает миме-
тик RGD. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения стерический стабилизатор 
включает полиэтиленгликоль (PEG). Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобрете-
ния отщепление L1 и/или L2 восстанавливает немодифицированный амин в Р. 

Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения (L1-М1) и (L2-М2) независимо 
представляют собой тетрапептидные модифицирующие агенты и/или дипептидные модифицирующие 
агенты. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения L1 и L2 независимо пред-
ставляют собой тетрапептидные связи или дипептид-РАВС (р-аминобензил-карбаматные) связи. Соглас-
но некоторым вариантам реализации настоящего изобретения L1 и L2 представляют собой тетрапептид-
ные связи. Согласно другим вариантам реализации настоящего изобретения L1 и L2 представляют собой 
дипептид-РАВС связи. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения L1 представ-
ляет собой дипептид-РАВС связь и L2 представляет собой тетрапептидную связь. Согласно другим вари-
антам реализации настоящего изобретения L1 представляет собой тетрапептидную связь и L2 представля-
ет собой дипептид-РАВС связь. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения 
тетрапептидная связь представляет собой тетрапептидную связь FCitFP (фенилаланин-цитруллин-
фенилаланин-пролин). Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения дипептид-
РАВС связь представляет собой ACit-РАВС связь. Для х=2 или более все L1 могут представлять собой 
тетрапептидные связи, дипептид-РАВС связи или комбинацию тетрапептидных связей и дипептид-РАВС 
связей. Для у=2 или более все L2 могут представлять собой тетрапептидные связи, дипептид-РАВС связи 
или комбинацию тетрапептидных связей и дипептид-РАВС связей. 

Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения описанный РНКи-триггер 
Hif2α конъюгирован с обратимо модифицированным мембраноактивным полиамином для получения 
конъюгата РНКи-триггера с полимером для доставки. Согласно некоторым вариантам реализации на-
стоящего изобретения конъюгат РНКи-триггера с полимером для доставки содержит формулу, представ-
ленную ниже, 

 
где А представляет собой мономерное звено, содержащее гидрофобную группу, 
В представляет собой мономерное звено, содержащее первичный амин, 
С содержит интегринсвязывающий лиганд, связанный (т.е. привитый) с содержащим первичный 

амин мономерным звеном обратимой физиологически лабильной связью, 
D содержит стерический стабилизатор, связанный (т.е. привитый) с содержащим первичный амин 

мономерным звеном обратимой физиологически лабильной связью, 



041697 

- 29 - 

а представляет собой целое число больше нуля, 
b представляет собой целое число, большее или равное двум, 
с представляет собой целое число, большее или равное единице, 
d представляет собой целое число, большее или равное единице, 
значение с+d составляет более 80%, более 85%, более 90% или более 95% от значения b, 
поли(Аа-со-Bb) представляет собой сополимер мембраноактивного полиамина, содержащий моно-

мерные звенья А и В РНКи-триггер содержит РНКи-триггер Hif2α, описанный в настоящей заявке, и 
n принимает значение от 0,25 (т.е. конъюгированный исключительно с одним из каждых четырех 

полимеров для доставки) до 5,0. 
Поли(Аа-со-(Bb-прививка-(Сс; Dd))) не является мембраноактивным. Согласно некоторым вариантам 

реализации настоящего изобретения интегринсвязывающее соединение включает αvβ3-связывающее 
соединение. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения интегринсвязывающее 
соединение включает лиганд RGD, такой как миметик RGD. Согласно некоторым вариантам реализации 
настоящего изобретения αvβ3-связывающее соединение включает лиганд RGD, такой как миметик RGD. 
Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения стерический стабилизатор включает 
полиэтиленгликоль (PEG). Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения PEG со-
держит от 2 до 25 единиц этиленгликоля. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изо-
бретения с представляет собой любое целое число в диапазоне 1-75, 1-50, 5-50, 5-40, 5-30, 5-25, 5-20, 5-
15, 10-35, 10-30, 10-25, 10-20 или 15-20. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобре-
тения п принимает значение от 0,5 до 2. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобре-
тения отношение А:В (т.е. а:b) составляет от 30:70 до 60:40. Согласно некоторым вариантам реализации 
настоящего изобретения отношение А:В составляет от 60:40 до 40:60. Согласно некоторым вариантам 
реализации настоящего изобретения отношение А:В составляет приблизительно 45±5:55±5. Согласно 
некоторым вариантам реализации настоящего изобретения отношение А:В составляет приблизительно 
44:56. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения отношение А:В составляет 
приблизительно 46:54. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения молекуляр-
ная масса (ММ) полимера составляет 30-70 кДа. Согласно другим вариантам реализации настоящего 
изобретения ММ полимера составляет 40-60 кДа. Согласно другим вариантам реализации настоящего 
изобретения ММ полимера составляет 40-50 кДа. Согласно еще одним вариантам реализации настоящего 
изобретения ММ полимера составляет от приблизительно 43 кДа до приблизительно 48 кДа. Согласно 
некоторым вариантам реализации настоящего изобретения полимер характеризуется индексом полидис-
персности (PDI) менее 1,4, менее 1,3, 1,25, менее 1,2, менее 1,15 или менее 1,1. Согласно некоторым ва-
риантам реализации настоящего изобретения полимер содержит концевую азидную группу для присое-
динения РНКи-триггера. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения п пред-
ставляет собой 0,8-1,6. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения п представ-
ляет собой 1±0,5. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения с представляет 
собой 1-20,  
2-20, 3-20, 4-20, 5-20, 6-20, 7-20, 8-20, 9-20, 10-20, 11-20, 12-20, 13-20, 14-20 или 15-20. Согласно некото-
рым вариантам реализации настоящего изобретения значение c+d составляет более 80%, более 90% или 
более 95% от значения b. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения С пред-
ставляет собой RGD-PEGx-FcitFPro и D представляет собой PEGy-ACit-PABC, где х представляет собой 
1-50, у представляет собой 4-30. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения х 
является большим, чем у. 

Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения полиамин поли(Аа-со-Bb) 
представляет собой случайный сополимер поли(акрилата), где А представляет собой акрилатный моно-
мер, содержащий гидрофобную группу и В представляет собой акрилатный мономер, содержащий пер-
вичный амин. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения А представляет собой 
пропилакрилатный мономер и В представляет собой этокси-этиламиновый акрилатный мономер. 

Мембраноактивные полиамины являются мембраноактивными, и вследствие этого способны раз-
рушать плазматические мембраны или лизосомальные/эндоцитозные мембраны. В настоящей заявке 
мембраноактивные полиамины представляют собой поверхностно-активные амфипатические полимеры, 
способные вызывать один или более из следующих эффектов в отношении биологической мембраны: 
изменение или разрушение мембраны, которое позволяет молекулам, не проникающим через мембраны, 
поступать в клетку или пересекать мембрану, образование пор в мембране, фрагментацию мембран или 
разрушение или растворение мембраны. В настоящей заявке мембрана или мембрана клетки содержит 
липидный бислой. Изменение или разрушение мембраны можно функционально определить на основа-
нии активности пептида в по меньшей мере одном из следующих анализов: лизиса красных кровяных 
клеток (гемолиза), утечки из липосомы, слияния липосом, слияния клеток, лизиса клеток и высвобожде-
ния из эндосомы. Пептиды или модифицированные пептиды, которые предпочтительно вызывают раз-
рушение эндосом или лизосом по сравнению с плазматической мембраной, считают эндосмолитически-
ми. Обратимо модифицированный мембраноактивный полиамин представляет собой пример эндосмоли-
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тического пептида. Эффект мембраноактивных полимеров в отношении мембраны клетки может являть-
ся временным. Мембраноактивные полимеры обладают аффинностью в отношении мембраны и вызы-
вают денатурацию или деформацию структур бислоя. Доставка РНКи-триггера в клетку опосредована 
мембраноактивным полиамином, который разрушает или дестабилизирует плазматическую мембрану 
или мембрану внутренней везикулы (такой как эндосома или лизосома), в том числе вызывает образова-
ние пор в мембране или разрушение эндосомальных или лизосомальных пузырьков, что обеспечивает 
возможность высвобождения содержимого пузырька в цитоплазму клетки. Предпочтительный полимер 
представляет собой амфипатический поли(акрилатный) случайный сополимер. 

Интегринсвязывающее соединение. 
Интегринсвязывающее соединение обладает аффинностью в отношении одного или более интегри-

нов, экспрессированных на поверхности клетки. Неограничивающий пример интегрина включает интег-
рин αvβ3. Примеры интегринсвязывающих соединений включают, но не ограничены указанными,  
αvβ3-связывающие соединения, лиганд RGD. Лиганды RGD включают соединения, содержащие пептид 
RGD, и соединения, содержащие миметик RGD. В настоящей заявке пептид RGD содержит трипептид 
аргинин-глицин-аспартат. Пептид RGD может являться конформационно напряженным. Пептид RGD 
может содержать непептидные компоненты, связанные с аминокислотной последовательностью RGD. 

В настоящей заявке лиганд RGD содержит пептид RGD или миметик RGD размером <1500 кДа, ко-
торый связывается с интегрином, таким как интегрин альфа v/бета 3 (αvβ3 или αvβ3) (или обладает аф-
финностью в отношении указанного интегрина). 

В настоящей заявке миметик RGD представляет собой непептидную синтетическую молекулу, от-
личную от пептида RDG, которая биологическим способом имитирует активные детерминанты пептида 
RGD, интегринсвязывающую часть RGD интегринсвязывающего белка или интегринсвязывающий  
RGD-мотив αvβ3. Миметик RGD может содержать одну или две существующие в природе аминокисло-
ты, связанные амидными связями. Миметик RGD может представлять собой модифицированный пептид, 
содержащий нестандартные аминокислоты или нестандартные боковые цепи аминокислот. 

Согласно одному варианту реализации настоящего изобретения лиганд RGD содержит группу гуа-
нидиния, связанную с дипептидом глицин-аспартат амидной связью. Группы гуанидиния согласно на-
стоящему изобретению имеют структуру, представленную формулой 

 
где R9 и R10 независимо представляют собой водород или алкил и могут быть соединены для полу-

чения кольца, и 
R11 представляет собой линкер, соединяющий группу гуанидиния с дипептидом глицин-аспартат. 
Группа гуанидиния включает как структуру, представленную выше, так и ее резонансные структу-

ры. Предпочтительный линкер представляет собой -(CRR')-(CRR')-(CRR')- или -(CRR')-(CRR')-(CRR')-
(CRR')-, где 

а) каждый R является независимо необязательным и в случае наличия представляет собой незави-
симо водород, алкил или арил, 

b) R представляет собой независимо водород, алкил, арил или NH2, и 
с) каждый углерод (С) может являться связанным одинарными связями, одинарной связью и двой-

ной связью или ароматическими связями. 
Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения миметик RGD содержит фе-

ноксигруппу, присоединенную к аминокислоте аспартат. Согласно некоторым вариантам реализации 
настоящего изобретения миметик RGD содержит соединение гуанидиний-глицин-аспартат-4-
аминофенокси. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения соединение гуани-
диний-глицин-аспартат-4-аминофенокси содержит структуру, представленную формулой 

 
где R13 представляет собой 
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Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения гуанидиний представляет со-
бой 

 
или 

 
и резонансные структуры указанных соединений. 
Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения миметик RGD содержит 

структуру, представленную формулой 

 
где R14 представляет собой 

 
А содержит линкер. Линкер присоединяет миметик RGD к другой молекуле, такой как дипептид-

аминобензил-карбонат или тетрапептид, которая обеспечивает увеличенную растворимость или обеспе-
чивает способ ковалентного присоединения к другой молекуле. 

Стерический стабилизатор. 
В настоящей заявке стерический стабилизатор представляет собой неионный гидрофильный поли-

мер (природный, синтетический или неприродный), который предотвращает или ингибирует внутримо-
лекулярные или межмолекулярные взаимодействия полимера, к которому присоединен данный стериче-
ский стабилизатор, по сравнению с полимером, не содержащим стерический стабилизатор. Стерический 
стабилизатор препятствует вовлечению полимера, к которому присоединен данный стерический стаби-
лизатор, в электростатические взаимодействия. Электростатическое взаимодействие представляет собой 
нековалентное связывание двух или нескольких веществ вследствие сил притяжения между положитель-
ным и отрицательным зарядами. Стерические стабилизаторы могут ингибировать взаимодействие с компо-
нентами крови и вследствие этого опсонизацию, фагоцитоз и поглощение ретикулоэндотелиальной систе-
мой. Таким образом, стерические стабилизаторы могут увеличивать время циркуляции молекул, к которым 
присоединены данные стерические стабилизаторы. Стерические стабилизаторы также могут ингибировать 
агрегацию полимера. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения стерический 
стабилизатор представляет собой полиэтиленгликоль (PEG) или производное PEG. Согласно некоторым 
вариантам реализации настоящего изобретения PEG может содержать приблизительно 1-500 мономеров 
или этиленовых единиц. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения PEG содер-
жит 2-25 этиленовых единиц. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения PEG 
содержит 4-30 этиленовых единиц. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения 
PEG содержит 5-24 этиленовые единицы. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобре-
тения PEG характеризуется средней молекулярной массой приблизительно 85-20000 дальтон (Да). Соглас-
но некоторым вариантам реализации настоящего изобретения PEG характеризуется молекулярной мас-
сой приблизительно 85-1000 Да. В настоящей заявке стерические стабилизаторы предотвращают или 
ингибируют межмолекулярные или внутримолекулярные взаимодействия полимера, к которому присое-
динены данные стерические стабилизаторы, по сравнению с полимером, не содержащим стерический 
стабилизатор, в водном растворе. 

