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(57) В данном изобретении предлагаются способы лечения рака у пациента, включающие введение
эффективного количества нуклеазо-устойчивого полинуклеотида, который гибридизуется с сайтом
инициации трансляции нуклеиновой кислоты Grb2 у пациента, и либо ингибитора тирозинкиназы
Bcr-Abl (например, дазатиниба) или аналога цитидина (например, децитабина или цитарабина). Рак
может представлять собой Ph+, и/или Bcr-Abl-положительный хронический миелогенный лейкоз,
или острый миелоидный лейкоз, или миелодиспластический синдром.
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Данная заявка заявляет приоритетное преимущество предварительных заявок США номер 
62/487277, поданной 19 апреля 2017 года, и 62/395680, поданной 16 сентября 2016 года, полное содержа-
ние каждой из которых включено в данный документ посредством ссылки. 

Область техники 

1) Область техники, к которой относится изобретение. 
Данное изобретение относится в целом к области медицины. 
Более конкретно, оно касается лечения рака с помощью комбинированной терапии, содержащей ан-

тисмысловые олигонуклеотиды, направленные на Grb2. 
2) Описание предшествующего уровня техники. 
По оценкам Американского онкологического общества, в 2015 году в США насчитывалось около 

6600 пациентов с новым диагнозом хронического миелогенного лейкоза (ХМЛ) и около 1140 смертей от 
ХМЛ. Средний возраст при постановке диагноза ХМЛ составляет около 64 лет. Почти половина случаев 
диагностируется у людей в возрасте 65 лет и старше. Этот тип лейкемии в основном поражает взрослых 
и редко встречается у детей. ХМЛ дифференцируется на хроническую, акселерационную и бластную 
фазы. У большинства пациентов с ХМЛ диагностируется хроническая фаза заболевания. Если пациенты 
с ХМЛ в хронической фазе не лечатся, они могут быстро перейти к акселерационной и бластной фазам 
(БФ) заболевания. 

Филадельфийская хромосома (Ph) присутствует у 90-95% пациентов с ХМЛ. Это происходит в ре-
зультате транслокации хромосом 9 и 22, которая размещает ген abl на 3'-конце гена bcr. Эта генетическая 
перестройка присутствует у всех пациентов, даже у тех, у которых стандартный кариотип не обнаружи-
вает Ph-хромосому. Эта хромосомная транслокация продуцирует химерный ген, который экспрессирует-
ся в виде слитого белка p210Bcr-Abl в клетках Ph+ХМЛ. Слитый белок Bcr-Abl обладает дерегулирован-
ной активностью тирозинкиназы, что приводит к активации путей передачи сигналов RAS и фосфатиди-
линозитол-3-киназы (PI3K), что приводит к злокачественной трансформации клеток Ph+, пролиферации 
и выживанию. 

Препараты, известные как ингибиторы тирозинкиназы, которые нацелены на слитый белок Bcr-Abl, 
являются стандартным лечением для пациентов с ХМЛ. Это происходит потому, что подавление актив-
ности тирозинкиназы Bcr-Abl снижает пролиферацию и выживание Ph+ клеток. Иматиниб (Gleevec), 
ингибитор тирозинкиназы первого поколения, является стандартным средством лечения пациентов с 
ХМЛ в хронической фазе и фазе акселерации. Однако пациенты с ХМЛ в бластной фазе не реагируют на 
иматиниб. Кроме того, устойчивость к иматинибу наблюдается у некоторых пациентов с хронической 
фазой или ХМЛ фазы акселерации. Ингибитор тирозинкиназы второго поколения (например, дазатиниб 
(Das)) обычно назначают пациентам с ХМЛ, которые не переносят иматиниб или устойчивы к иматини-
бу. Но пациенты с ХМЛ не будут реагировать на иматиниб или ингибиторы тирозинкиназы второго по-
коления, если слитый белок Bcr-Abl принимает мутацию гена T315I. Существует необходимость в разра-
ботке более эффективных способов лечения для пациентов с ХМЛ, находящихся в фазе акселерации или 
бластной фазе, или устойчивых к ингибиторам тирозинкиназы. 

Краткое изложение изобретения 

В одном варианте осуществления изобретения, в данном документе предлагаются способы лечения 
рака у пациента, нуждающегося в этом, включающие введение пациенту эффективного количества пер-
вой фармацевтической терапии, содержащей устойчивый к нуклеазе полинуклеотид, который гибриди-
зуется с нуклеиновой кислотой Grb2 у пациента, и второй фармацевтической терапии, содержащей инги-
битор тирозинкиназы Bcr-Abl. В некоторых аспектах, в данном документе предлагаются композиции для 
применения в лечении рака у пациента, нуждающегося в этом, причем указанные композиции содержат 
первую фармацевтическую терапию, содержащую устойчивый к нуклеазе полинуклеотид, который гиб-
ридизуется с нуклеиновой кислотой Grb2 у пациента, и второй фармацевтической терапии, содержащей 
ингибитор тирозинкиназы Bcr-Abl. 

В некоторых аспектах полинуклеотид гибридизуется с сайтом инициации трансляции нуклеиновой 
кислоты Grb2. В некоторых аспектах полинуклеотид представляет собой олигонуклеотид, имеющий 
длину 8-50 оснований. В некоторых аспектах полинуклеотид имеет последовательность согласно SEQ ID 
NO: 1. В некоторых аспектах полинуклеотид содержит Р-этокси связи остова. 

В некоторых аспектах полинуклеотид инкапсулирован в липосому. В некоторых аспектах первая 
фармацевтическая терапия дополнительно содержит нейтральный липид. В некоторых аспектах первой 
фармацевтической терапией является ВР1001. В некоторых аспектах первая фармацевтическая терапия 
вводится системно. В некоторых аспектах первая фармацевтическая терапия предназначена для внутри-
артериального или внутривенного введения. В некоторых аспектах первую фармацевтическую терапию 
вводят в дозировке от около 60 мг/м2 до около 90 мг/м2. В некоторых аспектах первую фармацевтиче-
скую терапию вводят два-четыре раза в неделю. 

В некоторых аспектах ингибитор тирозинкиназы Bcr-Abl представляет собой дазатиниб, иматиниб, 
нилотиниб, бозутиниб, понатиниб или бафетиниб. В одном аспекте ингибитор тирозинкиназы Bcr-Abl 
представляет собой дазатиниб. В некоторых аспектах дазатиниб вводят в дозировке около 140 мг. В не-
которых аспектах дазатиниб вводят один раз в день. 
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В некоторых аспектах вторая фармацевтическая терапия вводится системно. В некоторых аспектах 
вторую фармацевтическую терапию вводят перорально, внутриартериально или внутривенно. В некото-
рых аспектах первая фармацевтическая терапия вводится до введения второй фармацевтической терапии. 

В некоторых аспектах первая фармацевтическая терапия и вторая фармацевтическая терапия вво-
дятся одновременно. В некоторых аспектах первая фармацевтическая терапия и вторая фармацевтиче-
ская терапия вводятся различными путями. 

В некоторых аспектах пациент является человеком. В некоторых аспектах пациент ранее безрезуль-
татно лечился иматинибом. 

В некоторых аспектах рак представляет собой колоректальный рак, нейробластому, рак молочной 
железы, рак поджелудочной железы, рак головного мозга, рак легкого, рак желудка, рак крови, рак кожи, 
рак яичка, рак предстательной железы, рак яичника, рак печени или рак пищевода, рак шейки матки, рак 
головы и шеи, немеланомный рак кожи или глиобластому. В некоторых аспектах рак представляет собой 
рак крови. В некоторых аспектах рак крови представляет собой хронический миелогенный лейкоз 
(ХМЛ), острый миелобластный лейкоз (ОМЛ) или миелодиспластический синдром (МДС). В некоторых 
аспектах ХМЛ является ХМЛ акселерационной фазы или ХМЛ бластной фазы. В некоторых аспектах 
ХМЛ или ОМЛ представляет собой Bcr-Abl-положительный ХМЛ или Bcr-Abl-положительный ОМЛ. В 
некоторых аспектах Bcr-Abl-положительный ХМЛ или Bcr-Abl-положительный ОМЛ является положи-
тельным по мутации T315I Bcr-Abl. В некоторых аспектах ХМЛ или ОМЛ представляет собой положи-
тельный по филадельфийской хромосоме ХМЛ или положительный по филадельфийской хромосоме 
ОМЛ. 

В одном варианте осуществления изобретения, в данном документе предлагаются способы лечения 
рака или миелодиспластического синдрома (МДС) у пациента, нуждающегося в этом, включающие вве-
дение пациенту эффективного количества первой фармацевтической терапии, содержащей устойчивый к 
нуклеазе полинуклеотид, который гибридизуется с нуклеиновой кислотой Grb2, и второй фармацевтиче-
ской терапии, содержащей аналог цитидина. В некоторых аспектах в данном изобретении предлагаются 
композиции для применения при лечении рака или миелодиспластического синдрома (МДС) у пациента, 
нуждающегося в этом, причем указанные композиции содержат эффективное количество первой фарма-
цевтической терапии, содержащей устойчивый к нуклеазе полинуклеотид, который гибридизуется с нук-
леиновой кислотой Grb2, и второй фармацевтической терапии, содержащей аналог цитидина. 

В некоторых аспектах полинуклеотид гибридизуется с сайтом инициации трансляции нуклеиновой 
кислоты Grb2. В некоторых аспектах полинуклеотид представляет собой олигонуклеотид, имеющий 
длину 8-50 оснований. В некоторых аспектах полинуклеотид имеет последовательность согласно SEQ ID 
NO: 1. В некоторых аспектах полинуклеотид содержит Р-этокси связи остова. 