Обратимые физиологически лабильные связи/модифицирующие агенты Мембраноактивный поли-
амин может являться обратимо модифицированным. Обратимой модификации можно достичь путем 
обратимого присоединения к первичным аминам мембраноактивного полиамина модифицирующих 
агентов. 

Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения обратимая физиологически 
лабильная связь включает тетрапептидную связь. Согласно некоторым вариантам реализации настояще-
го изобретения Р-(L1-М1)x и/или P-(L2-M2)y (формулы 1) содержит 
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где R5 содержит нацеливающую группу (М1) или стерический стабилизатор (М2), 
А4 представляет собой природную, неприродную изомерную или синтетическую гидрофобную  

L-аминокислоту, индекс гидрофобности (Monera et al., J. Protein Sci., 1995, 1, 319) которой при рН 7 со-
ставляет 41 или более, нормированный к глицину, поскольку таковой относится к составу боковой цепи 
аминокислоты (R-группы), 

А3 представляет собой незаряженную гидрофильную L-аминокислоту, индекс гидрофобности 
(Monera et al., J. Protein Sci. 1995, 1, 319) которой при рН 7 составляет -28 или менее, нормированный к 
глицину, поскольку таковой относится к составу боковой цепи аминокислоты (R-группы), 

А2 представляет собой природную, неприродную изомерную или синтетическую гидрофобную  
L-аминокислоту, индекс гидрофобности (Monera et al., J. Protein Sci., 1995, 1, 319) которой при рН 7 со-
ставляет 41 или более, нормированный к глицину, поскольку таковой относится к составу боковой цепи 
аминокислоты (R-группы), 

А1 представляет собой L-пролин, L-лейцин или L-N-метилаланин, и 
R6 представляет собой Р, где Р представляет собой мембраноактивный полиамин формулы 1. 
Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения А1 представляет собой пролин, 

А2 и А4 независимо представляют собой аланин, валин, лейцин, изолейцин или фенилаланин (боковые 
цепи -СН3, -СН(СН3)2, -СН2СН(СН3)2, -СН(СН3)СН2СН3 или -CH2C6H6 соответственно) и А3 представляет 
собой цитруллин или аспарагин (боковые цепи или -(CH2)3NHCONH2 или -CH2CONH2 соответственно). 

Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения А1 представляет собой пролин, 
А2 и А4 представляют собой фенилаланин и А3 представляет собой цитруллин (FCitFPro). Согласно неко-
торым вариантам реализации настоящего изобретения А1 представляет собой пролин, А2 представляет 
собой фенилаланин и А3 представляет собой цитруллин, и А4 представляет собой аланин (ACitFPro). 

Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения тетрапептидный модифици-
рующий агент содержит структуру, представленную формулой 

 
где R5 содержит нацеливающую группу (М1) или стерический стабилизатор (М2), 
R4 представляет собой боковую цепь природной, неприродной изомерной или синтетической гид-

рофобной аминокислоты, 
R3 представляет собой боковую цепь незаряженной гидрофильной аминокислоты, предпочтительно 

цитруллина, 
R2 представляет собой боковую цепь природной, неприродной изомерной или синтетической гид-

рофобной аминокислоты, предпочтительно фенилаланина, 
X и Y представляют собой 
а) (СН2)2(СН3)2 и Н соответственно (тетрапептид А1 представляет собой лейцин), 
b) CH3- и СН3- соответственно (тетрапептид А1 представляет собой N-метилаланин), или 
c) CH2- и СН2-СН2- соответственно (тетрапептид А1 представляет собой пролин), и 
R представляет собой 

 
или 

 
Реакция тетрапептидного модифицирующего агента с полиамином позволяет получить P-(L-M). 
Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения R4 представляет собой боко-

вую цепь фенилаланина или аланина. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобрете-
ния R3 представляет собой боковую цепь цитруллина. Согласно некоторым вариантам реализации на-
стоящего изобретения R2 представляет собой боковую цепь фенилаланина. 

Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения мембраноактивный полиамин 
является модифицированным дипептидными модифицирующими агентами (модифицирующий агент 
дипептид-PABC-PNP), имеющими общую формулу 
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где R содержит стерический стабилизатор или нацеливающую группу, 
А1 представляет собой гидрофобную аминокислоту, и 
А2 представляет собой гидрофильную незаряженную аминокислоту. 
Реакция карбоната модифицирующего агента с амином полимера позволяет получить карбаматную 

связь. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения аминобензильная группа 
представляет собой п-аминобензильную группу. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего 
изобретения карбонат представляет собой активированный аминореактивный карбонат. Согласно неко-
торым вариантам реализации настоящего изобретения отщепляемые линкеры дипептид-РАВС имеют 
общую структуру 

 
где R4 содержит нацеливающую группу или стерический стабилизатор, 
R3 содержит фрагмент аминореактивного карбоната, такой как пара-нитрофенильная группа, 
R1 представляет собой боковую цепь гидрофобной аминокислоты, такой как фенилаланин или ала-

нин, и 
R2 представляет собой боковую цепь гидрофильной незаряженной аминокислоты, такой как цит-

руллин (Cit). 
Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения R1 представляет собой боко-

вую цепь фенилаланина или аланина. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобрете-
ния R2 представляет собой боковую цепь цитруллина (Cit). 

Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения модифицирующий агент RGD 
содержит структуру, представленную формулой 

 
где R14 представляет собой гуанидиний-содержащую группу, как определено выше, 
А' содержит PEG-содержащий линкер, 
R1 представляет собой боковую цепь фенилаланина или аланина, 
R2 представляет собой боковую цепь цитруллина, и 
R3 представляет собой аминореактивный карбонат. 
Полимер для доставки может включать полиамин, обратимо модифицированный в результате реак-

ции первичных аминов в полимере с двузамещенным алкилмалеиновым ангидридом 

 
где R1 содержит нацеливающую группу или стерический стабилизатор. 
Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения двузамещенный алкилмалеи-

новый ангидрид имеет структуру, представленную формулой 

 
где R1 содержит нацеливающую группу или стерический стабилизатор. 
Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения нацеливающая группа (напри-

мер, лиганд RGD) присоединена к модифицирующему агенту линкером, таким как линкер PEG. Линкер 
PEG может содержать 1-50 этиленовых единиц. 

Модифицирующие агенты на основе RGD и PEG представлены на фиг. 1-7. 
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Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения описаны композиции, пред-
ставленные формулой 

 
где РНКи-триггер представляет собой РНКи-триггер Hif2α, 
n представляет собой 0,5-5, 
Р представляет собой мембраноактивный полиамин, 
L1-M1 содержит RGD-PEGa-FCitFPro-, 
а представляет собой 1-50, 
х представляет собой 1-20, 
L2-M2 содержит PEGb-ACit-PABC-, 
b представляет собой 4-30, 
у является большим или равным 0, и 
(М2-L2)y-P-(L1-M1)x не является мембраноактивным. 
Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения значение х+у составляет более 

80%, более 90% или более 95% от количества первичных аминов Р. Согласно некоторым вариантам реа-
лизации настоящего изобретения п представляет собой 0,5-2. Согласно некоторым вариантам реализации 
настоящего изобретения п представляет собой 0,8-1,6. Согласно некоторым вариантам реализации на-
стоящего изобретения х представляет собой 2-20, 3-20, 4-20, 5-20, 6-20, 7-20, 8-20, 9-20, 10-20, 11-20, 12-
20, 13-20, 14-20 или 15-20. 

Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения значение а является большим, 
чем значение b. 

Фармацевтические композиции. 
Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения по меньшей мере один из опи-

санных РНКи-триггеров Hif2α используют для получения фармацевтической композиции (т.е. лекарст-
венного препарата) для лечения субъекта, который получит пользу от снижения или ингибирования экс-
прессии Hif2α. Данные фармацевтические композиции являются пригодными для ингибирования экс-
прессии гена Hif2α в клетке, ткани или организме. Согласно некоторым вариантам реализации настоя-
щего изобретения описанные фармацевтические композиции применяют для лечения субъекта, стра-
дающего от заболевания или нарушения, который получит пользу от снижения или ингибирования экс-
прессии Hif2α. 

В настоящей заявке фармацевтическая композиция или лекарственный препарат содержит фарма-
кологически эффективное количество по меньшей мере одного из описанных РНКи-триггеров Hif2α или 
конъюгатов, содержащих РНКи-триггеры Hif2α и одно или более фармацевтически приемлемых вспомо-
гательных веществ. Фармацевтически приемлемые вспомогательные вещества (вспомогательные веще-
ства) представляют собой вещества, отличные от активной фармацевтической субстанции (АФС, тера-
певтического продукта, например РНКи-триггера), безопасность которых была соответствующим обра-
зом оценена и которые целенаправленно были включены в систему для доставки лекарственного препа-
рата. Вспомогательные вещества не оказывают или не предназначены для оказания терапевтического 
эффекта в предусмотренной дозе. Вспомогательные вещества могут выступать для 

а) способствования обработке системы доставки лекарственного препарата в процессе изготовле-
ния, 

b) защиты, поддержания или усиления стабильности, биодоступности или переносимости АФС па-
циентом, 

с) способствования обнаружению продукта, и/или 
d) усиления другого свойства общей безопасности, эффективности, доставки АФС в процессе хра-

нения или применения. 
Фармацевтически приемлемое вспомогательное вещество может представлять собой инертное ве-

щество или может не представлять собой инертное вещество. 
Вспомогательные вещества включают, но не ограничены указанными, вещества, способствующие 

всасыванию, антиадгезивные вещества, противовспенивающие вещества, антиоксиданты, связывающие 
вещества, связывающие вещества, буферные вещества, носители, покрывающие вещества, красители, 
вещества, способствующие доставке, декстран, декстрозу, разбавители, разрыхлители, эмульгирующие 
вещества, наполнители, вещества-наполнители, вкусоароматические вещества, вещества, способствую-
щие скольжению, смачивающие вещества, смазывающие вещества, масла, полимеры, консерванты, соле-
вой раствор, соли, растворители, сахара, суспендирующие средства, матрицы с замедленным высвобож-
дением, подсластители, загустители, вещества, регулирующие тоничность, вещества основы, водооттал-
кивающие вещества и увлажняющие вещества. 

Фармацевтическая композиция может содержать другие дополнительные компоненты, обычно при-
сутствующие в фармацевтических композициях. Такие дополнительные компоненты включают, но не 
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ограничены указанными, противозудные средства, вяжущие средства, местные анестетики или противо-
воспалительные средства (например, антигистамин, дифенгидрамин и т.д.). Также предусмотрено, что 
клетки, ткани или выделенные органы, которые экспрессируют или содержат определенные в настоящей 
заявке РНКи-триггеры, можно использовать в качестве "фармацевтических композиций". В настоящей 
заявке "фармакологически эффективное количество", "терапевтически эффективное количество" или 
просто "эффективное количество" означает такое количество РНКи-триггера, которое обеспечивает пре-
дусмотренный фармакологический, терапевтический или профилактический результат. 

Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения описанный РНКи-триггер 
Hif2α объединяют с одним или более дополнительными терапевтическими средствами или средствами 
лечения, включая, но не ограничиваясь указанными, второй РНКи-триггер Hif2α или другой агент РНКи, 
низкомолекулярный лекарственный препарат, антитело, фрагмент антитела и/или вакцина. 

Описанные РНКи-триггеры и фармацевтические композиции, содержащие РНКи-триггеры Hif2α, 
раскрытые в настоящей заявке, могут быть упакованы или включены в набор, контейнер, упаковку или 
дозатор. РНКи-триггеры Hif2α и фармацевтические композиции, содержащие указанные РНКи-триггеры 
Hif2α, могут быть упакованы в преднаполненные шприцы или флаконы. 

Предусмотрены клетки, ткани и организмы, отличные от человека, которые содержат по меньшей 
мере один из РНКи-триггеров Hif2α, описанных в настоящей заявке. Клетка, ткань или организм, отлич-
ный от человека, получены путем доставки РНКи-триггера в клетку, ткань или организм, отличный от 
человека, с помощью способов, доступных в данной области техники. Согласно некоторым вариантам 
реализации настоящего изобретения клетка представляет собой клетку млекопитающего, включая, но не 
ограничиваясь указанными, клетку человека. Клетка, ткань или организмы, отличные от человека, явля-
ются пригодными для исследования или в качестве инструментов исследования (например, исследования 
лекарственных препаратов или диагностики). 

Способ лечения. 
Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения РНКи-триггеры Hif2α, опи-

санные в настоящей заявке, используют для лечения субъекта, страдающего от заболевания или наруше-
ния, который получит пользу от снижения или ингибирования экспрессии Hif2α. Согласно некоторым 
вариантам реализации настоящего изобретения описанные РНКи-триггеры Hif2α используют для лече-
ния или предотвращения по меньшей мере одного симптома у субъекта, страдающего от заболевания или 
нарушения, который получит пользу от снижения или ингибирования экспрессии Hif2α. Субъекту вво-
дят терапевтически эффективное количество любого одного или более из описанных РНКи-триггеров и 
посредством этого лечат симптом. 

Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения РНКи-триггеры Hif2α исполь-
зуют для лечения или управления клинической картиной, причем субъекту, который нуждается в таком 
лечении, предотвращении или управлении, вводят терапевтически или профилактически эффективное 
количество одного или более РНКи-триггеров Hif2α или композиции, содержащей РНКи-триггер Hif2α, 
описанный в настоящей заявке. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения 
способ включает введение композиции, содержащей молекулу РНКи-триггера Hif2α, описанную в на-
стоящей заявке, млекопитающему, лечение которого проводят. 

Иллюстративные заболевания, которые получат пользу от снижения и/или ингибирования экспрес-
сии генов Hif2α, включают, но не ограничены указанными, рак, рак почки, светлоклеточную почечно-
клеточную карциному, немелкоклеточный рак легкого, астроцитому (рак головного мозга), рак мочевого 
пузыря, рак молочной железы, хондросаркому, колоректальную карциному, карциному желудка, глиоб-
ластому, плоскоклеточную карциному головы и шеи, гепатоклеточную карциному, аденокарциному лег-
кого, нейробластому, меланому, множественную миелому, рак яичников, рак прямой кишки, метастазы, 
гингивит, псориаз, герпесвирус, ассоциированный с саркомой Капоши, преэклампсию, воспаление, хро-
ническое воспаление, неоваскулярные заболевания и ревматоидный артрит. 

Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения РНКи-триггер Hif2α можно 
использовать для ингибирования экспрессии Hif2α в клетке, группе клеток или ткани, например, у субъ-
екта. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения РНКи-триггер Hif2α можно 
использовать для приготовления в состав композиции для ингибирования экспрессии Hif2α в клетке, 
группе клеток или ткани, например, у субъекта. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего 
изобретения субъекту вводят терапевтически эффективное количество РНКи-триггеров Hif2α, описан-
ных в настоящей заявке, одного типа (или нескольких различных типов), посредством этого ингибируя 
экспрессию Hif2α у субъекта (например, количество, эффективное для ингибирования экспрессии Hif2α 
у субъекта). 

В настоящей заявке термины "сайленсировать", "снижать", "ингибировать", "понижающе регулиро-
вать" или "провести нокдаун экспрессии генов" в отношении гена Hif2α означают, что экспрессия гена, 
которую определяют на основании уровня РНК, транскрибируемой с гена, или на основании уровня по-
липептида, белка или субъединицы белка, транслируемых с мРНК, в клетке, группе клеток или ткани, в 
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которых транскрибируется ген Hif2α, снижается, когда клетку, группу клеток или ткань лечат описан-
ными триггерами РНКи Hif2α, по сравнению со второй клеткой, группой клеток или тканью, которые 
были или не были обработаны таким способом, или по сравнению с той же клеткой, группой клеток или 
тканью до введения РНКи-триггера Hif2α. 

Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения уровень экспрессии генов 
и/или уровень мРНК Hif2α у субъекта, которому вводят описанный РНКи-триггер Hif2α, понижается по 
меньшей мере приблизительно на 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 или 98% 
относительно субъекта до введения РНКи-триггера Hif2α или субъекта, не принимавшего РНКи-триггер 
Hif2α. Уровень экспрессии генов и/или уровень мРНК у субъекта может быть понижен в клетке, группе 
клеток и/или ткани субъекта. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения уровень 
белка Hif2α у субъекта, которому был введен описанный РНКи-триггер Hif2α, понижается по меньшей 
мере приблизительно на 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 или 98% относи-
тельно субъекта до введения РНКи-триггера Hif2α или субъекта, не принимавшего РНКи-триггер Hif2α. 
Уровень белка у субъекта может быть понижен в клетке, группе клеток, ткани, крови и/или других жид-
костях субъекта. Снижение экспрессии генов, уровней мРНК или белка можно оценить любыми спосо-
бами, известными в данной области техники. Снижение или уменьшение уровня мРНК Hif2α и/или 
уровня белка в настоящей заявке в совокупности обозначены как снижение или уменьшение Hif2α либо 
ингибирование или снижение экспрессии Hif2α. 

"Введение в клетку" в отношении РНКи-триггера означает функциональную доставку РНКи-триггера 
в клетку. Под функциональной доставкой подразумевают, что РНКи-триггер доставляют в клетку, и дан-
ный РНКи-триггер обладает ожидаемой биологической активностью (например, последовательность-
специфичным ингибированием экспрессии генов). 

Путь введения представляет собой путь, посредством которого осуществляется контакт  
РНКи-триггера с организмом. Как правило, способы введения лекарственных препаратов и нуклеиновых 
кислот для лечения субъекта хорошо известны в данной области техники и их можно применять для вве-
дения композиций, описанных в настоящей заявке. Соединения, описанные в настоящей заявке, можно 
вводить посредством любого подходящего пути в препарате, соответствующим образом приспособлен-
ном к данному пути. Таким образом, соединения, описанные в настоящей заявке, можно вводить путем 
инъекции, например, внутривенным, внутримышечным, внутрикожным, подкожным или интраперитоне-
альным путем. 

Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения молекулы или композиции 
РНКи-триггера Hif2α, описанные в настоящей заявке, могут быть доставлены в клетку, группу клеток, 
ткань или субъект с применением технологий доставки олигонуклеотидов, известных в данной области 
техники. Как правило, любой подходящий способ, признанный в данной области техники для доставки 
молекулы нуклеиновой кислоты (in vitro или in vivo), можно приспособить для применения с РНКи-
триггером Hif2α, описанным в настоящей заявке. Например, доставку можно осуществлять путем мест-
ного введения (например, прямой инъекции, имплантации или местного применения), системного введе-
ния или подкожного, внутривенного, перорального, интраперитонеального или парентерального путей, 
включая внутричерепное (например, внутрижелудочковое, интрапаринхемальное и интратекальное), 
внутримышечное, трансдермальное введение, введение через дыхательные пути (аэрозоль), назальное, 
ректальное или местное (включая буккальное и сублингвальное) введение. Согласно определенным ва-
риантам реализации настоящего изобретения композиции вводят путем подкожной или внутривенной 
инфузии или инъекции. 

Предложенные выше варианты реализации и объекты настоящего изобретения теперь проиллюст-
рированы следующими неограничивающими примерами. 

Примеры 

Пример 1. Синтез РНКи-триггера. 
А. Синтез. 
Молекулы РНКи-триггера синтезировали согласно фосфорамидитной технологии на твердой фазе, 

используемой для синтеза олигонуклеотидов. В зависимости от масштаба использовали MerMade96E 
(Bioautomation) или MerMade12 (Bioautomation). Синтез проводили на твердой подложке, изготовленной 
из стекла с заданным размером пор (CPG, 500 Å или 600 Å, получали в компании Prime Synthesis, Астон, 
Пенсильвания, США). Все ДНК-, 2'-модифицированные РНК- и UNA- (unlocked nucleic acid, незапертая 
нуклеиновая кислота) фосфорамидиты заказывали в компании Fisher Scientific (Милуоки, Висконсин, 
США). В частности, использовали следующие 2'-О-метил-фосфорамидиты: (5'-О-диметокситритил-N6-
(бензоил)-2'-О-метил-аденозин-3'-О-(2-цианоэтил-N,N-диизопролил-амино) фосфорамидит, 5'-О-диметокси-
тритил-N4-(ацетил)-2'-О-метил-цитидин-3'-О-(2-цианоэтил-N,N-диизопропил-амино) фосфорамидит,  
(5'-О-диметокситритил-N2-(изобутирил)-2'-О-метил-гуанозин-3'-О-(2-циано-этил-N,N-диизопропиламино) 
фосфорамидит и 5'-О-диметокси-тритил-2'-О-метил-уридин-3'-О-(2-цианоэтил-N,N-диизопропиламино) 
фосфорамидит. 2'-Дезокси-2'-фтор-фосфорамидиты несли те же защитные группы, что и 2'-О-метиламидиты 
РНК. 
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Использовали следующие UNA-фосфорамидиты: 5'-(4,4'-диметокситритил)-N-бензоил-2',3'-секо-
аденозин, 2'-бензоил-3'-(2-цианоэтил)-(N,N-диизопропил)]фосфор-амидит, 5'-(4,4'-диметокситритил)-N-
ацетил-2',3'-секо-цитозин, 2'-бензоил-3'-[(2-цианоэтил)-(N,N-диизопропил)]фосфорамидит, 5'-(4,4'-
диметокситритил)-N-изобутирил-2',3'-секо-гуанозин, 2'-бензоил-3'-(2-цианоэтил)-(N,N-
диизопропил)]фосфорамидит и 5'-(4,4'-диметокси-тритил)-2',3'-секо-уридин, 2'-бензоил-3'-[(2-цианоэтил)-
(N,N-диизопропил)]фосфорамидит. Все амидиты растворяли в безводном ацетонитриле (50 мМ) и добав-
ляли молекулярные сита (3 Å). С целью введения TEG-холестерола на 5'-конце олигомеров применяли  
1-диметокситритилокси-3-О-(N-холестерил-3-аминопропил)-триэтиленгликоль-глицерил-2-О-(2-цианоэтил)-
(N,N,-диизопропил)-фосфорамидит от компании Glen Research (Стерлинг, Вирджиния, США).  
5'-модификации вводили без какой-либо модификации цикла синтеза. 5-Бензилтио-1Н-тетразол (ВТТ, 
250 мМ в ацетонитриле) использовали в качестве активирующего раствора. Времена сочетания составля-
ли 10 мин (РНК), 180 с (холестерол), 90 с (2'ОМе и UNA) и 60 с (2'F и ДНК). С целью введения фосфо-
тиоатных связей применяли 100 мМ раствор 3-фенил 1,2,4-дитиазолин-5-она (POS, получали в компании 
PolyOrg, Inc., Леоминстер, Массачусетс, США) в безводном ацетонитриле. См. конкретные последова-
тельности в табл. 1, 2 и 5. 

B. Отщепление и снятие защиты с олигомера, присоединенного к подложке. 
После окончания твердофазного синтеза высушенную твердую подложку обрабатывали раствором 

в объемном соотношении 1:1 40 мас.% метиламина в воде и 28% раствора гидроксида аммония (Aldrich) в 
течение 2 ч при температуре 30°С. Раствор выпаривали, и сухой остаток восстанавливали в воде (см. ниже). 

C. Очистка. 
Неочищенные олигомеры, содержащие холестерол, очищали методом обращенно-фазовой ВЭЖХ с 

применением колонки Waters XBridge BEH300 С4 5u Prep и системы Shimadzu LC-8. Буфер А представ-
лял собой 100 мМ ТЕАА, рН 7,5 и содержал 5% ацетонитрила, и буфер В представлял собой 100 мМ ТЕ-
АА и содержал 95% ацетонитрила. Фиксировали показатели УФ-поглощения при 260 нм. Затем соответ-
ствующие фракции анализировали методом эксклюзионной ВЭЖХ с применением колонки GE Health-
care XK 16/40, упакованной средой Sephadex G-25, с подвижным буфером, содержащим 100 мМ бикар-
бонат аммония, рН 6,7 и 20% ацетонитрила. Другие неочищенные олигомеры очищали методом анионо-
обменной ВЭЖХ с применением колонки TKSgel SuperQ-5PW 13u и системы Shimadzu LC-8. Буфер А 
представлял собой 20 мМ Tris, 5 мМ EDTA, рН 9,0 и содержал 20% ацетонитрила, и буфер В являлся 
таким же, как и буфер А, с добавлением 1,5 М хлорида натрия. Фиксировали показатели  
УФ-поглощения при 260 нм. Соответствующие фракции объединяли, затем анализировали методом экс-
клюзионной ВЭЖХ, как описано для олигомеров, содержащих холестерол. 

D. Отжиг. 
Комплементарные цепи смешивали путем объединения эквимолярных растворов (смысловой и ан-

тисмысловой цепей) в 0,2× ФБР (фосфатно-буферный солевой раствор, 1×, Corning, Cellgro) для получе-
ния РНКи-триггеров. Данный раствор помещали в термомиксер при температуре 70°С, нагревали до 
температуры 95°С, выдерживали при температуре 95°С в течение 5 мин и медленно охлаждали до комнат-
ной температуры. Некоторые РНКи-триггеры лиофилизировали и хранили при температуре от -15 до -25°С. 
Концентрацию дуплекса определяли путем измерения поглощения раствора на спектрометре в ультра-
фиолетовой и видимой области спектра в 0,2× ФБР. Затем для определения концентрации дуплекса по-
глощение раствора при 260 нм умножали на коэффициент конверсии и фактор разведения. Если не ука-
зано обратное, все коэффициенты конверсии составляли 0,037 мг/(мл⋅см). В некоторых экспериментах 
коэффициент конверсии рассчитывали на основании определенного экспериментальным путем коэффи-
циента экстинкции. 

Пример 2. Синтез амфипатических мембраноактивных полиаминов APN 1170-100А (100А), APN 
1203-006 (006), APN 1203-064 (064). 