В некоторых аспектах полинуклеотид инкапсулирован в липосому. В некоторых аспектах первая 
фармацевтическая терапия дополнительно содержит нейтральный липид. В некоторых аспектах первой 
фармацевтической терапией является ВР1001. В некоторых аспектах первая фармацевтическая терапия 
вводится системно. В некоторых аспектах первая фармацевтическая терапия предназначена для внутри-
артериального или внутривенного введения. В некоторых аспектах первую фармацевтическую терапию 
вводят в дозировке от около 60 мг/м2 до около 90 мг/м2. В некоторых аспектах первую фармацевтиче-
скую терапию вводят два-четыре раза в неделю. 

В некоторых аспектах аналог цитидина представляет собой децитабин, цитарабин или азацитидин. 
В одном аспекте аналог цитидина представляет собой децитабин. В одном аспекте аналогом цитидина 
является цитарабин. В некоторых аспектах цитарабин вводят в дозе около 20 мг. В некоторых аспектах 
цитарабин вводят два раза в день. В некоторых аспектах цитарабин вводят подкожно. 

В некоторых аспектах первая фармацевтическая терапия вводится до введения второй фармацевти-
ческой терапии. В некоторых аспектах первая фармацевтическая терапия и вторая фармацевтическая 
терапия вводятся одновременно. В некоторых аспектах вторую фармацевтическую терапию вводят до 
введения первой фармацевтической терапии. В некоторых аспектах первая фармацевтическая терапия и 
вторая фармацевтическая терапия вводятся различными путями. 

В некоторых аспектах пациент является человеком. 
В некоторых аспектах рак представляет собой колоректальный рак, нейробластому, рак молочной 

железы, рак поджелудочной железы, рак головного мозга, рак легкого, рак желудка, рак крови, рак кожи, 
рак яичка, рак предстательной железы, рак яичника, рак печени или рак пищевода, рак шейки матки, рак 
головы и шеи, немеланомный рак кожи или глиобластому. В некоторых аспектах рак представляет собой 
рак крови. В некоторых аспектах рак крови представляет собой хронический миелогенный лейкоз 
(ХМЛ), острый миелобластный лейкоз (ОМЛ) или миелодиспластический синдром (МДС). В некоторых 
аспектах ХМЛ является ХМЛ акселерационной фазы или ХМЛ бластной фазы. В некоторых аспектах 
ХМЛ или ОМЛ представляет собой Bcr-Abl-положительный ХМЛ или Bcr-Abl-положительный ОМЛ. В 
некоторых аспектах Bcr-Abl-положительный ХМЛ или Bcr-Abl-положительный ОМЛ является положи-
тельным по мутации T315I Bcr-Abl. В некоторых аспектах ХМЛ или ОМЛ представляет собой положи-
тельный по филадельфийской хромосоме ХМЛ или положительный по филадельфийской хромосоме 
ОМЛ. 
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В одном варианте осуществления изобретения, предложены композиции, содержащие популяцию 
олигонуклеотидов, которые гибридизуются с полинуклеотидным генным продуктом GRB2. В некоторых 
аспектах олигонуклеотиды популяции состоят из нуклеозидных молекул, связанных вместе через связи 
фосфатного остова, причем по меньшей мере одна из связей фосфатного остова в каждом олигонуклео-
тиде представляет собой Р-этокси связь остова, и причем не более 80% связи фосфатного остова в каж-
дом олигонуклеотиде представляют собой Р-этокси связи остова. В некоторых аспектах по меньшей мере 
одна из связей фосфатного остова в каждом олигонуклеотиде представляет собой связь фосфодиэфирно-
го остова. В некоторых аспектах олигонуклеотиды популяции содержат последовательность согласно 
SEQ ID NO: 1. В различных аспектах олигонуклеотиды популяции ингибируют экспрессию белка Grb2. 
В некоторых аспектах композиция лиофилизирована. 

В некоторых аспектах от 10 до 80% связей фосфатного остова представляют собой Р-этокси связи 
остова; от 20 до 80% связей фосфатного остова представляют собой Р-этокси связи остова; от 30 до 80% 
связей фосфатного остова представляют собой Р-этокси связи остова; от 40 до 80% связей фосфатного 
остова представляют собой Р-этокси связи остова; от 50 до 80% связей фосфатного остова представляют 
собой Р-этокси связи остова; или от 60 до 70% связей фосфатного остова представляют собой Р-этокси 
связи остова или любой получаемый в них диапазон. В некоторых аспектах от 20 до 90% связей фосфат-
ного остова представляют собой фосфатные связи остова; от 20 до 80% связей фосфатного остова пред-
ставляют собой фосфатные связи остова; от 20 до 70% связей фосфатного остова представляют собой 
фосфатные связи остова; от 20 до 60% связей фосфатного остова представляют собой фосфатные связи 
остова; от 20 до 50% связей фосфатного остова представляют собой фосфатные связи остова; или от 30 
до 40% связей фосфатного остова представляют собой связи фосфатные связи остова или любой полу-
чаемый в них диапазон. В различных аспектах, по меньшей мере 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 
65, 60, 65 70, 75, 80, 85, 90 или 95% или любое значение в них фосфатных связей остова представляют 
собой Р-этокси связи остова. В различных аспектах самое большее 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 
60, 65, 70, 75, 80, 85, 90 или 95% или любое значение в них фосфатных связей остова представляют собой 
фосфодиэфирные связи остова. В определенных аспектах, фосфодиэфирные связи остова распределены 
по олигонуклеотидам. Как таковые, олигонуклеотиды не являются химерными молекулами. В некоторых 
аспектах олигонуклеотиды не содержат фосфоротиоатной связи остова. 

В некоторых аспектах олигонуклеотиды популяции имеют размер в диапазоне от 7 до 30 нуклеоти-
дов. В определенных аспектах олигонуклеотиды популяции имеют размер в пределах от 12 до 25 нуклео-
тидов. В различных аспектах олигонуклеотиды популяции имеют размер по меньшей мере 5, 6, 7, 8, 9, 
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 или 30 нуклеотидов. Диапазон раз-
меров может быть средним размером олигонуклеотидов в популяции. 

В некоторых аспектах олигонуклеотиды популяции имеют средний размер 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 
15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 или 30 нуклеотидов, где не более 5, 6, 7, 8, 8, 9, 10, 
11, 11, 12, 13, 14, 15, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 20, 21, 22, 23 или 24, соответственно, связей фосфатного остова 
в каждом олигонуклеотиде представляет собой Р-этокси связь остова. В некоторых аспектах олигонукле-
отиды популяции имеют средний размер 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 
26, 27, 28, 29 или 30 нуклеотидов, где по меньшей мере 2, 2, 2, 2, 3, 3, 3, 3, 4, 4, 4, 4, 4, 5, 5, 5, 5, 5, 5, 6, 6, 
6, 6 или 6, соответственно, связей фосфатного остова в каждом олигонуклеотиде представляет собой 
фосфодиэфирную связь остова. 

В некоторых аспектах популяция олигонуклеотидов содержит один вид олигонуклеотидов. В дру-
гих аспектах популяция олигонуклеотидов содержит по меньшей мере два вида олигонуклеотидов. Один 
вид олигонуклеотида может иметь одинаковую нуклеотидную последовательность, но иметь или не 
иметь Р-этокси связей в разных положениях в молекуле. Таким образом, популяция может быть гомо-
генной по нуклеотидной последовательности и гетерогенной по распределению фосфодиэфирных связей 
остова среди олигонуклеотидов популяции. Кроме того, популяция может быть гетерогенной по количе-
ству Р-этокси связей остова и фосфодиэфирных связей остова среди олигонуклеотидов популяции. В 
качестве неограничивающего примера, первая часть олигонуклеотидов в популяции может иметь 70% Р-
этокси связей и 30% фосфодиэфирных связей, тогда как вторая часть олигонуклеотидов в популяции 
может иметь 60% Р-этокси связей и 40% фосфодиэфирных связей. В некоторых аспектах популяция оли-
гонуклеотидов содержит антисмысловые олигонуклеотиды, малые интерферирующие РНК (миРНК), 
микроРНК (миРНК) или piwiPHK (пиРНК). 

В различных аспектах композиция дополнительно содержит фосфолипиды. В некоторых аспектах 
фосфолипиды и олигонуклеотиды присутствуют в молярном соотношении от около 5:1 до около 100:1. В 
некоторых аспектах олигонуклеотиды и фосфолипиды образуют олигонуклеотид-липидный комплекс, 
такой как, например, липосомный комплекс. В некоторых аспектах, по меньшей мере 75, 76, 77, 78, 79, 
80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% липосом имеют диаметр менее 
чем 5 микрон. В некоторых аспектах популяция олигонуклеотидов включена в популяцию липосом. 

В некоторых аспектах фосфолипиды являются незаряженными или имеют нейтральный заряд при 
физиологическом рН. В некоторых аспектах фосфолипиды представляют собой нейтральные фосфоли-
пиды. В определенных аспектах нейтральные фосфолипиды представляют собой фосфатидилхолины. В 
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определенных аспектах нейтральные фосфолипиды представляют собой диолеоилфосфатидилхолин. В 
некоторых аспектах фосфолипиды по существу не содержат холестерина. 

В одном варианте осуществления изобретения, предложены фармацевтические композиции, содер-
жащие композицию олигонуклеотидов и фосфолипидов по данным вариантам осуществления изобрете-
ния и фармацевтически приемлемый носитель. В некоторых аспектах композиция дополнительно содер-
жит химиотерапевтический агент. 

В одном варианте осуществления изобретения, предложены способы снижения уровня экспрессии 
белка Grb2 в клетке, включающие приведение в контакт клетки с олигонуклеотидной композицией по 
данному варианту осуществления изобретения. В некоторых аспектах клетка представляет собой клетку 
млекопитающего. В некоторых аспектах клетка представляет собой раковую клетку. 

В одном варианте осуществления изобретения, предложены способы доставки терапевтически эф-
фективного количества олигонуклеотида в клетку, включающие приведение в контакт клетки с фарма-
цевтической композицией по данному варианту осуществления изобретения. В некоторых аспектах спо-
соб представляет собой способ лечения гиперплазии, рака, аутоиммунного заболевания или инфекцион-
ного заболевания. 

В одном варианте осуществления изобретения, предложены способы лечения субъекта больного 
раком, аутоиммунным заболеванием или инфекционным заболеванием, включающие введение субъекту 
терапевтически эффективного количества фармацевтической композиции по данному варианту реализа-
ции изобретения. В некоторых аспектах субъект представляет собой человека. В некоторых аспектах рак 
представляет собой рак мочевого пузыря, крови, лимфому, рак поджелудочной железы, костей, костного 
мозга, мозга, груди, толстого кишечника, пищевода, желудка, головы и шеи, почек, печени, легкого, про-
статы, кожи, яичка, языка, яичника или рак матки. Опухоли, поддающиеся лечению способами по дан-
ному изобретению, включают, но не ограничиваются ими, меланому, рак предстательной железы, рак 
яичников, рак груди, рак молочной железы, плоскоклеточный рак головы и шеи, папиллярный почечно-
клеточный рак, рак желчного пузыря, рак прямой кишки, рак поджелудочной железы, рак легкого, рак 
толстой кишки, глиому, астроцитому, классическую лимфому Ходжкина и опухоли гладких мышц, а 
также клетки глиобластомы, стволовые клетки костного мозга, гемопоэтические клетки, остеобласты, 
эпителиальные клетки, фибробласты, а также любые другие опухолевые клетки, которые подвергаются 
апоптозу и вызывают устойчивость или регрессию опухолевых клеток. В некоторых аспектах аутоим-
мунное заболевание представляет собой красную волчанку, спондилоартропатию, болезнь Шегрена, бо-
лезнь Крона, сахарный диабет, рассеянный склероз или ревматоидный артрит. В некоторых аспектах 
инфекционное заболевание представляет собой бактериальную инфекцию, грибковую инфекцию, вирус-
ную инфекцию или паразитарную инфекцию. В некоторых аспектах композицию вводят подкожно, 
внутривенно или внутрибрюшинно. В некоторых аспектах способ дополнительно включает введение 
субъекту по меньшей мере второй противораковой терапии. В некоторых аспектах вторая противорако-
вая терапия представляет собой хирургическую терапию, химиотерапию, лучевую терапию, криотера-
пию, гормонотерапию, иммунотерапию или терапию цитокинами. В некоторых аспектах введение ком-
позиции снижает экспрессию белка Grb2 у пациента. 

"Захватывать", "инкапсулировать" и "включать" относятся к липиду или липосоме, образующим 
препятствие для свободной диффузии в раствор в результате ассоциации с или вокруг интересующего 
агента, например, липосома может инкапсулировать агент в липидном слое или в водном компартменте 
внутри или между липидными слоями. В определенных вариантах осуществления изобретения, компо-
зиция содержится в фармацевтически приемлемом носителе. Фармацевтически приемлемый носитель 
может быть составлен для введения человеку или пациенту. 

В некоторых вариантах осуществления изобретения, липидный компонент имеет по существу ней-
тральный заряд, поскольку он содержит нейтральный фосфолипид или чистый нейтральный заряд. В 
некоторых аспектах нейтральный фосфолипид может представлять собой фосфатидилхолин, такой как 
DOPC, яичный фосфатидилхолин ("ЕРС"), дилауроилфосфатидилхолин ("DLPC"), димиристоилфосфа-
тидилхолин ("DMPC"), дипальмитоилфосфатидилхолин ("DPPC"), дистеароилфосфатидилхолин 
("DSPC"), дилинолеоилфосфатидилхолин, 1,2-диарахидоил-sn-глицеро-3-фосфохолин ("DAPC"), 1,2-
диеикосеноил-sn-глицеро-3-фосфохолин ("DEPC"), 1-миристоил-2-пальмитоилфосфатидилхолин 
("МРРС"), 1-пальмитоил-2-миристоилфосфатидилхолин ("РМРС"), 1-пальмитоил-2-
стеароилфосфатидилхолин ("PSPC"), 1-стеароил-2-пальмитоилфосфатидилхолин ("SPPC"), 1-
пальмитоил-2-олеоилфосфатидилхолин ("РОРС"), 1-олеоил-2-пальмитоилфосфатидилхолин ("ОРРС") 
или лизофосфатидилхолин. В других аспектах нейтральный фосфолипид может быть фосфатидилэтано-
ламин, такие как диолеоилфосфатидилэтаноламин ("DOPE"), дистеароилфосфатидилэтаноламин 
("DSPE"), димиристоил фосфатидилэтаноламин ("DMPE"), дипальмитоил фосфатидилэтаноламин 
("DPPE"), пальмитоилолеил фосфатидилэтаноламин ("POPE") или лизофосфатидилэтаноламин. В опре-
деленных вариантах осуществления изобретения, фосфолипидный компонент может содержать 1, 2, 3, 4, 
5, 6, 7, 8 или более видов или типов нейтрального фосфолипида. В других вариантах осуществления изо-
бретения, фосфолипидный компонент может содержать 2, 3, 4, 5, 6 или более видов или типов нейтраль-
ных фосфолипидов. 
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В некоторых вариантах осуществления изобретения, липидный компонент может иметь по сущест-
ву нейтральный заряд, поскольку он содержит положительно заряженный липид и отрицательно заря-
женный липид. Липидный компонент может дополнительно содержать нейтрально заряженный липид(ы) 
или фосфолипид(ы). 

Положительно заряженный липид может быть положительно заряженным фосфолипидом. Отрица-
тельно заряженный липид может быть отрицательно заряженным фосфолипидом. Отрицательно заря-
женный фосфолипид может представлять собой фосфатидилсерин, такой как димиристоилфосфатидил-
серин ("DMPS"), дипальмитоилфосфатидилсерин ("DPPS") или фосфатидилсерин мозга ("BPS"). Отрица-
тельно заряженный фосфолипид может быть фосфатидилглицерином, такие как дилауроилфосфатидилг-
лицерин ("DLPG"), димиристоилфосфатидилглицерин ("DMPG"), дипальмитоилфосфатидилглицерин 
("DPPG"), дистеароилфосфатидилглицерин ("DSPG"), или диолеилфосфатидилглицерин ("DOPG"). В 
определенных вариантах осуществления изобретения, композиция дополнительно содержит холестерин 
или полиэтиленгликоль (ПЭГ). В других вариантах осуществления изобретения, композиция по сущест-
ву не содержит холестерин. В определенных вариантах осуществления изобретения, фосфолипид пред-
ставляет собой природный фосфолипид. В других вариантах осуществления изобретения, фосфолипид 
представляет собой синтетический фосфолипид. 

Липосомы могут быть изготовлены из одного или более фосфолипидов при условии, что липидный 
материал практически не заряжен. Важно, чтобы композиция по существу не содержала анионных и ка-
тионных фосфолипидов и холестерина. Подходящие фосфолипиды включают фосфатидилхолины и дру-
гие, которые хорошо известны специалистам в данной области. 

Используемый в данном документе, термин "по существу свободный" в терминах определенного 
компонента используется в данном документе для обозначения того, что ни один из указанных компо-
нентов не был целенаправленно составлен в композицию и/или присутствует только в качестве загрязни-
теля или в следовых количествах. Таким образом, общее количество указанного компонента в результате 
любого непреднамеренного загрязнения композиции значительно ниже 0,05%, предпочтительно ниже 
0,01%. Наиболее предпочтительной является композиция, в которой никакое количество указанного 
компонента не может быть обнаружено стандартными аналитическими способами. 

Как используется в данном документе, формы единственного числа могут обозначать и множест-
венное число. Как используется в данном документе в формуле (пунктах формулы) изобретения, при 
использовании в сочетании со словом "содержащий", формы единственного числа могут обозначать и 
множественное число. 

Использование термина "или" в формуле изобретения используется для обозначения "и/или", если 
явно не указано, что оно относится только к альтернативам или альтернативы являются взаимоисклю-
чающими, хотя описание поддерживает определение, которое относится только к альтернативам и 
"и/или". Используемый в данном документе термин "другой" может означать по меньшей мере второй 
или более. 

Во всей этой заявке термин "около" используется для указания того, что значение включает в себя 
внутреннее изменение ошибки для устройства, способ, используемый для определения значения, или 
изменение, которое существует среди субъектов исследования. 

Другие объекты, признаки и преимущества данного изобретения станут очевидными из следующе-
го подробного описания. Однако следует понимать, что подробное описание и конкретные примеры, хо-
тя и указывают предпочтительные варианты осуществления изобретения, даны только в качестве иллю-
страции, поскольку различные изменения и модификации в пределах сущности и объема изобретения 
станут очевидными для специалиста в данной области техники из этого подробного описания. 

Краткое описание графических материалов 

Следующие графические материалы составляют часть данного описания и включены для дополни-
тельной демонстрации определенных аспектов данного изобретения. Изобретение может быть лучше 
понято при обращении к одному или более из этих графических материалов в сочетании с подробным 
описанием конкретных вариантов осуществления изобретения, представленных в данном документе. 

Фиг. 1 - концентрация антисмыслового олиго Grb2 в плазме пациентов. Уровень ВР1001 в плазме 
снизился в два раза по экспоненте. Сплошные линии были дозами 60 мг/м2; пунктирные линии были до-
зами 90 мг/м2. 

Фиг. 2 - BP1001+низкая доза Ara-С снижает бласты костного мозга у пациентов с рефрактер-
ной/рецидивирующей ОМЛ. 

Фиг. 3 - схема дизайна исследования. 
Фиг. 4 - диаграмма, иллюстрирующая критическую роль GRB2 в передаче сигналов тирозинкиназы. 
Фиг. 5А-В - селективное ингибирование продукции белков Grb2. BV173 (Фиг. 5А) и ALL-1 (фиг. 