 
А. Материалы. 
2,2'-Азобис(2,4-диметилвалеронитрил) (V-65, инициатор радикальной полимеризации) заказывали в 

компании Wako Pure Chemical Industries. Пропилакрилат заказывали в компании Polysciences Inc. N-Boc-
этоксиэтиламинакрилат получали в компании WuXi Inc. 2-(додецилтио-карбонотиоилтио)-2-
метилпропионовую кислоту (DDMAT, RAFT-агент), 1,1'-азобис-(цикло-гексанкарбонитрил) (ACHN),  
1-этилпиперидингипофосфит (ЕРНР), пентафторфенол, N,N'-дициклогексилкарбодиимид и  
N,N-диизопропил-этиламин заказывали в компании Sigma Aldrich. О-(2-Аминоэтил)-О'-(2-
азидоэтил)триэтиленгликоль (азидо-PEG4-амин) заказывали в компании Biomatrik Inc. 
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В. RAFT-сополимер N-Boc-этоксиэтиламинакрилата и пропилакрилата (ЕАР). 
Готовили растворы V-65 (2 мг/мл) и RAFT-агента DDMAT (10 мг/мл) в бутилацетате. Исходный 

молярный состав мономера являлся следующим: 52% N-Boc-этоксиэтиламинакрилата, 48% пропилакри-
лата. Теоретическая ММ составляла 75000. Молярное отношение RAFT-агента (DDMAT) к инициатору 
(V-65) составляло 6,67:1. N-Boc-этоксиэтиламинакрилат (1,778 г, 6,86 ммоль), пропилакрилат (0,794 мл, 
0,722 г, 6,33 ммоль), раствор DDMAT (1,215 мл, 0,0333 ммоль), раствор V-65 (0,621 мл, 0,005 ммоль) и 
бутилацетат (10,2 мл) вносили в стеклянную пробирку объемом 20 мл с магнитной мешалкой. Пробирку 
запечатывали крышкой с диафрагмой и через раствор барботировали азот с применением длинной иглы 
со второй иглой в качестве выходного канала в течение 1 ч. Иглы удаляли и пробирку нагревали до тем-
пературы 50°С в течение 24 ч при перемешивании. Раствору позволяли охладиться до комнатной темпе-
ратуры и переносили поровну в две центрифужные пробирки объемом 50 мл до добавления гексана  
(35 мл) в обе пробирки. Раствор центрифугировали в течение 2 мин при 4400 об/мин. Слой супернатанта 
аккуратно сцеживали, и нижний слой промывали гексаном. Затем нижний слой из каждой пробирки по-
вторно растворяли в дихлорметане (7 мл), преципитировали в гексане (40 мл) и еще раз центрифугирова-
ли. Супернатант сцеживали и нижний слой промывали гексаном перед тем как слои объединяли в одну 
центрифужную пробирку объемом 50 мл и полимер высушивали под пониженным давлением в течение 
нескольких часов. Выход неочищенного ЕАР-сополимера составлял 2,1 г. Образцы сополимера отбирали 
для анализа методом многоуглового рассеяния излучения (MALS) и 1H-ЯМР. 

Полимер 006. Состав, определенный методом 1H-ЯМР, являлся следующим: 55% N-Boc-
этоксиэтиламинакрилата и 45% пропилакрилата. ММ 006, определенная методом MALS, составила 
58600 г/моль с индексом полидисперсности (PDI) 1,04. 

Полимер 100А. Состав, определенный методом 1H-ЯМР: 56% N-Boc-этоксиэтиламинакрилата и 
44% пропилакрилата. ММ, определенная методом MALS: 65150, PDI 1,122. 

Полимер 064. Состав, определенный методом 1H-ЯМР: 54% N-Boc-этоксиэтиламинакрилата и 46% 
пропилакрилата. ММ 064, определенная методом MALS, составила 57957 г/моль, индекс полидисперс-
ности (PDI) 1,07. 

С. Индуцированное радикалами удаление ω-концевой группы (полимеры 006 и 064). 
Готовили растворы 1,1'-азобис-(циклогексанкарбонитрила) (ACHN, 20 мг/мл) и  

1-этилпиперидингипофосфита (ЕРНР, 100 мг/мл) в толуоле. ЕАР (2 г, 0,035 ммоль), ACHN (0,213 мл,  
0,5 экв., 0,0174 ммоль), ЕРНР (1,25 мл, 20 экв., 0,697 ммоль) и толуол (25,2 мл) вносили в стеклянную 
пробирку объемом 40 мл с магнитной мешалкой. Пробирку запечатывали крышкой с диафрагмой и через 
раствор барботировали азот с применением длинной иглы со второй иглой в качестве выходного канала 
в течение 1 ч. Иглы удаляли и пробирку нагревали до температуры 100°С в течение 2 ч. Раствору позво-
ляли охладиться до комнатной температуры и ~20 мл толуола удаляли путем ротационного выпаривания. 
Оставшийся раствор переносили в центрифужную пробирку объемом 50 мл и добавляли гексан (35 мл). 
Раствор центрифугировали в течение 2 мин при 4400 об/мин. Слой супернатанта аккуратно сцеживали и 
нижний слой промывали гексаном. Затем нижний слой повторно растворяли в дихлорметане (7 мл), пре-
ципитировали в гексане (40 мл) и еще раз центрифугировали. Супернатант сцеживали и нижний слой 
промывали гексаном перед тем как полимер высушивали под пониженным давлением в течение ~1 ч. 
Полимер растворяли в метил-трет-бутиловом эфире (80 мл) и переносили в делительную воронку. Затем 
раствор промывали 3 объемами H2O по 30 мл с последующей промывкой 3 объемами насыщенного NaCl 
по 30 мл. Затем раствор полимера высушивали над сульфатом натрия и фильтровали через вакуум-
фильтры GHP 0,45 мкм. МТВЕ удаляли путем ротационного выпаривания в высоком вакууме. Отбирали 
образец для контроля удаления концевой группы с применением УФ-спектрофотометра. Удаление кон-
цевой группы согласно расчету составило 99%. Отбирали образцы для анализа методом MALS, ГХ-ПИД 
(газовой хроматографии с пламенно-ионизационным детектором) и 1H-ЯМР. Состав 006, определенный 
методом 1H-ЯМР, являлся следующим: 55% N-Boc-этоксиэтиламинакрилата и 45% пропилакрилата. 
Конверсия 006, определенная методом ГХ-ПИД, составила 81,4% для N-Boc-этоксиэтиламинакрилата и 
77,3% для пропилакрилата. Конверсия 100А, определенная методом ГХ-ПИД, составила 87% для N-Boc-
этоксиэтиламинакрилата и 83% для пропилакрилата. ММ полимера 006, определенная методом MALS, 
составила 57700 г/моль с индексом полидисперсности (PDI) 1,06. 

D. Активация α-концевой группы пентафторфенолом. 
ЕАР-полимер (2 г, 0,0347 ммоль), пентафторфенол (63,8 мг, 0,3466 ммоль),  

N,N'-дициклогексилкарбодиимид (71,5 мг, 0,3466 ммоль) и дихлорметан (40 мл) вносили в круглодонную 
колбу объемом 100 мл с магнитной мешалкой. Колбу закупоривали резиновой мембраной и через систе-
му продували азот в течение 15 мин. Раствор перемешивали в течение 16 ч при комнатной температуре. 
Добавляли дополнительный пентафторфенол (63,8 мг, 0,3466 ммоль) и N,N-дициклогексилкарбодиимид 
(71,5 мг, 0,3466 ммоль), колбу закупоривали резиновой мембраной и через систему продували азот в те-
чение 15 мин. Раствор перемешивали в течение 3 ч при комнатной температуре. Полимер преципитиро-
вали гексаном (~10× объем), центрифугировали и растворитель сцеживали. Полимер растворяли в мини-
мальном количестве дихлорметана, преципитировали гексаном (~10× объем), центрифугировали и рас-
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творитель сцеживали. Полимер растворяли в минимальном количестве этилацетата, преципитировали 
гексаном (~10× объем), центрифугировали и растворитель сцеживали. Преципитат полимера высушива-
ли в высоком вакууме до тех пор, пока твердое вещество не достигало постоянной массы. 

E. Функционализация α-концевой группы азидом. 
В круглодонной колбе объемом 100 мл, оборудованной резиновой мембраной и магнитной мешал-

кой, полимер с предшествующей стадии (1,9 г, 0,0329 ммоль) растворяли в дихлорметане (38 мл). В кол-
бу при перемешивании добавляли азидо-PEG4-амин (86,4 мг, 0,3293 ммоль) и N,N-диизопропилэтиламин 
(46,8 мг, 63,1 мкл, 0,3622 ммоль). Через систему продували азот в течение 15 мин и реакционную смесь 
оставляли перемешиваться при комнатной температуре в течение ночи. В колбу добавляли дополнительный 
азидо-PEG4-амин (86,4 мг, 0,3293 ммоль) и N,N-диизопропилэтиламин (46,8 мг, 63,1 мкл, 0,3622 ммоль), че-
рез систему продували газообразный N2 и реакционную смесь перемешивали в течение 3 ч при комнат-
ной температуре. Полимер преципитировали гексаном (~10× объем), центрифугировали и растворитель 
сцеживали. Полимер растворяли в минимальном количестве дихлорметана, преципитировали гексаном 
(~10× объем), центрифугировали и растворитель сцеживали. Преципитат полимера высушивали в высо-
ком вакууме до тех пор, пока твердое вещество не достигло постоянной массы. Выход функционализи-
рованного азидом ЕАР составил 1,77 г. Образцы сополимера отбирали для анализа методом многоугло-
вого рассеяния излучения (MALS) и 1H-ЯМР. 

Полимер 006. Состав, определенный методом 1H-ЯМР, являлся следующим: 56% N-Boc-
этоксиэтиламинакрилата и 44% пропилакрилата. ММ, определенная методом MALS, составила 60330 г/моль 
с индексом полидисперсности (PDI) 1,05. 

Полимер 100А. Состав, определенный методом 1H-ЯМР, являлся следующим: 56% N-Вос-
этоксиэтиламинакрилата и 44% пропилакрилата. ММ, определенная методом MALS: 64430 с PDI 1,217. 

Полимер 064. Состав, определенный методом 1H-ЯМР, являлся следующим: 54% N-Вос-
этоксиэтиламинакрилата и 46% пропилакрилата. ММ, определенная методом MALS: 65170 с PDI 1,05. 

Моноазид. 
Термин "моноазид" или "моноазидный полимер" указывает, что были проведены стадии D и Е вы-

шеописанных процедур, и азидную группу сочетали с α-концевой группой полимера. 
F. Снятие защиты Boc и фильтрация тангенциальным потоком. 
В круглодонную колбу объемом 100 мл к функционализированному азидом ЕАР-сополимеру  

(1,67 г, 0,0277 ммоль) добавляли 2 М HCl в уксусной кислоте (28 мл). Реакционную смесь перемешивали 
при комнатной температуре в течение 1 ч. Добавляли деионизированную H2O (56 мл) и перемешивали в 
течение 10 мин. Затем раствор немедленно заменяли 10 эквивалентными объемами 5 мМ фосфатно-
цитратного буфера (рН 5) с применением модуля фильтров mPES 30 кДа 115 см2, оборудованного систе-
мой фильтрации тангенциальным потоком (KrosFlo Research). Затем раствор концентрировали с приме-
нением аппарата до конечного объема 55 мл. Было зафиксировано значение рН 5,1. Образцы отбирали 
для определения концентрации методом парофазной газовой хроматографии. Аликвоту лиофилизирова-
ли, а затем восстанавливали в 33,3% ацетонитриле-d в оксиде дейтерия до концентрации 10 мг/мл для 
анализа методом 1H-ЯМР. Рассчитанная теоретическая ММ составила 43026 и 45765 г/моль для 006 и 100А 
соответственно. 

G. С применением аналогичных методик можно с легкостью получить аналогичные амфипатиче-
ские мембраноактивные полиамины. 

В частности, амфипатические мембраноактивные полиамины с молекулярной массой (ММ) 40-120 
к (защищенные), от 25 до 85 к (после снятия защиты), с PDI от 1,03 до 1,2 и отношением мономеров от 
35% мономера с амином/65% мономера с гидрофобной группой до 70% мономера с амином/30% моно-
мера с гидрофобной группой. 

Пример 3. Синтез APN 1095-126 (126). 

 
При синтезе APN 1095-126 использовали дитиобензоатный фрагмент RAFT-агента и RAFT-инициатор 

AIBN вместо тритиокарбонатного фрагмента RAFT-агента и RAFT-инициатора V-65, которые применя-
ли для синтеза 100А и 006. Условия для данной полимеризации требовали отличных температур и вре-
мен нагрева. Помимо этого, для данного полимера требовалось фракционное осаждение. Полимер не 
являлся эндкепированным, но способ добавления азида являлся таким же, что и в случае 100А и 006. 

A. Материалы. 
Пропилакрилат заказывали в компании Polysciences Inc. N-Boc-этоксиэтиламинакрилат получали в 

компании WuXi Inc. 4-циано-4-(фенилкарбонотиоилтио) пентановую кислоту (СРСРА, RAFT-агент),  
2,2'-азобис(2-метилпропионитрил) (AIBN, инициатор радикальной полимеризации), пентафторфенол, 
N,N'-дициклогексилкарбодиимид и N,N-диизопропилэтиламин заказывали в компании Sigma Aldrich.  
О-(2-Аминоэтил)-О'-(2-азидоэтил)триэтиленгликоль (азидо-PEG4-амин) заказывали в компании Bioma-
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trik Inc. 
B. RAFT-сополимер N-Boc-этоксиэтиламинакрилата и пропилакрилата (ЕАР). 
Следующую процедуру повторяли 8 раз с получением в совокупности 4,5513 г фракционированно-

го ЕАР-сополимера. Готовили растворы AIBN (1,035 мг/мл) и RAFT-агента СРСРА (50,54 мг/мл) в бу-
тилацетате. Молярный состав исходной мономерной смеси являлся следующим: 52% N-Boc-
этоксиэтиламинакрилата, 48% пропилакрилата. Теоретическая ММ составляла 75000. Молярное отно-
шение RAFT-агента (СРСРА) к инициатору (AIBN) составляло 6,67:1. 