5В) клетки инкубировали с 4-8 мкМ антисмысловых олиго L-Grb2 и олиго L-контроля. После трех дней 
культивирования белоксодержащие слои готовили и подвергали SDS-PAGE и переносили на нитроцел-
люлозные мембраны. Блоты разрезали на срезы и инкубировали с антителами, специфичными для белка 
Grb2 (мишень) или Crk1 (контроль). 

Фиг. 6А-В - активность ВР1001 на мышиной модели лейкемии. Фиг. 6А демонстрирует лечение 
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мышей, несущих 32Dp210 BCR-ABL-положительные ксенотрансплантаты лейкемии, с 15 мг/кг/доза 
ВР1001. Фиг. 6В демонстрирует лечение мышей, несущих 32Dp210 BCR-ABL-положительные лейкоз-
ные клетки, с 5, 10 или 15 мг/кг/доза ВР1001. 

Фиг. 7А-С - влияние времени и последовательности введения ВР1001 и дазатиниба. Фиг. 7А демон-
стрирует 1-часовую предварительную обработку ВР1001 до введения дозы дазатиниба. Фиг. 7В демонст-
рирует 1-дневную предварительную обработку дазатинибом до введения дозы ВР1001. Фиг. 7С демонст-
рирует 1-дневную предварительную обработку ВР1001 до введения дозы дазатиниба. 

Фиг. 8A-D - ВР1001 усиливает индукцию гибели клеток дазатинибом. Фиг. 8А демонстрирует про-
цент клеток в суб-G1 фазе. Фиг. 8В демонстрирует процент клеток в G1 фазе. Фиг. 8С демонстрирует 
процент клеток в S фазе. Фиг. 8D демонстрирует процент клеток в G2/M фазе. 

Фиг. 9А-В - предварительное лечение ВР1001 усиливает индукцию гибели клеток от дазатиниба и 
нилотиниба. Фиг. 9А демонстрирует процент клеток в суб-G1 фазе после предварительного лечения 
ВР1001. Фиг. 9В демонстрирует процент клеток в суб-G1 фазе после предварительного лечения ингиби-
тором тирозинкиназы. 

Описание иллюстративных вариантов осуществления изобретения 

Белок 2, связанный с рецептором фактора роста (Grb2). 
Ген grb2 был картирован в области хромосомы человека 17q22-qter, области, которая дуплицирова-

на при лейкозах, что может привести к увеличению числа копий генного продукта grb2. Поскольку Grb2 
важен для трансформации мышиных кроветворных клеток и пролиферации клеток лейкемии человека, 
которые экспрессируют высокие уровни онкогенных тирозинкиназ, ингибирование Grb2 может оказать 
существенное влияние на природную историю лейкозов. 

Grb2 связывает онкогенные тирозинкиназы с их нижестоящими сигнальными молекулами, такими 
как ERK и AKT, которые являются критическими регуляторами клеточной пролиферации и выживания. 
Адаптерный белок Grb2 содержит один домен Src гомологии 2 (SH2), фланкированный двумя доменами 
Src гомологии 3 (SH3). Grb2 использует свой домен SH2 для связывания с остатками фосфотирозина, 
обнаруженными в активированных тирозинкиназах, таких как Bcr-Abl, c-Cbl и рецептор эпидермального 
фактора роста (EGFR), в то время как он использует свои домены SH3 для связывания с богатыми про-
лином мотивами, такими как те, которые обнаружены в факторе обмена гуаниновых нуклеотидов, Son of 
Sevenless (SOS). RAS, белок ГТФазы, активен, когда связан с ГТФ, и неактивен, когда связан с ГДФ. 
Факторы обмена гуаниновых нуклеотидов, такие как SOS, увеличивают обмен ГДФ на ГТФ на RAS. По-
сле стимуляции фактором роста комплекс Grb2-SOS рекрутируется на плазматическую мембрану, где он 
использует свой домен SH2 для связывания со стимулированными фактором роста рецепторами тиро-
зинкиназы. Это связывание позволяет SOS находиться в непосредственной близости от RAS, который 
локализован на плазматической мембране. Таким образом, он способен стимулировать активность RAS. 
Активация RAS, в свою очередь, активирует множество нижестоящих сигнальных путей, важных для 
регуляции разнообразных клеточных процессов (Tari, 2001a). 

Наиболее известным сигнальным путем RAS является каскад протеинкиназ, активируемый митоге-
ном (MAP). В этом каскаде RAS связывается с RAF в ГТФ-зависимым способом. Это связывание приво-
дит к активации RAF. Активированный RAF фосфорилирует МЕК (митоген-активируемую киназу про-
теинкиназы), который, в свою очередь, фосфорилирует и активирует ERK1,2 (внеклеточные регулируе-
мые киназы 1,2). Активированный ERK1,2 затем транслоцируется в ядро и активирует транскрипцию 
путем фосфорилирования факторов транскрипции (например, ELK-1 и MYC). Фиг. 4 иллюстрирует путь 
передачи сигналов Grb2. Как и онкоген Bcr-Abl, протоонкоген с-Cbl конститутивно фосфорилируется 
тирозином в клетках ХМЛ. Grb2 может опосредовать управляемые с-CBL пути в клетках ХМЛ, посколь-
ку было показано, что Grb2 образует стабильные комплексы с с-Cbl. Это взаимодействие может привести 
к злокачественной трансформации миелоидных клеток-предшественников. 

За счет ингибирования Grb2, комплекс Grb2-SOS больше не способен обменивать ГДФ на ГТФ на 
RAS. Следовательно, происходит подавление каскада МАР-киназы и его последующей транскрипции 
(Tari 2001a). 

Ингибирование экспрессии гена Grb2. 
Были исследованы несколько стратегий для ингибирования функции Grb2. Одна стратегия включа-

ет клонирование альтернативно сплайсированной формы Grb2, которая имеет удаленный нефункцио-
нальный домен SH2 (Fath, 1994). Кодированный белок Grb3-3 не будет связываться с фосфорилирован-
ным EGFR, поскольку удаленные остатки являются неотъемлемой частью связывания Grb2 с остатками 
фосфотиозина; Grb3-3, однако, сохраняет функциональные домены SH3. Следовательно, Grb3-3 может 
конкурировать с Grb2 в связывании факторов обмена гуаниновых нуклеотидов. В исследовании Fath et 
al. (1994), микроинъекция Grb3-3 в фибробласты Swiss 3T3 индуцировала их апоптоз. Эти клоны сконст-
руированы для конкуренции с Grb2 в связывании факторов обмена гуаниновых нуклеотидов. 

Вторая стратегия использует низкомолекулярные ингибиторы для предотвращения связывания ре-
цепторов фактора роста с доменом SH2 Grb2 (Gay, 1999). Эти низкомолекулярные ингибиторы Grb2 SH2 
разработаны с использованием молекулярных моделей, основанных на рентгеновских структурах Grb2, в 
комплексе с фосфопептидными лигандами, содержащими мотив Tyr-X-Asn-X. Эти ингибиторы содержат 



041953 

- 7 - 

элементы, способные распознавать и избирательно связывать домен SH2 Grb2. Целью этих ингибиторов 
является обратная онкогенная трансформация и предотвращение вызванной фактором роста подвижно-
сти клеток (Gay, 1999). 

Третья стратегия включает использование Grb2-связывающих фосфопептидов (Williams, 1997). Об-
работка клеток проницаемыми для клеток связывающими Grb2 фосфопептидами приводит к их ассоциа-
ции с Grb2 и ингибированию связывания рецептора фактора роста с Grb2 (Williams, 1997). Это может 
остановить митогенез, стимулированный фактором роста. 

В-четвертых, ингибирование экспрессии Grb2 может быть достигнуто с использованием антисмы-
словых олигонуклеотидов, комплементарных специфическим участкам мРНК Grb2. Когда антисмысло-
вые олигонуклеотиды связываются с мРНК-мишенью, образуется гибрид ДНК-РНК. Образование гибри-
да ингибирует трансляцию мРНК и, следовательно, экспрессию кодируемого белка. Если белок Grb2 не-
обходим для пролиферации клетки, его ингибирование может привести к подавлению роста. Ингибиро-
вание экспрессии Grb2 может также преодолевать лекарственную устойчивость и способствовать инду-
цированному химиотерапией апоптозу в раковых клетках. 

Антисмысловая терапия Р-этокси олигонуклеотидом против Grb2 и его ингибирующая активность 
против ХМЛ и ОМЛ 

Связанный с рецептором фактора роста белок-2 (Grb2) используется онкогенными тирозинкиназа-
ми, такими как Bcr-Abl, для активации пути Ras. Grb2 необходим Bcr-Abl для трансформации фибробла-
стов и индуцирования лейкозоподобных заболеваний у мышей. ВР1001, включенный в липосомы анти-
смысловой олигодезоксинуклеотид (олиго), специфичный к мРНК grb2, был разработан для блокирова-
ния экспрессии Grb2. Непрерывная последовательность кДНК Grb2 представлена в SEQ ID NO: 2, и по-
следовательность белка Grb2 представлена в SEQ ID NO: 3. 

Стратегия, используемая в этом исследовании для ингибирования Grb2, использует включенный в 
липосомы, устойчивый к нуклеазам антисмысловой олигонуклеотид, специфичный для мРНК Grb2. Ан-
тисмысловое олигонуклеотидное лекарственное вещество в ВР1001 представляет собой устойчивый к 
нуклеазам аналог фосфодиэфира, который содержит Р-этокси остов. Эта структура была выбрана по од-
ному с фосфоротиоатным остовом, потому что в ней отсутствует остаток серы. Остаток серы в фосфоро-
тиоатном остове был связан (влиял) с геморрагический диатез. 

Используемая олигонуклеотидная последовательность представляет собой: 5'-
ATATTTGGCGATGGCTTC-3' (SEQ ID NO: 1), и она специфична для сайта инициации трансляции мРНК 
Grb2 человека, тем самым нарушая продукцию белка Grb2. Было показано, что этот антисенс ингибирует 
экспрессию Grb2 и рост клеток в Bcr-Abl-положительных лейкозных клетках, а также в клетках рака мо-
лочной железы, которые экспрессируют высокие уровни HER2/neu или EGFR (фиг. 5А-В). 

ВР1001 представляет собой нейтральную липосому, объединенную с устойчивым к нуклеазе гид-
рофобным Р-этокси антисмысловым олиго, нацеленным на мРНК Grb2. В доклинических исследованиях 
ВР1001 был эффективен в индукции ингибирования роста и снижения ERK1,2 и фосфорилирования Akt 
в чувствительных к иматинибу и устойчивых к иматинибу клеточных линиях ХМЛ. Кроме того, было 
показано, что ВР1001 селективно ингибирует продукцию белка Grb2 в линиях Ph+ лейкозных клеток 
BV173 и ALL-1, а также было обнаружено, что он ингибирует пролиферацию лейкозных линий клеток 
Bcr-Abl+ (клеток ALL-1, BV173 и K562) (табл. 16). 

Таблица 16. Ингибирование пролиферации лейкозных  
клеточных линий с помощью ВР1001 

 
* - Ph-отрицательная лейкозная клеточная линия (Bcr-Abl отрицательная). 

Ингибирование экспрессии белка Grb2 привело к ингибированию роста клеток в клеточных линиях 
Bcr-Abl+, полученных от пациентов с Ph+ лейкозом, демонстрируя, что Grb2 играет функциональную 
роль в индуцированной Bcr-Abl пролиферации клеток и, следовательно, играет жизненно важную роль в 
поддержании онкогенного потенциала Ph+ лейкоза. Эти результаты показывают, что подавление белка 
Grb2 может приводить к ингибированию роста клеток, что регулируется тирозинкиназой Bcr-Abl. 

ВР1001 был эффективен в увеличении выживаемости мышей NOD/SCID, несущих Bcr-Abl-
положительные ксенотрансплантаты лейкоза (Tari, 2007). Исследования показали противоопухолевый 
ответ на этот агент у мышей, которым инъецировали 32Dp210 Bcr-Abl-положительными клетками лейко-
за, которых впоследствии лечили с ВР1001. 

В одном исследовании мышей, которым инъецировали 32Dp210 Bcr-Abl-положительные лейкозные 
клетки, лечили ВР1001 (15 мг/кг/доза) или контролем (пустые липосомы DOPC) внутривенно, начиная с 
первого дня после инъекции опухолевых клеток, два раза в неделю в течение до 6 недель. Мышей еже-
дневно наблюдали на предмет состояния агонии/заболеваемости. Все выжившие мыши были умерщвле-
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ны на 40 день. У мышей, которым инъецировали 32Dp210 Bcr-Abl-положительные клетки лейкоза, 60%, 
которых лечили ВР1001, выживали на 40 день (конец исследования) по сравнению с 17% мышей, полу-
чавших пустые липосомы. Средняя продолжительность жизни у животных, которых лечили, составила 
31,6±13,1 дня по сравнению с 23,7±8,3 дня в группе с пустой липосомой (фиг. 6А). 

Во втором исследовании на мышах, которым инъецировали 32Dp210 Bcr-Abl-положительные лей-
козные клетки, группы лечения получали ВР1001 в 5, 10 или 15 мг/кг/доза, вводимой внутривенно, начи-
ная с одного дня после инъекции опухолевых клеток, два раза в неделю в течение до 7 недель. Контроль-
ные группы получали липосомы DOPC, содержащие олигонуклеотид произвольной последовательности 
(15 мг/кг/доза) по той же схеме. Мышей ежедневно наблюдали на предмет состоянии аго-
нии/заболеваемости. Выжившие мыши в контрольных группах подвергались эвтаназии на 41 день, а в 
группах лечения на 48 день. При уровне дозы 15 мг/кг/доза 80% мышей, получавших ВР1001, выжили до 
48 дня (конец исследования), по сравнению с 0% мышей, получавших 15 мг/кг/доза липосомального кон-
трольного олигонуклеотида (фиг. 6В). Средняя продолжительность жизни составила 44,2±8,5 против 
20,4±7,9 дня в этих группах соответственно. Средняя продолжительность жизни у мышей, получавших 5 
или 10 мг/кг/доза ВР1001, составляла 20,8±4,7 и 22,2±8,7 дня соответственно. Результаты показали, что 
лечение ВР1001 дважды в неделю при уровне дозы 15 мг/кг/доза увеличивало выживаемость у мышей, 
индуцированных 32Dp210 Bcr-Abl-положительным ХМЛ, по сравнению с контрольной обработкой оли-
гонуклеотидами. 

Кроме того, значительное снижение периферических бластов наблюдалось у пациента с ХМЛ в фа-
зе I исследования (от 81% до 5%) после получения четырех инфузий ВР1001. У больного был бластный 
криз ХМЛ, характеризующийся мутацией T315I. Эти данные предполагают, что Grb2 играет критиче-
скую роль в прогрессировании ХМЛ. Кроме того, доклинические исследования показывают, что предва-
рительная обработка ВР1001 усиливает цитотрабиновую цитотоксичность в клетках острого миелоидно-
го лейкоза (ОМЛ). 

Фармакология и токсикология ВР1001. 
Фармакокинетические исследования на крысах. 
Фармакокинетические исследования ВР1001 были проведены на крысах после внутривенного (в/в) 

введения (Tari, 2007). Крысам Льюиса (n=5, 400 г) проводили канюляцию правой бедренной артерии и 
левой бедренной вены, и им вводили в/в радиоактивно меченный (32Р) ВР1001 в дозе 10 мг олигонуклео-
тида на кг массы тела. Кровь (0,3 мл) собирали через правую бедренную артерию через 5, 10, 20, 30, 60, 
90, 120, 180 и 240 минут после инъекции. После каждого изъятия катетер промывали гепарином натрия 
1:1000 (единиц/мл). Образцы цельной крови отбирали и анализировали на радиоактивность 32Р с помо-
щью жидкостной сцинтилляции, как описано ранее (Tari, 1998; Gutierrez-Puente, 1999). 

Фармакокинетические параметры определяли с помощью нелинейного регрессионного анализа 
(Rstrip; Micro Math, Inc., Солт-Лейк-Сити, Юта). Данные о концентрации лекарств в цельной крови луч-
ше всего подходили для модели с двумя компонентами. Было обнаружено, что клиренс ВР1001 из крови 
точно соответствует двухкомпонентной математической модели (корреляция r2>0,98). Начальная фаза 
распределения произошла в течение первых 6 минут после инъекции (t1/2α=5,16±0,3 минуты). Период 
полувыведения терминальной фазы (t1/2β) составил 225,6±13,2 мин. Непосредственный видимый объем 
распределения (36,42±1,88 мл) был выше, чем общий объем крови у крыс этого размера. Площадь под 
кривой концентрации (AUC) составляла 5,4±0,9 мг/мл × мин, а время удержания составляло 309,6±21,5 
минут. 

Фармакокинетическое распределение ВР1001 и высокий объем распределения, наблюдаемые в этом 
исследовании, были сходны с данными, полученными для других исследованных ранее включенных в 
липосомы Р-этоксиолигонуклеотидов (Tari, 1998; Gutierrez-Puente, 1999). 

Исследования распределения в ткани ВР1001 у мышей Исследования распределения ВР1001 в тка-
ни были проведены на мышах после в/в введения. Двадцать мышей (5/группа) были разделены на три 
группы испытуемых и одну контрольную группу. Группам испытуемых вводили в/в через хвостовую 
вену радиоактивно меченный (32Р) ВР1001 в дозе 20 мг олигонуклеотида на кг массы тела. Инъецирован-
ных мышей умерщвляли ингаляцией СО2 через 4,24 и 48 часов после инъекции для извлечения органов. 
Контрольные животные были животными без инъекций. У всех животных отбирали ткани селезенки, 
печени, почек, сердца, желудка, легких и костного мозга, а образцы тканей (50-100 мг) из каждого органа 
взвешивали и обрабатывали. Радиоактивность 32Р подсчитывали в сцинтилляционном счетчике. Резуль-
таты выражали в виде среднего мкг BP1001/г ткани. Как и ожидалось, радиоактивности у контрольных 
животных обнаружено не было. Распределение ВР1001 в тканях было сходным с тем, которое сообща-
лось для других исследованных ранее включенных в липосомы Р-этокси олигонуклеотидов. ВР1001 на-
капливается во всех исследованных тканях с наибольшим накоплением в тканях селезенки, печени и по-
чек. Через 4 ч после инъекции средние концентрации ВР1001 в ткани на г ткани были: 64 мкг (селезен-
ка), 50 мкг (печень), 34 мкг (почка) и варьировались от 12-34 мкг в других тканях. Период полувыведе-
ния из ткани составлял приблизительно 24 часа в селезенке, печени, почках, сердце и желудке и 48 часов 
в легких. Минимальное количество ВР1001 (~0,4 мкг в двух бедрах) было обнаружено в костном мозге, 
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где концентрация оставалась относительно постоянной в течение 72 часов. 
Токсикология ВР1001. 
Исследование токсичности однократной дозы на мышах. 
В исследовании токсичности одной дозы ВР1001 15 самцов мышей ICR (5/группа) были отнесены к 

контрольной группе без инъекций (группа I) и двум группам лечения (группы II и III) для получения 15 и 
30 мг олиго/кг внутривенно через хвостовую вену в виде одной инъекции. Пятнадцать самок мышей ICR 
(5/группа) были отнесены к контрольной группе без инъекций (группа IV) и двум группам лечения 
(группы V и VI) для получения 20 и 40 мг олиго/кг соответственно внутривенно через хвостовую вену в 
виде одной инъекции. Животных осматривали ежедневно и собирали кровь для гематологической оцен-
ки и клинической биохимии через две и шесть недель после инъекции. Животных умерщвляли после 
взятия крови через шесть недель после инъекции и собирали ткани для грубой и микроскопической 
оценки токсичности органов. Никаких признаков заболеваемости или смертности не наблюдалось. Од-
нократные внутривенные инъекции 15-40 мг/кг ВР1001 не вызывали связанных с лекарственными сред-
ствами поражений в исследуемых органах. Снижение количества белых кровяных телец наблюдалось 
через две недели после инъекции 30 и 40 мг олиго/кг. Восстановление количества белых кровяных телец 
наблюдалось через шесть недель после инъекции 30 мг олиго/кг. Среднее значение количества белых 
кровяных телец не было полностью восстановлено через шесть недель у животных, получавших 40 мг 
олиго/кг, но статистически не отличалось от контроля (Tari, 2007). 