N-Boc-этоксиэтиламинакрилат (1,7879 г, 6,9 ммоль), пропилакрилат (0,774 мл, 0,7121 г, 6,24 ммоль), 
раствор СРСРА (0,184 мл, 0,0333 ммоль), раствор AIBN (0,793 мл, 0,005 ммоль) и бутилацетат (11,02 мл) 
вносили в стеклянную пробирку объемом 20 мл с магнитной мешалкой. Пробирку запечатывали крыш-
кой с диафрагмой и через раствор барботировали азот с применением длинной иглы со второй иглой в 
качестве выходного канала в течение 1 ч. Иглы удаляли и пробирку нагревали до температуры 50°С в 
течение 24 ч при перемешивании. Раствору позволяли охладиться до комнатной температуры и перено-
сили в центрифужную пробирку объемом 50 мл перед добавлением гексана (35 мл). Раствор центрифу-
гировали в течение 2 мин при 4400 об/мин. Слой супернатанта аккуратно сцеживали и нижний слой 
промывали гексаном. Затем нижний слой из каждой пробирки повторно растворяли в дихлорметане  
(7 мл), преципитировали в гексане (40 мл) и еще раз центрифугировали. Супернатант сцеживали и ниж-
ний слой промывали гексаном, перед тем как полимер высушивали под пониженным давлением в тече-
ние нескольких часов. Выход неочищенного ЕАР-сополимера составил 1,734 г. Образцы неочищенного 
сополимера отбирали для анализа методом многоуглового рассеяния излучения (MALS) и 1H-ЯМР. Вы-
сушенный неочищенный сополимер растворяли в DCM (100 мг/мл). Добавляли гексан до момента дос-
тижения точки помутнения. Полученный в результате непрозрачный раствор центрифугировали. Ниж-
ний слой экстрагировали и полностью преципитировали в гексане. Фракцию центрифугировали, после 
чего сополимер выделяли и высушивали в вакууме. Выход выделенной фракции ЕАР-сополимера соста-
вил 0,602 г. Образцы фракционированного сополимера отбирали для анализа методом 1H-ЯМР и MALS. 
Состав, определенный методом 1H-ЯМР, являлся следующим: 56% N-Boc-этоксиэтиламинакрилата и 
44% пропилакрилата. ММ, определенная методом MALS, составила 62010 г/моль с индексом полидис-
персности (PDI) 1,14. 

С. Активация α-концевой группы пентафторфенолом. 
ЕАР-полимер (2 г, 0,0347 ммоль), пентафторфенол (63,8 мг, 0,3466 ммоль),  

N,N'-дициклогексилкарбодиимид (71,5 мг, 0,3466 ммоль) и дихлорметан (40 мл) вносили в круглодонную 
колбу объемом 100 мл с магнитной мешалкой. Колбу закупоривали резиновой мембраной и через систе-
му продували азот в течение 15 мин. Раствор перемешивали в течение 16 ч при комнатной температуре. 
Добавляли дополнительный пентафторфенол (63,8 мг, 0,3466 ммоль) и N,N'-дициклогексилкарбодиимид 
(71,5 мг, 0,3466 ммоль), колбу закупоривали резиновой мембраной и через систему продували азот в те-
чение 15 мин. Раствор перемешивали в течение 3 ч при комнатной температуре. Полимер преципитиро-
вали гексаном (~10× объем), центрифугировали и растворитель сцеживали. Полимер растворяли в мини-
мальном количестве дихлорметана, преципитировали гексаном (~10× объем), центрифугировали и рас-
творитель сцеживали. Полимер растворяли в минимальном количестве этилацетата, преципитировали 
гексаном (~10× объем), центрифугировали и растворитель сцеживали. Преципитат полимера высушива-
ли в высоком вакууме до тех пор, пока твердое вещество не достигало постоянной массы. 

D. Функционализация α-концевой группы азидом. 
В круглодонной колбе объемом 100 мл, оборудованной резиновой мембраной и магнитной мешал-

кой, полимер с предшествующей стадии (1,9 г, 0,0329 ммоль) растворяли в дихлорметане (38 мл). В кол-
бу при перемешивании добавляли азидо-PEG4-амин (86,4 мг, 0,3293 ммоль) и N,N-диизопропил-
этиламин (46,8 мг, 63,1 мкл, 0,3622 ммоль). Через систему продували азот в течение 15 мин и реакцион-
ную смесь оставляли перемешиваться при комнатной температуре в течение ночи. В колбу добавляли 
дополнительный азидо-PEG4-амин (86,4 мг, 0,3293 ммоль) и N,N-диизопропилэтиламин (46,8 мг, 63,1 мкл, 
0,3622 ммоль), через систему продували газообразный N2 и реакционную смесь перемешивали в течение 
3 ч при комнатной температуре. Полимер преципитировали гексаном (~10× объем), центрифугировали и 
растворитель сцеживали. Полимер растворяли в минимальном количестве дихлорметана, преципитиро-
вали гексаном (~10× объем), центрифугировали и растворитель сцеживали. Преципитат полимера высу-
шивали в высоком вакууме до тех пор, пока твердое вещество не достигало постоянной массы. Выход 
функционализированного азидом ЕАР составил 1,77 г. Образцы сополимера отбирали для анализа мето-
дом многоуглового рассеяния излучения (MALS) и 1H-ЯМР. Состав, определенный методом 1H-ЯМР, 
являлся следующим: 56% N-Boc-этоксиэтиламинакрилата и 44% пропилакрилата. ММ, определенная 
методом MALS, составила 66670 г/моль с индексом полидисперсности (PDI) 1,11. 

E. Снятие защиты Boc и фильтрация тангенциальным потоком. 
В круглодонную колбу объемом 100 мл к функционализированному азидом ЕАР-сополимеру  

(1,67 г, 0,0277 ммоль) добавляли 2 М HCl в уксусной кислоте (28 мл). Реакционную смесь перемешивали 
при комнатной температуре в течение 1 ч. Добавляли деионизированную H2O (56 мл) и перемешивали в 
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течение 10 мин. Затем раствор немедленно заменяли 10 эквивалентными объемами 5 мМ фосфатно-
цитратного буфера (рН 5) с применением модуля фильтров mPES 30 кДа 115 см2, оборудованного систе-
мой фильтрации тангенциальным потоком (KrosFlo Research). Затем раствор концентрировали с приме-
нением аппарата до конечного объема 55 мл. Было зафиксировано значение рН 5,1. Образцы отбирали 
для определения концентрации методом парофазной газовой хроматографии. Аликвоту лиофилизирова-
ли, а затем восстанавливали в 33,3% ацетонитриле-d в оксиде дейтерия до концентрации 10 мг/мл для 
анализа методом 1H-ЯМР. Рассчитанная теоретическая ММ составила 43026 г/моль. 

Пример 4. Аналитические данные о полимере. 
(i) Анализ методом MALS. 
Приблизительно 10 мг сополимера растворяли в 0,5 мл 75% дихлорметана, 20% тетрагидрофурана и 

5% ацетонитрила. Молекулярную массу и полидисперсность (PDI) измеряли с применением детектора 
мультиракурсного светорассеяния Wyatt Heleos II, присоединенного к аппарату для ВЭЖХ Shimadzu 
Prominence с применением колонки Jordi, 5 мкм, 7,8×300, Mixed Bed LS DVB. Молекулярная масса (по-
лимер 006) до снятия защиты: 60330 (PDI 1,05). 

(ii) Конверсия мономера методом газовой хроматографии. 
Приблизительно 40 мкл раствора сополимера (раздел В) отбирали после перемешивания (до барбо-

тирования N2), после барботирования N2 и после завершения реакции. Образцы разводили в 100 раз в 
этилацетате. Образцы анализировали на приборе Shimadzu GC-2010 plus, оснащенном пламенно-
ионизационным детектором, с применением колонки Phenomenex Zebron capillary (ZB-5, 30 м, внутрен-
ний диаметр 0,25 мм, толщина фазы 0,5 мкм). Конверсию мономера измеряли с применением образца до 
барботирования N2 в качестве калибровки по одной точке путем сравнения концентраций мономера по-
сле реакции с концентрациями мономера до реакции/после барботирования N2. 

(iii) Концентрация полимера на основании содержания пропанола с применением парофазной газо-
вой хроматографии (ПФ-ГХ). 

Раствор полимера после снятия защиты (~20 мг/мл) разводили в 50 раз в 3 М NaOH с применением 
1-бутанола в качестве внутреннего стандарта. Реакционную пробирку запечатывали и встряхивали в те-
чение 1 ч. Затем реакционную смесь инкубировали в течение по меньшей мере 6 ч при комнатной темпе-
ратуре. Во флаконе для парофазного анализа объемом 10 мл к насыщенному NaCl (500 мкл) и HCl (4 М, 
250 мкл) добавляли гидролизованное исследуемое соединение (250 мкл) и систему запечатывали. Иссле-
дуемые соединения анализировали с помощью аппарата Shimadzu GC-2010 plus с парофазным пробоот-
борником HS-20 с применением колонки Phenomenex ZB-WAX plus gc (30,0 м, внутренний диаметр  
0,25 мм, толщина фазы 0,25 мкм). Затем количественно определяли концентрацию пропанола с примене-
нием кривой внешнего стандарта или пропанола, содержащего ту же матрицу NaCl/HCl/NaOH. После 
этого концентрацию полимера рассчитывали путем деления концентрации пропанола на количество 
пропанола на полимер, которое было определено в результате встраивания мономера. 

(iv) Количественное определение азида с применением УФ-спектроскопии. 
Раствор полимера после снятия защиты (~20 мг/мл) разводили до концентрации ~5 мг/мл в 60 мМ 

MES, рН 6. Затем проводили реакцию полимера с DBCO-амином (2,5 молярных эквивалентов) при ком-
натной температуре в течение по меньшей мере 6 ч. Рассчитывали разницу поглощения при 310 нм и 
определяли содержание азида на полимер. 

Пример 5. Фильтрация тангенциальным потоком и анализ конъюгата. 
После образования конъюгата, т.е. модификации полимера путем добавления модифицирующих 

агентов на основе RGD и PEG и присоединения РНКи-триггера (см. пример 9 ниже), раствор конъюгата 
(2 мг/мл, 10 мл) заменяли 10 эквивалентными объемами 5 мМ фосфатно-цитратного буфера (рН 5) с 
применением модуля фильтров mPES 30 кДа 115 см2, оборудованного системой фильтрации тангенци-
альным потоком (KrosFlo Research). Было зафиксировано значение рН 5,1. 

А. Характеризация и анализ конъюгата. 
(i) Концентрация полимера в процессе конъюгации. Для контроля концентрации полимера в про-

цессе сборки конъюгата использовали тот же способ, что и в разделе G(iii). 
(ii) Количественное определение примесей методом обращенно-фазовой ВЭЖХ. 
Конъюгат полимера (после очистки TFF) разводили до концентрации 1 мг/мл H2O и инжектировали в 

аппарат для ВЭЖХ Shimadzu Prominence с УФ-детектором SPD-20A и колонкой Waters Xbridge С18, 5 мкм, 
4,6×250 мм. В способе использовали двойной градиент, который состоял из H2O/ацетонитрила/0,1% му-
равьиной кислоты с обнаружением при 247 нм. Концентрации PEGn-ACit-PABOH, RGD-PEGn-FCFP-
COOH и PNP рассчитывали с применением количественного определения на основе внешнего стандарта. 

(iii) Модификация RGD-PEGn-FCitFP-TFP и PEGn-ACit-PABC-PNP посредством аминокислотного 
анализа. 

Конъюгат полимера (после очистки TFF) с норвалином в качестве внутреннего стандарта гидроли-
зовали в течение 16 ч в HCl (6 М) при температуре 110°С в запечатанной пробирке для гидролиза. Затем 
гидролизационный раствор нейтрализовали NaOH, разводили боратным буфером (рН 10,1) и деривати-
зировали с применением фтальдиальдегида/3-меркаптопропионовой кислоты. 
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Затем образец инжектировали в систему Shimadzu Nexera ВЭЖХ с автоматическим пробоотборником 
SIL-30A, детектором на основе фотодиодной матрицы SPD -20А и колонкой Waters Xbridge С18, 5 мкм, 
4,6×250 мм. Образец элюировали с применением двойного градиента 10 мМ тетрабората декагидрата 
натрия/10 мМ двухосновного фосфата натрия/5 мМ азида натрия и 45% метанола/45% ацетонитрила/10% 
H2O. УФ-обнаружение проводили при 338 нм. Концентрации аланина и фенилаланина рассчитывали с 
применением кривых внешних стандартов. Концентрации аланина и фенилаланина вместе с концентра-
цией полимера и встраиванием мономера использовали для расчета суммарной модификации аминог-
рупп, а также соотношения между обоими лигандами. 

(iv) Количественное определение триггера РНК и чистоты конъюгата методом эксклюзионной хро-
матографии. 

Собирали аппарат Shimadzu Prominence ВЭЖХ, оснащенный УФ-детектором SPD-20A и колонкой 
для эксклюзионной хроматографии Acclaim SEC-300, 4,6×300 мм, 5 мкм, 300 Å (1-я в блоке), присоеди-
ненной к колонке для эксклюзионной хроматографии Acclaim SEC-1000, 4,6×300 мм, 7 мкм, 1000 Å (2-я 
в блоке). Использовали изократический способ с применением 200 мМ NaBr, 10 мМ Tris pH 8, 1 мМ 
EDTA и 20% ацетонитрила в качестве подвижной фазы с обнаружением при 260 нм. Образец конъюгата 
полимера (после добавления триггера РНК) разводили в подвижной фазе и инжектировали в систему. 
Другой образец конъюгата разводили согласно той же схеме, но обрабатывали 200 мМ дитиотреитолом в 
течение 2 ч перед инжекцией в систему. Концентрацию триггера РНК для обоих образцов рассчитывали 
с применением кривой внешнего стандарта. Количество конъюгированного триггера РНК рассчитывали 
путем вычитания уровней РНК, обработанной DTT, из уровней необработанной РНК. Чистоту конъюгата 
после TFF также определяли с применением данного способа. 

Пример 6. Лиганды RGD (миметик RGD). 

 
или 

 
А. Миметик RGD № 1-PEGn-HyNic, MM 1272. 

 
В. Миметик RGD № 1a-HyNic, MM 802,8. 

 
С. Миметик RGD № 1b-HyNic, MM 830,9 (RGD). 