Исследование токсичности множественных доз на мышах. 
В исследовании токсичности множественных доз ВР1001 на мышах, 24 мыши ICR (беспородная 

линия мышей из Института исследований рака; 5 самок/группа, 3 самца/группа) были отнесены к кон-
трольной группе без инъекций (группа I) и двум группам лечения (группы II-III) для приема 15 и 25 мг 
олиго/кг внутривенно через хвостовую вену ежедневно в течение пяти последовательных дней. Живот-
ных осматривали ежедневно и собирали кровь для гематологической оценки и клинической биохимии 
через две и шесть недель после инъекции. Животных умерщвляли после взятия крови через шесть недель 
после инъекции и собирали ткани для грубой и микроскопической оценки токсичности органов. Никаких 
признаков заболеваемости или смертности не наблюдалось. Множественные внутривенные инъекции 15-
25 мг/кг ВР1001 не вызывали связанных с лекарственными средствами поражений в исследуемых орга-
нах. Снижение количества белых кровяных телец наблюдалось через две недели после инъекции в груп-
пах лечения, которое сохранялось через шесть недель после инъекции. Дифференциальные подсчеты 
белых кровяных телец показали, что конкретные популяции белых кровяных телец у животных, которых 
лечили, не отличались от контроля (Tari, 2007). 

Исследования токсичности множественных доз на кроликах. 
Было проведено исследование потенциальной токсичности внутривенного введения ВР1001 два ра-

за в неделю (медленный болюс) у голландских кроликов. ВР1001 вводили в течение 28-дневного периода 
с последующей двухнедельной фазой восстановления. Дизайн исследования был таким, как показано в 
таблице. 

Дизайн исследования токсичности на кроликах 

 
* - из каждой группы 3 самца и 3 самки кроликов были подвергнуты эв-
таназии в дни исследований 4, 29 и 42. 

Дозы вводили в дни исследования 1, 3, 8, 10, 15, 17, 22 и 24. Первый день введения дозы в исследо-
вании был обозначен как 1-й день исследования. Дозы вводились примерно в одно и то же время каждый 
день. Индивидуальные объемы дозы рассчитывали на основе последней зарегистрированной массы тела 
для каждого животного. Уровни дозы в 1-й день исследования рассчитывали на основе веса тела перед 
тестированием. Основываясь на дизайне этого исследования, не было явных токсикологических измене-
ний в клинических наблюдениях, весе тела, цитологии костного мозга, клинической патологии, весе ор-
ганов или микроскопических результатах. При вскрытии было сделано три макроскопических наблюде-
ния. Макроскопическое наблюдение небольшого желчного пузыря проводилось в группе 1, самец 4-го 
дня исследования (№ 8939), и группе 2, самка 42-го дня исследования (№ 8968). Группа 1, самец 29-го 
дня исследования (№ 8944), имел макроскопическое наблюдение темных очагов, охватывающих все доли 
легкого. Эти не зависящие от дозы результаты, по-видимому, не были связаны с введением ВР1001. Ос-
новываясь на дизайне этого исследования, не было явной токсичности при внутривенном (медленном 
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болюсе) введении дважды в неделю 3,75, 5,00 или 7,50 мг/кг ВР1001 в клинических наблюдениях, весе 
тела, цитологии костного мозга, клинической патологии, весе органа или микроскопических находок. 
Кроме того, результаты показали, что, когда ВР1001 вводили кроликам, не наблюдалось влияния на па-
раметры коагуляции. 

Исследование мутагенности по Эймсу ВР1001 был протестирован в исследовании мутагенности по 
Эймсу. Хлорид натрия (0,9%) добавляли во флаконы ВР1001, содержащие 5 мг олигонуклеотида Grb2. 
Образец был протестирован против пяти штаммов сальмонелл в различных концентрациях в присутст-
вии и в отсутствие системы активации фермента S-9. Образец не был мутагенным для протестированных 
штаммов. 

In vitro тест на аберрацию хромосом у млекопитающих (клетки СНО) ВР1001 был протестирован в 
анализе хромосомной аберрации с использованием клеток СНО как в отсутствие, так и в присутствии 
Aroclor-индуцированной системы активации S9. Предварительный тест на токсичность был выполнен 
для определения диапазона доз для анализа хромосомной аберрации. Анализ аберрации хромосом был 
использован для оценки кластогенного потенциала ВР1001. На основании результатов этого исследова-
ния был сделан вывод, что ВР1001 является отрицательным для индукции структурных и численных 
хромосомных аберраций в клетках СНО как в неактивированных, так и в S9-активированных тест-
системах. 

Клинические исследования ВР1001 на людях. 
Исследование ВР1001 фазы I состояло из двух частей: (А) повышение дозы ВР1001 и (В) ВР1001 с 

одновременным увеличением дозы низкодозового цитарабина (LDAC). Для повышения дозы (часть А) 
использовали стандартный дизайн "3+3", в котором последовательные группы из 3 или более пациентов 
с гематологическими злокачественными новообразованиями лечили возрастающими дозами от 5 до 135 
мг/м2 ВР1001 до идентификации максимальной переносимой дозы (МПД). Для части исследования, по-
священной повышению дозы (Часть В), две последовательные подгруппы пациентов с ОМЛ лечили 
ВР1001 с МПД (или самой высокой протестированной дозой [HTD]) и на один уровень ниже МПД (или 
HTD) в сочетании с фиксированной дозой LDAC для дальнейшей характеристики безопасности и биоло-
гического эффекта, а также для определения рекомендуемой дозы фазы 2. В обеих частях исследования 
использовался открытый последовательный дизайн с повышением дозы для оценки безопасности, пере-
носимости и токсичности, фармакокинетики (ФК), опухолевого ответа и антилейкозной активности. Все-
го в исследовании приняли участие 39 пациентов: ОМЛ (n=30), ХМЛ-БФ (n=5) и МДС (n=4). Из 39 паци-
ентов 27 были оценены; 12 не завершили полный цикл из-за прогрессирования заболевания и были заме-
нены в соответствии с протоколом. Только один пациент при дозе 5 мг/м2 испытывал дозоограничиваю-
щую токсичность (ДОТ), воспаление слизистой оболочки 3 степени и синдром "кисть-стопа", во время 
принятия высокой дозы гидроксимочевины для лечения пролиферативного ХМЛ-БФ. Исследуемый пре-
парат не может быть исключен как способствующий фактор, поэтому об этом событии было сообщено 
как о ДОТ. После расширения до шести пациентов, ни у одного пациента не развилось ДОТ. Другой ле-
карственной токсичности не наблюдалось ни у одного из пролеченных пациентов. МПД не была иден-
тифицирована. HTD для ВР1001 составляет 90 мг/м2. 

Среди 27 оцениваемых пациентов была введена медиана одного цикла (1-5): четыре получили два 
цикла, три получили три цикла, четыре получили пять циклов, а все остальные получили один цикл. Из 
21 поддающегося оценке пациента в группах с одним агентом (часть А) 10 испытали ≥50%-ное снижение 
количества периферических бластов или бластов костного мозга; у двух было улучшение поражения ко-
жи при лейкозе; шесть имели неустойчивое снижение числа бластов. Среди шести оцениваемых пациен-
тов, получавших комбинированную терапию BP1001+LDAC (часть В), трое достигли полной ремиссии 
(CR) и двое достигли частичной ремиссии (PR). 

Исследования биомаркеров Grb2. 
Проточную цитометрию использовали для определения уровней белков Grb2 и pErk в циркули-

рующих лейкозных клетках пациентов, которые получали терапию одним агентом ВР1001, и сообщали о 
ней как о средней интенсивности флуоресценции (MFI). MFI Grb2 и pErk во время лечения сравнивали с 
таковыми на исходном уровне. В последнем измеренном образце (конец обработки или цикл 1 день 22) 
ВР1001 снизил ≥25% уровней Grb2 в 10 из 12 образцов, и ≥25% уровней pErk в 7 из 12 образцов. Среднее 
снижение уровней Grb2 составило 49% (диапазон: от 28 до 91%), а уровень pErk составил 52% (диапазон: 
от 27 до 91%). 

Фармакокинетические исследования. 
Фармакокинетический (ФК) анализ проводили на образцах плазмы, взятых у рефрактер-

ных/рецидивирующих пациентов с диагнозом ОМЛ, получавших ВР1001 (60 мг/м2)+LDAC или полу-
чавших ВР1001 (90 мг/м2)+LDAC. В обеих группах Tmax было через 1 ч после введения. Cmax обеих доз 
составлял 82 нг/мл. Однако период полураспада ВР1001 в плазме был больше для дозы 60 мг/м2, чем для 
дозы 90 мг/м2 (29,6±8,1 ч против 11,8±5,4 ч). Степень клиренса ВР1001 была ниже для дозы 60 мг/м2, чем 
для дозы 90 мг/м2 (133±24 л/ч против 205±70 л/ч). Эти результаты показывают, что доза 60 мг/м2 ВР1001 
может быть более благоприятной, чем доза 90 мг/м2. 
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Липиды и липосомы. 
Термин "липосомы" используется в данном документе для обозначения липидосодержащих вези-

кул, имеющих липидный бислой, а также других частиц липидного носителя, которые могут захватывать 
или включать антисмысловые олигонуклеотиды. Как таковая, липосома - это общий термин, охваты-
вающий множество однослойных, многослойных и мультивезикулярных липидных носителей, образо-
ванных в результате образования закрытых липидных бислоев или агрегатов. Кроме того, липосомы мо-
гут иметь неопределенную ламеллярную структуру. Липосомы могут быть охарактеризованы как имею-
щие везикулярные структуры с фосфолипидной двухслойной мембраной и внутренней водной средой. 
Многослойные липосомы имеют несколько липидных слоев, разделенных водной средой. Они образуют-
ся спонтанно, когда фосфолипиды суспендируют в избытке водного раствора. Липидные компоненты 
подвергаются самоорганизации перед образованием замкнутых структур и захватывают воду и раство-
ренные растворы между липидными бислоями (Ghosh and Bachhawat, 1991). Однако данное изобретение 
также охватывает композиции, которые имеют другие структуры в растворе, чем нормальная везикуляр-
ная структура. Например, липиды могут иметь мицеллярную структуру или просто существовать в виде 
неоднородных агрегатов молекул липидов. 

Липосомы представляют собой форму наночастиц, которые являются носителями для доставки раз-
личных лекарств в пораженную ткань. Оптимальный размер липосом зависит от ткани-мишени. В опу-
холевой ткани сосудистая сеть прерывистая, и размеры пор варьируются от 100 до 780 нм (Siwak et al., 
2002). Для сравнения, размер пор в нормальном эндотелии сосудов составляет <2 нм в большинстве тка-
ней и 6 нм в посткапиллярных венулах. 

Считается, что отрицательно заряженные липосомы быстрее удаляются из кровообращения, чем 
нейтральные или положительно заряженные липосомы; однако недавние исследования показали, что тип 
отрицательно заряженного липида влияет на скорость поглощения липосом ретикулоэндотелиальной 
системой (РЭС). Например, липосомы, содержащие отрицательно заряженные липиды, которые не экра-
нированы стерически (фосфатидилсерин, фосфатидная кислота и фосфатидилглицерин), выводятся бы-
стрее, чем нейтральные липосомы. Интересно, что катионные липосомы (1,2-диолеоил-3-
триметиламмоний-пропан [DOTAP]) и комплексы катион-липосома-ДНК более активно связываются и 
интернализуются эндотелиальными клетками ангиогенных кровеносных сосудов посредством эндоцито-
за, чем анионные, нейтральные или стерически стабилизированные нейтральные липосомы (Thurston et 
al., 1998; Krasnici et al., 2003). Катионные липосомы могут не быть идеальными носителями доставки для 
опухолевых клеток, потому что поверхностные взаимодействия с опухолевыми клетками создают элек-
тростатически полученный барьерный эффект сайта связывания, ингибируя дальнейшую ассоциацию 
систем доставки с опухолевыми сфероидами (Kostarelos et al., 2004). Однако нейтральные липосомы, по-
видимому, лучше проникают внутрь опухоли. Токсичность для специфических липосомальных препара-
тов также вызывает беспокойство. Катионные липосомы вызывают дозозависимую токсичность и воспа-
ление легких, способствуя высвобождению промежуточных соединений активного кислорода, и этот 
эффект более выражен у многовалентных катионных липосом, чем у одновалентных катионных липо-
сом, таких как DOTAP (Dokka et al., 2000). Нейтральные и отрицательные липосомы, по-видимому, не 
проявляют токсичности для легких (Guitierrez-Puente et al., 1999). Катионные липосомы, хотя и эффек-
тивно поглощают нуклеиновые кислоты, имели ограниченный успех для подавления гена in vivo, воз-
можно, из-за их стабильной внутриклеточной природы и, как следствие, неспособности высвобождать 
содержимое нуклеиновых кислот. Липиды с нейтральным зарядом или липидные композиции с нейтра-
лизованным зарядом, например, 1,2-диолеоил-sn-глицеро-3-фосфохолин (DOPC), используются в данном 
документе из-за нейтральных свойств и успеха в доставке антисмысловых олигонуклеотидов in vivo. 

Данное изобретение обеспечивает способы и композиции для связывания олигонуклеотида, такого 
как антисмысловой олигонуклеотид, с липидом и/или липосомой. Олигонуклеотид может быть включен 
в водную внутреннюю часть липосомы, вкраплен в липидный бислой липосомы, присоединен к липосо-
ме через связывающую молекулу, которая связана как с липосомой, так и с олигонуклеотидом, захвачен-
ным в липосому, в комплексе с липосомой, диспергирован в растворе, содержащем липид, смешивают с 
липидом, объединяют с липидом, содержат в виде суспензии в липиде, содержат или образуют комплекс 
с мицеллой или иным образом связывают с липидом. Композиции, связанные с липосомами или липосо-
мами/олигонуклеотидами, представленные в данном документе, не ограничены какой-либо конкретной 
структурой в растворе. Например, они могут присутствовать в двухслойной структуре, в виде мицелл, 
или в "сжатой" структуре. Они также могут просто вкрапляться в раствор, возможно, образуя агрегаты, 
которые не являются однородными ни по размеру, ни по форме. 

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

липиды включают жировые капли, которые естественным образом встречаются в цитоплазме, а также 
класс соединений, которые хорошо известны специалистам в данной области, которые содержат длинно-
цепочечные алифатические углеводороды и их производные, такие как жирные кислоты, спирты, амины, 
аминоспирты и альдегиды. Примером является липид 1,2-диолеоил-sn-глицеро-3-фосфохолин (DOPC). 

Липидные композиции по данному изобретению могут содержать фосфолипиды. В некоторых ва-
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риантах осуществления изобретения, один вид или тип фосфолипида может быть использован при соз-
дании липидных композиций, таких как липосомы. В других вариантах осуществления изобретения, мо-
жет использоваться более одного вида или типа фосфолипида. 

Фосфолипиды включают глицерофосфолипиды и некоторые сфинголипиды. Фосфолипиды вклю-
чают, но не ограничиваются ими, диолеоилфосфатидилхолин ("DOPC"), яичный фосфатидилхолин 
("ЕРС"), дилаурилоилфосфатидилхолин ("DLPC"), димиристоилфосфатидилхолин ("DMPC"), дипальми-
тоилфосфатидилхолин ("DPPC"), дистеароилфосфатидилхолин ("DSPC"), дилинолеоилфосфатидилхо-
лин, 1,2-диарахидоил-sn-глицеро-3-фосфохолин ("DAPC"), 1,2-диейкосеноил-sn-глицеро-3-фосфохолин 
("DEPC"), 1-миристоил-2-пальмитоилфосфатидилхолин ("МРРС"), 1-пальмитоил-2-
миристоилфосфатидилхолин ("РМРС"), 1-пальмитоил-2-стеароилфосфатидилхолин ("PSPC"), 1-
стеароил-2-пальмитоилфосфатидилхолин ("SPPC"), пальмитоилоеоилфосфатидилхолин ("РОРС"), 1-
олеоил-2-пальмитоилфосфатидилхолин ("ОРРС"), дилаурилоилфосфатидилглицерол ("DLPG"), димири-
стоилфосфатидил-глицерол ("DMPG"), дипальмитоилфосфатидилглицерол ("DPPG"), дистеароилфосфа-
тидилглицерол ("DSPG"), диолеоилфосфатидилглицерол ("DOPG"), димиристоилфосфатидная кислота 
("DMPA"), дипальмитоилфосфатидная кислота ("DPPA"), дистеароилфосфатидная кислота ("DSPA"), 
диолеоилфосфатидная кислота ("DOPA"), димиристоил фосфатидилэтаноламин ("DMPE"), дипальмито-
ил фосфатидилэтаноламин ("DPPE"), дистеароилфосфатидилэтаноламин ("DSPE"), диолеоилфосфатиди-
лэтаноламин ("DOPE"), пальмитоилоеоил фосфатидилэтаноламин ("POPE"), димиристоил фосфатидил-
серин ("DMPS"), дипальмитоил фосфатидилсерин ("DPPS"), фосфатидилсерин мозга ("BPS"), дистеароил 
сфингомиелин ("DSSP"), сфингомиелин мозга ("BSP"), дипальмитоил сфингомиелин ("DPSP"), лизофос-
фатидилхолин и лизофосфатидилэтаноламин. 

Фосфолипиды включают, например, фосфатидилхолины, фосфатидилглицерины и фосфатидилэта-
ноламины; поскольку фосфатидилэтаноламины и фосфатидилхолины не заряжены в физиологических 
условиях (то есть при рН около 7), эти соединения могут быть особенно полезны для получения ней-
тральных липосом. В определенных вариантах осуществления фосфолипид DOPC используется для по-
лучения незаряженных липосом или липидных композиций. В определенных вариантах осуществления 
изобретения, липид, который не является фосфолипидом (например, холестерином), также может быть 
использован 

Фосфолипиды могут быть из природных или синтетических источников. Однако фосфолипиды из 
природных источников, такие как фосфатидилхолин яиц или сои, фосфатидиновая кислота мозга, фосфа-
тидилинозитол мозга или растений, кардиолипин сердца, и растительный или бактериальный фосфати-
дилэтаноламин, не используются в некоторых вариантах осуществления изобретения в качестве основ-
ного фосфатида (то есть составляют 50% или более общей фосфатидной композиции), поскольку это 
может привести к нестабильности и утечке образующихся липосом. 