 
Пример 7. Модифицирующие агенты на основе RGD и PEG. 
A. Дипептидные модифицирующие агенты RGD-дипептид и PEG-дипептид получали, как описано 

в публикациях US 20120172412 A1 (WO 2012/092373) и US 20150045573 A1 (WO 2015/021092) (обе из 
которых включены в настоящую заявку посредством ссылки); фиг. 3-7. 
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B. Синтез модифицирующего агента RGD-PEGn-FCitFP-TFP и PEGn-FCitFP-TFP. 
Предшественник модифицирующего агента (di-Boc)RGD(OtBu)-APBA-PEGn-FCitFPro-СООН полу-

чали с применением твердофазного синтеза на основе общей химии Fmoc с использованием смолы  
2-Cl-Trt, предварительно нагруженной Fmoc-пролин-ОН. К смоле-Pro-Fmoc последовательно добавляли 
(после снятия защиты Fmoc на каждой стадии): FMoc-Phe-OH, Fmoc-Cit-OH, Fmoc-Phe-OH, Fmoc-NH-
PEGn-COOH, 4-(N-Fmoc-п-аминофенокси)-масляную кислоту (АРВА), Fmoc-Asp(OtBu)-OH, Fmoc-Gly-
OH и diboc-N-гуанидино-бензойную кислоту. 

(diboc)RGD(OtBu)-APBA-PEGn-FCitFPro-COOH (458 мг, 0,200 ммоль) и TFP (66,5 мг, 0,400 ммоль) 
растворяли в безводном DCM (5,0 мл) и охлаждали до температуры 0°С на ледяной бане при перемеши-
вании в атмосфере аргона. Добавляли EDC (77 мг, 0,400 ммоль) и реакционную смесь перемешивали на 
ледяной бане при температуре 0°С в течение 30 мин, прохождение реакции контролировали методом 
ТСХ (тонкослойной хроматографии, 8,5:1,5 CHCl3:МеОН); реакция была завершена через 90 мин, при-
чем какое-либо исходное вещество не обнаруживалось методом ТСХ. Реакционную смесь разводили 
DCM до общего объема 100 мл, промывали 3×40 мл деионизированной H2O (рН 5) и промывали 1×40 мл 
водного насыщенного раствора NaCl. Затем органический слой высушивали над Na2SO4 и концентриро-
вали путем ротационного выпаривания с получением 448 мг (выход 92 %) коричнево-оранжевой пены. 
Структуру подтверждали методом 1H-ЯМР и МС-ИЭР (масс-спектрометрии с ионизацией электрораспы-
лением, реакция показана выше для PEG20 (n=20)). 

 
(diboc)RGD(OtBu)-PEGn-FCitFPro-TFP (497 мг, 0,204 ммоль) растворяли в смеси [9,25:0,75:0,50] 

ТРА:Н2О:тиоанизол (5,0 мл) и перемешивали при комнатной температуре в закрытой колбе в течение  
45 мин. Завершение реакции подтверждали методом МС, масс-спектрометрии (ИЭР, ионизация электро-
распылением, отрицательное сканирование, 300-3000); наблюдаемые массы, относящиеся к исходному 
веществу или промежуточным продуктам с частично снятой защитой, отсутствовали. Затем реакцион-
ную смесь преципитировали в 45 мл диэтилового эфира, центрифугировали, супернатант сливали, про-
мывали 2×10 мл диэтилового эфира и высушивали в высоком вакууме в течение ночи. Конечный продукт 
очищали методом препаративной ВЭЖХ с применением полупрепаративной колонки Thermo Aquasil 
С18, 5 мкм с подвижными фазами 0,1% TFA в H2O и ACN. Каждая инжекция представляла собой 50 мг 
неочищенного вещества, растворенного в 3,0 мл 0,1% TFA в [61:39] H2O:ACN, которую анализировали 
при градиенте (указан в %В) 39-(5)-39-(35)-43-(5)-95-(10)-95-(2)-39-(5)-39. Каждый образец для инжек-
ции готовили (растворяли) в течение 15 минут перед инжектированием и положительные фракции объе-
диняли в одной колбе и хранили охлажденными в морозильной камере до тех пор, пока не была выпол-
нена последняя инжекция в день. Затем положительные фракции концентрировали на ротационном ис-
парителе при температуре бани 32°С досуха, затем прогоняли 2× ACN/толуол, затем 3× ACN, после чего 
высушивали в высоком вакууме в течение ночи. Из инжектированных 257 мг неочищенного вещества в 
виде чистого вещества выделяли 180 мг (70%) (реакция показана выше для PEG20 (n=20)). 

 
Синтез 4-(N-Fmoc-n-аминофенокси)-масляной кислоты 1. п-нитрофенол (2) (7,5 г, 53,9 ммоль) объ-

единяли с этил-4-бромбутиратом (8,45 мл, 59 ммоль) и K2CO3 (7,5 г, 54 ммоль) в DMF (75 мл). Смесь 
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перемешивали в течение 2 ч при температуре 100°С. DMF удаляли и неочищенный продукт разводили в 
смеси в соотношении 3:12 н. NaOH и метанола и перемешивали в течение 4 ч при к.т. Реакционную 
смесь подкисляли 6 М HCl. Белый преципитат собирали с получением 4-(п-нитрофенилокси)-масляной 
кислоты 3: (10,9 г, выход 90%). 

4-(п-нитрофенилокси)-масляную кислоту 3 (37,1 г, 165 ммоль) растворяли в МеОН (1 л) с формиа-
том аммония (35 г, 555 ммоль) и добавляли 10% Pd/C (типа Дегусса) (3,5 г). Смесь нагревали в обратном 
холодильнике при температуре 65°С в течение ночи. Реакционную смесь фильтровали через целит с по-
лучением красновато-коричневого твердого вещества продукта 4-(п-аминофенилокси)-масляной кислоты 
4 (30,5 г, выход 95 %). 

4-(п-аминофенилокси)-масляную кислоту 4 (5,1 г, 26 ммоль) растворяли в смеси в соотношении 6:4 
водного насыщенного NaHCO3 (3,36 г, 40 ммоль) в H2O (450 мл) и THF (300 мл) с получением белой гус-
той суспензии. Добавляли Fmoc-OSu (8,82 г, 26,1 ммоль) и реакционную смесь перемешивали в течение 
4 ч. Ацетон удаляли, реакцию подкисляли (HCl) и белый с металлическим оттенком преципитат собира-
ли и растирали в 1 н. HCl с получением 9,6 г продукта 4-(N-Fmoc-n-аминофенокси)-масляной кислоты 1 
(выход 88%). 

 
diBoc-м-гуанидино-бензойную кислоту 5 синтезировали согласно публикации Riches AG et al., Tet-

rahedron (2012), 68, p. 9448-9455. 
Модифицирующие агенты PEGn-FCitFP получали с применением аналогичных химических реак-

ций; фиг. 1, 2. 
Пример 8. Тетрапептидные пептидные связи. 
А. Синтез тетрапептидов. 
Все тетрапептиды синтезировали аналогичным образом с применением стандартных твердофазных 

процедур Fmoc. Некоторые пептиды синтезировали из коммерчески доступной смолы 2-Cl-Trt (EMD 
Millipore, Биллерика, Массачусетс), содержащей пролин, лейцин или аланин. В случае других пептидов 
смолу 2-Cl-Trt нагружали FMOC-PEGn-CO2H или FMOC-N-метил-Ala-CO2H путем добавления к смоле 
2-Cl-Trt раствора DMF, содержащего аминокислоты или PEG (1 экв.) и DIEA (2 экв.), в течение 16 ч. По-
сле завершения смолы кэпировали МеОН. Пошаговое добавление проводили с применением PYBOP  
(4 экв.), аминокислоты (4 экв.) и DIEA (8 экв.) для сочетания и 20% пиперидина в DMF для снятия защи-
ты Fmoc. 

После синтеза пептида проводили реакцию тетрапептидов с 2 экв. сложных эфиров, активированных 
N-гидроксисукцинимидом (NHS), защищенных N-ацетил-галактозамином, NAG(OAc)3 (Rozema DB et al., 
"Protease-triggered siRNA Delivery Vehicles", J. Control. Release., 2015, vol. 209:57-66; и патент США 
8802773), или PEGn в DMF, содержащем 4 экв. DIEA. После присоединения NAG(OAc)3 или PEG пепти-
ды удаляли от смолы с применением HFIP (30%) в DCM в течение 0,5 ч. После удаления растворителя 
осадок растирали с Et2O. 

Тетрапептиды очищали и конъюгировали с активированными сложными эфирами для получения 
модифицирующих агентов или конъюгировали с хромофором N-(п-нитрофенил)этилендиамином (pNA) 
без очистки для получения субстратов для исследования физиологической лабильности. Перед очисткой 
МАО(ОАс)3-содержащие субстраты деацетилировали путем обработки TEA (35%) в воде (45%) и МеОН 
(20%) и перемешивали при комнатной температуре. Для очистки тетрапептидные субстраты разделяли 
методом ВЭЖХ с применением колонки с обращенной фазой Thermo Scientific Aquasil C18 (250×21,2, 
Уолтем, Массачусетс) при элюировании градиентом ацетонитрила и воды, забуференной 0,1% муравьи-
ной кислотой. После очистки субстраты лиофилизировали. 

Присоединение аминореактивных групп к тетрапептиду. 1 экв. пептида, очищенного методом 
ВЭЖХ, с N-концевым NAG (R5=NAG(OH)3) или PEG (R5=PEGn) в DMF или DCM добавляли в высушен-
ную над пламенем колбу при температуре 0°С с получением концентрации пептида 0,2 М. Добавляли 
NHS (3 экв.) и N,N'-дициклогексилкарбодиимид (DCC) (3 экв.) и оставляли перемешиваться при комнат-
ной температуре в атмосфере аргона в течение ночи с получением модифицирующих агентов. Смесь час-
тично концентрировали, охлаждали до температуры -20°С и фильтровали. Затем все растворители удаля-
ли в вакууме. Осадок растворяли в минимальном количестве DCM и МеОН, преципитировали в холод-
ном Et2O и собирали путем декантирования растворителя после центрифугирования. Преципитацию в 
Et2O повторяли до тех пор, пока остаточная DCU (дициклогексилмочевина) переставала обнаруживаться. 
Все полученные соединения впоследствии использовали без дополнительной очистки. 
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Пример 9. Модификация полимера. Образование конъюгата для доставки миРНК с применением 
RGD-PEG-HyNic, RGD-PEG-ACit-PNP или RDG-PEG-FCitFP-TFP и модифицирующих агентов PEG-
дипептид. 

1) Протокол 1. 
Проводили реакцию указанного полимера с SMPT при массовом соотношении 1:0,015 

(полимер:SMPT) в 5 мМ буфере HEPES, рН 8,0, в течение 1 ч при к.т. Затем проводили реакцию SMPT-
модифицированного полимера с модифицирующим агентом альдегид-PEG-дипептид (альдегид-PEG12-
FCit или альдегид-PEG24-ACit) при предусмотренных соотношениях в течение 1 ч при к.т. Затем прово-
дили реакцию модифицированного полимера с модифицирующим агентом PEG12-дипептид (PEG12-FCit, 
PEG12-ACit или PEG24-ACit) при массовом соотношении 1:2 (полимер:PEG) в 100 мМ буфере HEPES,  
рН 9,0 в течение 1 ч при к.т. Затем в течение ночи проводили реакцию модифицированного полимера с 
SATA-РНКи-триггером при массовом соотношении 1:0,2 (полимер:SATA-РНКи-триггер) в 100 мМ бу-
фере HEPES, рН 9,0 при к.т. для присоединения РНКи-триггера. Затем проводили реакцию модифициро-
ванного полимера с отщепляемым протеазой PEG (PEG12-FCit или PEG12-ACit или PEG24-ACit) при мас-
совом соотношении 1:6 (полимер:PEG) в 100 мМ буфере HEPES, рН 9,0, в течение 1 ч при к.т. Получен-
ный в результате конъюгат очищали с применением колонки sephadex G-50 spin. 

RGD-HyNic (пример 6В) присоединяли к модифицированному полимеру для получения полного 
конъюгата для доставки путем осуществления реакции с модифицированным полимером при массовом 
соотношении 1:0,7 (полимер: миметик RGD-HyNic) в 50 мМ буфере MES, рН 5,0, в течение минимум 4 ч 
при к.т. Конъюгат очищали с применением колонки sephadex G-50 spin. Эффективность присоединения 
лиганда RGD определяли, как описано выше. 

2) Протокол 2. 
Проводили реакцию указанного полимера с SMPT при массовом соотношении 1:0,015 

(полимер:SMPT) в 5 мМ буфере HEPES, рН 8,0, в течение 1 ч при к.т. Затем проводили реакцию SMPT-
модифицированного полимера с модифицирующим агентом альдегид-PEG-дипептид (альдегид-PEG24-
ACit) при массовом соотношении 1:0,5 (полимер:PEG) и с модифицирующим агентом PEG-дипептид 
(PEG12-FCit, PEG12-ACit или PEG24-ACit) при массовом соотношении 1:2 (полимер:PEG) в 100 мМ буфе-
ре HEPES, рН 9,0, в течение 1 ч при к.т. Затем проводили реакцию модифицированного полимера в тече-
ние ночи с SATA-РНКи-триггером при массовом соотношении 1:0,2 (полимер:SATA-РНКи-триггер) в 
100 мМ буфере HEPES, рН 9,0 при к.т. для присоединения РНКи-триггера. После этого проводили реак-
цию модифицированного полимера с отщепляемым протеазой PEG (PEG12-FCit или PEG12-ACit или 
PEG24-ACit) при массовом соотношении 1:6 (полимер:PEG) в 100 мМ буфере HEPES, рН 9,0, в течение  
1 ч при к.т. RGD-HyNic (пример 6) присоединяли к модифицированному полимеру для получения полно-
го конъюгата путем осуществления реакции с модифицированным полимером при массовом соотноше-
нии 1:0,7 (полимер:RGD-HyNic) в 69 мМ растворе хлорида водорода (HCl) в течение ночи при к.т. Эф-
фективность присоединения лиганда RGD определяли, как описано выше. 

3) Протокол 3. 
Проводили реакцию указанного полимера с SMPT при массовом соотношении 1:0,015 

(полимер:SMPT) в 5 мМ буфере HEPES, рН 8,0 в течение 1 ч при к.т. Затем проводили реакцию SMPT-
модифицированного полимера с модифицирующим агентом альдегид-PEG-дипептид (альдегид-PEG24-
ACit) при массовом соотношении 1:0,5 (полимер:PEG) и с модифицирующим агентом PEG-дипептид 
(PEG12-FCit, PEG12-ACit или PEG24-ACit) при массовом соотношении 1:2 (полимер:PEG) в 50 мМ буфере 
HEPES, рН 9,0, в течение 1 ч при к.т. Затем проводили реакцию модифицированного полимера в течение 
ночи с SATA-РНКи-триггером при массовом соотношении 1:0,2 (полимер:SATA-РНКи-триггер) в 50 мМ 
буфере HEPES, рН 9,0 при к.т. для присоединения РНКи-триггера. После этого проводили реакцию мо-
дифицированного полимера с отщепляемым протеазой PEG (PEG12-FCit или PEG12-ACit или PEG24-ACit) 
при массовом соотношении 1:6 (полимер:PEG) в 50 мМ буфере HEPES, рН 9,0, в течение 1 ч при к.т. 
RGD-HyNic (пример 6) присоединяли к модифицированному полимеру для получения полного конъюга-
та для доставки путем осуществления реакции с модифицированным полимером при массовом соотно-
шении 1:0,7 (полимер: миметик RGD-HyNic) в 100 мМ растворе свободной кислоты MES в течение ночи 
при к.т. Эффективность конъюгации нацеленного на RGD лиганда определяли, как описано выше. 

4) Протокол 4. 
Проводили реакцию указанного полимера с азидо-PEG4-NHS при массовом соотношении 1:0,015 

(полимер:азид) в 5 мМ буфере HEPES, рН 8,0, в течение 1 ч при к.т. Затем проводили реакцию азидо-
модифицированного полимера с модифицирующим агентом альдегид-PEG-дипептид (альдегид-PEG24-
ACit) при массовом соотношении 1:0,5 (полимер:PEG) и с модифицирующим агентом PEG-дипептид 
(PEG12-ACit) при массовом соотношении 1:2 (полимер:PEG) в 50 мМ буфере HEPES, рН 9,0, в течение  
1 ч при к.т. Затем в течение ночи проводили реакцию модифицированного полимера с алкин-РНКи-
триггером при массовом соотношении 1:0,2 (полимер:алкин-РНКи-триггер) в 50 мМ буфере HEPES,  
рН 9,0 при к.т. для присоединения РНКи-триггера. После этого проводили реакцию модифицированного 
полимера с отщепляемым протеазой PEG (PEG12-ACit) при массовом соотношении 1:6 (полимер:PEG) в 
50 мМ буфере HEPES, рН 9,0, в течение 1 ч при к.т. RGD-HyNic (пример 6) присоединяли к модифици-
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рованному полимеру для получения полного конъюгата для доставки путем осуществления реакции с 
модифицированным полимером при массовом соотношении 1:0,7 (полимер: миметик RGD-HyNic) в  
100 мМ буферном растворе ацетата натрия-уксусной кислоты, рН 5,0, в течение ночи при к.т. Эффектив-
ность конъюгации нацеленного на RGD лиганда определяли, как описано выше. 

5) Протокол 5. 
Проводили реакцию моноазидного полимера с модифицирующим агентом альдегид-PEG-дипептид 

(альдегид-PEG24-ACit) при массовом соотношении 1:0,5 (полимер:PEG) и с модифицирующим агентом 
PEG-дипептид (PEG12-ACit) при массовом соотношении 1:2 (полимер:PEG) в 50 мМ буфере HEPES,  
рН 9,0, в течение 1 ч при к.т. Затем в течение ночи проводили реакцию модифицированного полимера с 
алкин-РНКи-триггером при массовом соотношении 1:0,2 (полимер:алкин-РНКи-триггер) в 50 мМ буфере 
HEPES, рН 9,0 при к.т. для присоединения РНКи-триггера. После этого проводили реакцию модифици-
рованного полимера с отщепляемым протеазой PEG (PEG12-ACit) при массовом соотношении 1:6 (поли-
мер:PEG) в 50 мМ буфере HEPES, рН 9,0, в течение 1 ч при к.т. RGD-HyNic (пример 6) присоединяли к 
модифицированному полимеру для получения полного конъюгата для доставки путем осуществления 
реакции с модифицированным полимером при массовом соотношении 1:0,7 (полимер:миметик RGD-
HyNic) в 100 мМ буферном растворе ацетата натрия-уксусной кислоты, рН 5,0, в течение ночи при к.т. 
Эффективность конъюгации нацеленного на RGD лиганда определяли, как описано выше. 

6) Протокол 6. 
Проводили реакцию моноазидного полимера с отщепляемым протеазой RGD-агентом (RGD-PEG8-ACit-

PNP, RDG-PEG8-FCitFP-TFP, RGD-PEG15-FCitFP-TFP, RGD-PEG19-FCitFP-TFP или RGD-PEG20-FCitFP-TFP) 
при массовых соотношениях 1:0,125, 1:0,25, 1:0,5, 1:1, 1:1,5, 1:2 (полимерно) в 50 мМ буфере HEPES,  
рН 8,5, в течение 4 ч при к.т. Затем проводили реакцию модифицированного полимера с отщепляемым 
протеазой PEG-агентом (PEG6-ACit-PABC-PNP, PEG12-ACit-PABC-PNP, PEG12-FCit-PABC-PNP, PEG12-
FCitFP-TFP) при массовом соотношении 1:8 (полимер:PEG) в 50 мМ буфере HEPES, рН 8,5, в течение 2 ч 
при к.т. Алкин-РНКи-триггер добавляли к модифицированному полимеру при массовом соотношении 
1:0,3 (полимер:алкин-РНКи-тригтер) в буферном растворе 100 мМ ацетата натрия-уксусной кислоты,  
рН 5,0, в течение 5 дней при к.т. Завершенный конъюгат очищали методом TFF и определяли эффектив-
ность конъюгации. 

7) Протокол 7. 
Проводили реакцию моноазидного полимера с отщепляемым протеазой RGD-агентом (RGD-PEG20-

FCitFP-TFP) при массовом соотношении 1:1 (полимер:RGD) в 50 мМ буфере HEPES, рН 8,5, в течение  
2 ч при к.т. Затем проводили реакцию модифицированного полимера с отщепляемым протеазой PEG-
агентом (PEG12-ACit-PABC-PNP) при массовом соотношении 1:8 (полимер:PEG) в 50 мМ буфере HEPES, 
рН 8,5, в течение 2 ч при к.т. Затем модифицированный полимер очищали методом TFF. К полимеру, 
очищенному методом TFF, добавляли алкин-РНКи-триггер при массовом соотношении 1:0,4 (поли-
мер:алкин-РНКи-триггер) в течение 3 дней при температуре 37°С. 

Пример 10. Анализ РНКи-триггеров Hif2α in vitro. 
Последовательности-кандидаты обнаруживали путем анализа in silico и проводили скрининг в каче-

стве химически модифицированных канонических миРНК in vitro. Для целей скрининга последователь-
ность к ДНК EPAS1 человека (Hif2α) (учетный № NM_001430) синтезировали и клонировали (DNA 2.0, 
Менло-Парк, Калифорния) в коммерчески доступные плазмиды для скрининга на основе репортера, psi-
CHECK2 (Promega, Мэдисон, Висконсин), который образовывал слитую мРНК люциферазы Renil-
la/EPAS1. Для оценки эффективности РНКи-триггера клетки Hep3B, линию гепатоклеточной карциномы 
человека, высевали в концентрации ~10000 клеток на лунку в 96-луночном формате. Проводили совме-
стную трансфекцию каждым из 187 РНКи-триггеров EPAS1 в двух подгруппах в двух концентрациях, 1 
и 0,1 нМ, 25 нг ДНК плазмиды EPAS1-psiCHECK2 на лунку и 0,2 мкл LipoFectamine 2000 (Life Technolo-
gies) на лунку. Нокдаун гена определяли путем измерения уровней люциферазы Renilla, нормированных 
к уровням конститутивно экспрессируемой люциферазы светлячка, также присутствующей в плазмиде 
psiCHECK-2, с применением набора для анализа репортерного гена двойной люциферазы (Dual Lucifer-
ase Reporter Assay, Promega, Мэдисон, Висконсин); табл. 5. 
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Таблица 5А 
Последовательности немодифицированной антисмысловой цепи и смысловой 

цепи РНКи-триггера Hif2α 
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Таблица 5В 

Последовательности РНКи-триггера Hif2α, содержащие модифицированные нуклеотиды 
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Таблица 5С 

Результаты скрининга эффективности РНКи-триггеров Hif2α in vitro, который 
проводили путем анализа репортерного гена двойной люциферазы 
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Пример 11. Определение ЕС50 РНКи-триггера Hif2α. 
Восемь наилучших канонических последовательностей дополнительно оценивали путем определе-

ния концентрации EC50. Каждый триггер оценивали в отношении нокдауна в одинаковых условиях и 
анализах, как описано выше, но при 10 различных концентрациях, варьирующих от 0,00051 до 10 нМ. 
ЕС50 определяли с применением программного обеспечения GraphPad Prism. Каждую из первых пяти 
канонических последовательностей модифицировали, чтобы данные последовательности содержали 
UNA в сайтах 6 и 7. Данные триггеры вместе с родительскими каноническими последовательностями 
оценивали одновременно для определения концентрации EC50 с применением тех же условий и анализов, 
как описано выше; табл. 6. 

Таблица 6 
Значения EC50 (нМ), определенные in vitro для указанных РНКи-триггеров 

 
Пример 12. Получение клеток светлоклеточной почечно-клеточной карциномы А498 (clear cell renal 

cell carcinoma, ccRCC), экспрессирующих SEAP. 
Вектор экспрессии pCR3.1, экспрессирующий репортерный ген секретируемой щелочной фосфата-

зы (secreted alkaline phosphatase, SEAP) под промотором CMV, получали путем прямого клонирования 
кодирующей последовательности SEAP, амплифицированной методом ПЦР с вектора Clontech's 
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pSEAP2-basic. В праймеры, используемые для амплификации кодирующей последовательности SEAP, 
добавляли удобные сайты рестрикции для клонирования в вектор pCR3.1 (Invitrogen). Полученную в ре-
зультате конструкцию pCR3-SEAP использовали для получения линии клеток ccRCC A498, экспресси-
рующей SEAP. Вкратце клетки ccRCC A498 трансфицировали плазмидой pCR3-SEAP путем электропо-
рации согласно рекомендациям производителя. Проводили селекцию стабильных трансфектантов на ос-
новании устойчивости к G418. Выбранные клоны A498-SEAP оценивали в отношении экспрессии SEAP 
и стабильности интеграции. 

Пример 13. Мыши, несущие ортотопическую опухоль RCC, с клетками А498, стабильно экспресси-
рующими SEAP. 

Самкам голых бестимусных мышей проводили анестезию ~3% изофлураном и помещали в положе-
ние лежа на правом боку. Делали небольшие размером 0,5-1 см продольные разрезы брюшной стенки на 
левом боку. Левую почку извлекали из брюшины с применением влажного ватного тампона и аккуратно 
стабилизировали. Перед самой инъекцией шприц объемом 1,0 мл наполняли смесью клеток/матригеля и 
к кончику шприца присоединяли катетер с иглой 27 калибра. Затем наполненный шприц присоединяли к 
шприцевой помпе (Harvard Apparatus, модель PHD2000) и удаляли воздух. Наконечник катетера с иглой 
27 калибра, присоединенного к шприцу, вводили непосредственно под почечную капсулу возле каудаль-
ного полюса, а затем наконечник иглы аккуратно продвигали в краниальном направлении вдоль капсулы 
на 3-4 мм. В паренхиму почки медленно инъецировали аликвоту объемом 10 мкл смеси в соотношении 
2:1 (об.:об.) клеток/матригеля, содержащую приблизительно 300000 клеток, с применением шприцевого 
насоса. Иглу оставляли в почке в течение 15-20 с, чтобы убедиться, что инъекция была завершена. Затем 
удаляли иглу из почки и ватный тампон помещали на участок инъекции на 30 с для предотвращения 
утечки клеток или кровотечения. Затем почку аккуратно помещали в брюшину и стенку брюшной полос-
ти закрывали. Сыворотку собирали каждые 7-14 дней после имплантации для контроля роста опухоли с 
применением коммерческого набора для анализа SEAP. В большинстве исследований мышей с опухолью 
использовали через 5-6 недель после имплантации, когда размеры опухоли составляли, как правило, 
приблизительно 4-8 мм. 

Пример 14. Оценка РНКи-триггеров Hif2α на мышах, несущих ортотопическую опухоль RCC. 
Конъюгаты РНКи-триггера Hif2α для доставки, нацеленные на RGD. Полимеры для доставки мо-

дифицировали с применением RGD-PEG-HyNic, RGD-PEG-ACit-PNP или RDG-PEG-FCitFP-TFP и мо-
дифицирующего агента PEG-дипептид. Указанное количество полимера 126 или полимера 100 модифи-
цировали с помощью 8× PEG12-ACit-PABC-PNP/0,5× альдегид-PEG24-FCit-РАВС-PNP (с миметиком 
RGD № 1-PEG-HyNic с применением протокола № 1) и указанного количества указанного РНКи-
триггера Hif2α. Полимер 064 модифицировали согласно протоколу 7. Мышей, несущих опухоль RCC 
почки, получали, как описано, и проводили лечение одной инъекцией в хвостовую вену изотонической 
глюкозы (Г1) или конъюгата указанного РНКи-триггера Hif2α с полимером для доставки. Проводили 
эвтаназию мышей в указанное время после инъекции и суммарную РНК получали из опухоли почки с 
применением реактива Trizol согласно рекомендациям производителя. Относительные уровни мРНК 
Hif2α определяли методом ОТ-кПЦР (количественной полимеразной цепной реакции с обратной транс-
крипцией), как описано ниже, и сравнивали с мышами, получавшими лечение исключительно буфером 
для доставки (изотонической глюкозой). 
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Таблица 7 
Нокдаун Hif2α у мышей после доставки РНКи-триггера Hif2α 
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РНКи-триггеры конъюгировали с указанным обратимо модифицированным 
полимером для доставки. 

Анализ методом количественной ПЦР в режиме реального времени. При подготовке количествен-
ной ПЦР суммарную РНК выделяли из образцов ткани, гомогенизированных в TriReagent (Molecular Re-
search Center, Цинциннати, Огайо) согласно протоколу производителя. Проводили обратную транскрип-
цию приблизительно 500 нг РНК с применением набора High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit 
(Life Technologies). В случае экспрессии Hif2α (EPAS1) человека (опухоли) использовали предваритель-
но выполненные анализы экспрессии генов TaqMan для Hif2α человека (каталожный № 4331182) и СусА 
(PPIA) каталожный № 4326316Е) в биплексных реакциях в трех повторах с применением мастер-микс 
TaqMan Gene Expression (Life Technologies) или мастер-микс VeriQuest Probe (Affymetrix). В случае экс-
прессии VegFa (VEGFA) человека (опухоли) использовали предварительно выполненные анализы экс-
прессии генов TaqMan для VegFa человека (каталожный № 4331182, идентиф. № анализа Hs00900055) и 
СусА (каталожный № 4326316Е) в биплексных реакциях в трех повторах с применением мастер-микс 
TaqMan Gene Expression (Life Technologies) или мастер-микс VeriQuest Probe (Affymetrix). Количествен-
ную ПНР проводили с применением системы ПНР в режиме реального времени 7500 Fast или StepOne-
Plus (Life Technologies). Для расчета относительной экспрессии генов использовали способ ∆∆CT. 

Пример 15. Многодозовый конъюгат РНКи-триггера Hif2α с полимером для доставки ингибирует 
рост опухоли на мышах, несущих ортотопическую опухоль RCC. 

Конъюгат РНКи-триггера Hif2α с полимером для доставки получали с применением протокола № 1 
с идентиф. номером дуплекса РНКи-триггера AD01031 и полимером Ant 126. Затем конъюгат очищали 
методом TFF и концентрацию полимера, РНКи-триггера, RGD и эффективность модифицирующей 
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конъюгации определяли, как описано выше. Еженедельные дозы конъюгата РНКи-триггера Hif2α с по-
лимером для доставки, содержащие 400 мкг (масса полимера) или 280 мкг (масса полимера), вводили 
внутривенным способом 2 различным группам мышей, несущих опухоль. Мышей, несущих опухоль, 
получавших изотоническую глюкозу (ИГ), использовали в качестве контроля. В течение исследования 
вводили всего 3 еженедельные дозы. Скорости роста опухоли оценивали на основании уровня SEAP в 
сыворотке, отобранной с интервалами в 5-7 дней в течение лечения. Массу и объем опухоли определяли 
при вскрытии. Оценивали макроскопическую морфологию опухоли и гистопатологию ГиЭ. 

Таблица 8 
Осуществление нокдауна Hif2α и VEGFa конъюгатом РНКи-триггера 

Hif2α с полимером для доставки 

 

 
Экспрессия Hif2α в группе, получавшей 400 мкг или 280 мкг конъюгата РНКи-триггера Hif2α с по-

лимером для доставки, снижалась на 82 и 81% соответственно по сравнению с контрольной группой 
(табл. 8). Экспрессия VEGFa, хорошо охарактеризованного нижестоящего гена, регулируемого Hif2α, 
также снижалась на 55 и 61% соответственно (табл. 8). 

В совокупности после 3 еженедельных инъекций конъюгата РНКи-триггера Hif2α с полимером для 
доставки рост опухоли был значительно ингибирован при оценке обеих исследуемых доз . Это подтвер-
ждается общими размерами опухоли и уровнями SEAP в сыворотке (фиг. 8, 9 и 12, табл. 9). Тенденция к 
понижению уровней SEAP после третьих инъекций свидетельствует о начале регрессии опухоли. Поми-
мо этого, исследование гистопатологии опухоли на окрашенных ГиЭ зафиксированных в формалине и 
залитых парафином срезов продемонстрировало разрушение типичной трубчатой структуры RCC. Коли-
чество апоптотических клеток являлось увеличенным в группах лечения. Некоторые образцы опухоли 
содержали большие площади некроза опухоли (фиг. 10). 

Таблица 9 
Уровни SEAP в сыворотке в течение лечения, Г1 и Г2, n=4; Г3, n=3 

 
Пример 16. Оценка РНКи-триггеров Hif2α на мышах, несущих ортотопическую опухоль RCC. 
Конъюгаты нацеленного на RGD РНКи-триггера Hif2α с полимером для доставки получали с при-

менением полимеров 126, 100А или 006. РНКи-триггер, мкг указывает на количество триггера, вступив-
шего в реакцию с полимером. Полимер модифицировали указанным миметиком RGD и модифицирую-
щим агентом на основе PEG, как описано выше. Мышей, несущих опухоль RCC почки, получали, как 
описано, и проводили лечение одной инъекцией в хвостовую вену изотонической глюкозы (Г1) или ука-
занного конъюгата РНКи-триггера Hif2α с полимером для доставки. Проводили эвтаназию мышей через 
72 ч (день 4) после инъекции и суммарную РНК получали из опухоли почек с применением реактива  
Trizol согласно рекомендациям производителя. Относительные уровни мРНК Hif2α определяли методом 
ОТ-кПЦР, как описано ниже, и сравнивали с мышами, получавшими лечение исключительно буфером 
для доставки (изотонической глюкозой) (табл. 11). 

Пример 17. Исследование комбинации РНКи-триггера HiF2α/второго терапевтического средства. 
Конъюгат РНКи-триггера Hif2α с полимером для доставки (125 мкг полимера) получали с приме-

нением протокола 7, идентиф. № дуплекса AD1884 и полимера 064. Конъюгат РНКи-триггера Hif2α с 
полимером для доставки вводили каждые 4 недели путем внутривенной инъекции, всего 4 дозы. Сунити-
ниб (малатную соль), полученный в компании LC laboratories, суспендировали в растворе Ora-plus/Ora 
sweet (50:50, об.:об.). Лечение сунитинибом начинали через 2 недели после введения первой дозы РНКи-
триггера Hif2α. Мышам вводили дозы через желудочный зонд 5 дней/неделю в течение 2 недель, затем 
не проводили введения в течение 2 недель; в сумме применяли 3 цикла. 

Скорости роста опухоли оценивали на основании уровня SEAP в сыворотке, отобранной с интерва-
лами 5-7 дней в течение лечения. Массу и объем опухоли определяли при вскрытии. Оценивали макро-
скопическую морфологию опухоли и гистопатологию ГиЭ. Относительные уровни экспрессии Hif2α 
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являлись на 11,4, 73,8 и 77,6% уменьшенными в группах, получавших лечение сунитинибом в монотера-
пии, DPC+сунитинибом и DPC в монотерапии соответственно (табл. 10А). Объединенные варианты ле-
чения РНКи-триггером Hif2α и сунитинибом привели к увеличению ответа, направленного на ингибиро-
вание роста опухоли. Общие размеры опухолей были меньше и наблюдался более медленный рост опу-
холи (который измеряли на основании общей кратности увеличения SEAP) (табл. 10В). 

Таблица 10А 
Экспрессия Hif2α в опухолях RCC на моделях на животных, получавших 

лечение сунитинибом, РНКи-триггером Hif2α или РНКи-триггером 
Hif2α+сунитинибом 

 
Таблица 10В 

Размер опухоли и экспрессия SEAP в опухолях RCC на моделях на живот-
ных, получавших лечение сунитинибом, РНКи-триггером Hif2α или РНКи-

триггером Hif2α+сунитинибом 

 
Другие варианты реализации настоящего изобретения. Следует понимать, что несмотря на то что 

настоящее изобретение было описано в сочетании с его подробным описанием, вышеизложенное описа-
ние предназначено для иллюстрации, а не для ограничения объема настоящего изобретения, который 
определен объемом прилагаемой формулы изобретения. Другие аспекты, преимущества и модификации 
находятся в пределах объема следующей формулы изобретения. 
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Таблица 11 
Экспрессия Hif2α в клетках RCC мышей, несущих опухоль RCC, после доставки РНКи-триггера Hif2α 

 

 

ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Композиция, содержащая триггер РНК-интерференции (РНКи-триггер), для ингибирования экс-
прессии гена Hif2α, причем указанный РНКи-триггер содержит смысловую цепь и антисмысловую цепь, 
причем указанная антисмысловая цепь содержит нуклеотидную последовательность из нуклеотидов 2-19 
последовательности SEQ ID NO: 40 (UUCAUGAAAUCGUUACGU), причем каждая из смысловой цепи и 
антисмысловой цепи имеет длину от 20 до 25 нуклеотидов, при этом все нуклеотиды антисмысловой 
цепи представляют собой либо 2'-ОМе - модифицированные нуклеотиды, либо 2'-фтор-
модифицированные нуклеотиды. 

2. Композиция по п.1, отличающаяся тем, что указанная антисмысловая цепь содержит нуклеотид-
ную последовательность из нуклеотидов 2-21 последовательности SEQ ID NO: 4 (UUCAU-
GAAAUCGUUACGUUG). 

3. Композиция по п.2, отличающаяся тем, что указанная антисмысловая цепь содержит нуклеотид-
ную последовательность из нуклеотидов 2-21 из SEQ ID NO: 4 (UUCAUGAAAUCGUUACGUUG) и ука-
занная смысловая цепь содержит нуклеотидную последовательность из нуклеотидов SEQ ID NO: 53 
(ACGUAACGAUUUCAUGAAU). 

4. Композиция по любому из пп.1-3, отличающаяся тем, что указанная смысловая цепь и/или анти-
смысловая цепь дополнительно содержит 3'- и/или 5'-удлинение, составляющее 1-6 нуклеотидов в длину. 

5. Композиция по любому из пп.1-4, отличающаяся тем, что нацеливающая группа конъюгирована с 
РНКи-триггером. 

6. Композиция по п.5, отличающаяся тем, что указанная нацеливающая группа содержит соединение, 
выбранное из группы, состоящей из интегринсвязывающего соединения, интегрин αvβ3-связывающего со-
единения, лиганда RGD, пептида RGD и миметика RGD. 

7. Композиция по любому из пп.1-6, отличающаяся тем, что полимер для доставки конъюгирован с 
РНКи-триггером. 

8. Композиция по любому из пп.1-6, отличающаяся тем, что связывающая группа конъюгирована с 
РНКи-триггером. 

9. Композиция по любому из пп.1-8, отличающаяся тем, что указанный РНКи-триггер содержит од-
ну или более фосфотиоатных межнуклеотидных связей. 



041697 

- 68 - 

10. Композиция по любому из пп.1-9, отличающаяся тем, что указанная смысловая цепь содержит 
одну или две фосфотиоатные межнуклеотидные связи. 

11. Композиция по любому из пп.9, 10, отличающаяся тем, что указанная антисмысловая цепь со-
держит одну, две, три или четыре фосфотиоатные межнуклеотидные связи. 

12. Композиция по любому из пп.1-11, дополнительно содержащая одно или более дополнительных 
терапевтических средств или средств лечения. 

13. Композиция по любому из пп.1-12, дополнительно содержащая фармацевтически приемлемое 
вспомогательное вещество. 

14. Композиция по любому из пп.1-13, отличающаяся тем, что указанная композиция упакована в 
набор, контейнер, упаковку, дозатор, преднаполненные шприцы или флаконы. 

15. Способ ингибирования экспрессии Hif2α в клетке, ткани или в организме субъекта, включаю-
щий введение указанному субъекту терапевтически эффективного количества композиции по любому из 
пп.1-14. 

16. Способ по п.15, отличающийся тем, что указанную композицию вводят парентерально. 
17. Способ по п.15, отличающийся тем, что указанная клетка или ткань представляет собой почеч-

но-клеточную карциному. 
18. Применение композиции по любому из пп.1-14 для изготовления лекарственного препарата для 

лечения почечно-клеточной карциномы. 
19. Триггер (РНКи), способный ингибировать экспрессию гена Hif2α, причем указанный РНКи-

триггер содержит смысловую цепь и антисмысловую цепь, причем указанная антисмысловая цепь со-
держит нуклеотидную последовательность из нуклеотидов 2-19 последовательности SEQ ID NO: 40 
(UUCAUGAAAUCGUUACGU), причем каждая из смысловой цепи и антисмысловой цепи имеет длину 
от 20 до 25 нуклеотидов, при этом все нуклеотиды антисмысловой цепи представляют собой либо  
2'-ОМе - модифицированные нуклеотиды, либо 2'-фтор-модифицированные нуклеотиды. 
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