Нейтральные липосомы. 
Используемые в данном документе термины "нейтральные липосомы или липидная композиция" 

или "незаряженные липосомы или липидная композиция" определяются как липосомы или липидные 
композиции, имеющие один или более липидов, которые дают по существу нейтральный суммарный 
заряд (по существу, не заряжены). В некоторых вариантах осуществления изобретения, нейтральные ли-
посомы или липидные композиции могут включать в основном липиды и/или фосфолипиды, которые 
сами являются нейтральными. В определенных вариантах осуществления изобретения, амфипатические 
липиды могут быть включены или использованы для создания нейтральных липосом или липидных ком-
позиций. Например, нейтральная липосома может быть создана путем объединения положительно и от-
рицательно заряженных липидов, так что эти заряды по существу взаимно компенсируют друг друга, в 
результате чего получается практически нейтральный суммарный заряд. Под "по существу нейтраль-
ным" или "по существу незаряженным" подразумевается, что немногие, если таковые имеются, липиды в 
данной популяции (например, популяции липосом) включают заряд, который не аннулируется противо-
положным зарядом другого компонента (например, менее чем 10% компонентов включают неаннулиро-
ванный заряд, более предпочтительно менее чем 5% и наиболее предпочтительно менее чем 1%). В оп-
ределенных вариантах осуществления данного изобретения может быть приготовлена композиция, в ко-
торой липидный компонент композиции является по существу нейтральным, но не находится в форме 
липосом. 

Размер липосом варьируется в зависимости от способа синтеза. Липосома, суспендированная в вод-
ном растворе, обычно имеет форму сферической везикулы и может иметь один или более концентриче-
ских слоев молекул липидного бислоя. Каждый слой состоит из параллельного массива молекул, пред-
ставленных формулой XY, где X представляет собой гидрофильный фрагмент, a Y представляет собой 
гидрофобный фрагмент. В водной суспензии концентрические слои расположены таким образом, что 
гидрофильные фрагменты имеют тенденцию оставаться в контакте с водной фазой, а гидрофобные уча-
стки имеют тенденцию к самоассоциации. Например, когда в липосоме присутствуют водные фазы, мо-
лекулы липидов могут образовывать бислой, известный как ламелла, компоновки XY-YX. Агрегаты ли-
пидов могут образовываться, когда гидрофильные и гидрофобные части более чем одной молекулы ли-
пида становятся связанными друг с другом. Размер и форма этих агрегатов будут зависеть от многих 
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различных переменных, таких как природа растворителя и присутствие других соединений в растворе. 
Липосомы в пределах объема данного изобретения могут быть приготовлены в соответствии с из-

вестными лабораторными методиками, такими как, например, способ Bangham et al. (1965), содержание 
которого включено в данный документ посредством ссылки; способ Gregoriadis (1979), содержание кото-
рого включено в данный документ посредством ссылки; способ Deamer and Uster (1983), содержание ко-
торого включено посредством ссылки; и способ испарения с обращенной фазой, описанный Szoka и Pa-
pahadjopoulos (1978). Вышеупомянутые способы различаются по своим соответствующим способностям 
захватывать водный материал и их соответствующие отношения водного пространства к липиду. 

В некоторых вариантах осуществления изобретения, нейтральная липосома может использоваться 
для доставки олигонуклеотида, такого как антисмысловой олигонуклеотид. Нейтральная липосома мо-
жет содержать один вид олигонуклеотида, направленного на подавление трансляции одного гена, или 
нейтральная липосома может содержать несколько видов олигонуклеотидов, которые направлены на по-
давление трансляции нескольких генов. Кроме того, нейтральная липосома может также содержать хи-
миотерапевтическое средство в дополнение к олигонуклеотиду; таким образом, в определенных вариан-
тах осуществления изобретения, химиотерапевтическое средство и олигонуклеотид могут быть достав-
лены в клетку (например, раковую клетку у человека) в одной и той же или отдельных композициях. 

Высушенные липиды или лиофилизированные липосомы могут быть обезвожены и восстановлены 
в подходящей концентрации подходящим растворителем (например, буфером DPBS или Hepes). Затем 
смесь можно энергично встряхивать в вихревом смесителе. Липосомы могут быть ресуспендированы при 
подходящей концентрации общего фосфолипида (например, около 10-200 мМ). Неинкапсулированный 
олигонуклеотид может быть удален центрифугированием при 29000 g, а липосомные гранулы промыты. 
Альтернативно, неинкапсулированные олигонуклеотиды могут быть удалены путем диализа против из-
бытка растворителя. Количество инкапсулированного олигонуклеотида может быть определено в соот-
ветствии со стандартными способами. 

Ингибирование экспрессии генов. 
Ингибирующий олигонуклеотид может ингибировать транскрипцию или трансляцию гена в клетке. 

Олигонуклеотид может иметь длину от 5 до 50 или более нуклеотидов, а в некоторых вариантах осуще-
ствления изобретения от 7 до 30 нуклеотидов в длину. В определенных вариантах осуществления изо-
бретения, олигонуклеотид может быть 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 
27, 28, 29 или 30 нуклеотидов длиной. Олигонуклеотид может содержать нуклеиновую кислоту и/или 
аналог нуклеиновой кислоты. Как правило, ингибирующий олигонуклеотид будет ингибировать транс-
ляцию одного гена в клетке; однако в определенных вариантах осуществления изобретения, ингибирую-
щий олигонуклеотид может ингибировать трансляцию более чем одного гена внутри клетки. 

Внутри олигонуклеотида компоненты олигонуклеотида не обязательно должны быть одного и того 
же типа или гомогенными по всему типу (например, олигонуклеотид может содержать нуклеотид и нук-
леиновую кислоту или аналог нуклеотида). В определенных вариантах осуществления данного изобрете-
ния олигонуклеотид может содержать только одну нуклеиновую кислоту или аналог нуклеиновой кисло-
ты. Ингибирующий олигонуклеотид может содержать 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 
25, 30 или более смежных нуклеиновых оснований, включая все диапазоны между ними, которые гибри-
дизуются с комплементарной нуклеиновой кислотой с образованием двухцепочечной структуры. 

Нуклеиновые кислоты. 
Данное изобретение предлагает способы и композиции для доставки олигонуклеотида через ней-

тральные липосомы. Поскольку олигонуклеотид состоит из нуклеиновой кислоты, способы, относящиеся 
к нуклеиновым кислотам (например, продуцирование нуклеиновой кислоты, модификация нуклеиновой 
кислоты и т.д.), также могут быть использованы в отношении олигонуклеотида. 

Термин "нуклеиновая кислота" хорошо известен в данной области. Термин "нуклеиновая кислота", 
используемый в данном документе, обычно относится к молекуле (т.е. цепи) ДНК, РНК или ее производ-
ного или аналога, содержащего нуклеиновое основание. Эти определения относятся к одноцепочечной 
или двухцепочечной нуклеиновой кислоте. Двухцепочечные нуклеиновые кислоты могут быть образова-
ны полностью комплементарным связыванием; однако в некоторых вариантах осуществления изобрете-
ния, двухцепочечная нуклеиновая кислота может быть образована путем частичного или по существу 
комплементарного связывания. Используемый в данном документе термин "одноцепочечная нуклеино-
вая кислота" может обозначаться префиксом "оц", а двухцепочечная нуклеиновая кислота - префиксом 
"дц". 

Нуклеиновые основания. 
Используемый в данном документе термин "нуклеиновое основание" относится к гетероцикличе-

скому основанию, такому как, например, встречающееся в природе нуклеиновое основание (то есть А, Т, 
G, С или U), найденное по меньшей мере в одной встречающейся в природе нуклеиновой кислоте (то 
есть ДНК и РНК), а также встречающееся в природе или не встречающееся в природе производное(ые) и 
аналоги такого нуклеинового основания. 

Нуклеиновое основание, как правило, может образовывать одну или более водородных связей (т.е. 
"отжигаться" или "гибридизоваться") по меньшей мере с одним встречающимся в природе нуклеиновым 
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основанием таким образом, который может заменить встречающееся в природе спаривание нуклеиново-
го основания (например, водородную связь между А и Т, G и C, иАи U). Нуклеиновое основание может 
содержаться в нуклеозиде или нуклеотиде с использованием любого химического или естественного 
способа синтеза, описанного в данном документе, или известного специалисту в данной области. 

"Пуриновое" и/или "пиримидиновое" нуклеиновое основание(я) охватывает встречающиеся в при-
роде пуриновые и/или пиримидиновые нуклеиновые основания, а также их производное(ые) и аналог(и), 
включая, но не ограничиваясь этим, пурин или пиримидин, замещенный одним или более алкильным, 
карбоксиалкильным, амино, гидроксил, галогеновым (то есть фторо, хлоро, бромо или йодо), тиоловым 
или алкилтиоловым фрагментом. Предпочтительные алкильные (например, алкильные, карбоксиалкиль-
ные и др.) фрагменты содержат от около 1, около 2, около 3, около 4, около 5 до около 6 атомов углеро-
да. Другие неограничивающие примеры пурина или пиримидина включают деазапурин, 2,6-
диаминопурин, 5-фторурацил, ксантин, гипоксантин, 8-бромгуанин, 8-хлорогуанин, бромтилин, 8-
аминогуанин, 8-гидроксигуанин, 8-метилгуанин, 8-тиогуанин, азагуанин, 2-аминопурин, 5-этилцитозин, 
5-метилциозин, 5-бромурацил, 5-этилурацил, 5-йодоурацил, 5-хлораурацил, 5-пропилурацил, тиоурацил, 
2-метиладенин, метилтиоаденин, N, N-диметиладенин, азааденины, 8-бромаденин, 8-гидроксиаденин, 6-
гидроксиаминопурин, 6-тиопурин, 4-(6-аминогексил/цитозин) и тому подобное. Производные или анало-
ги пурина и пиримидина включают, но не ограничиваются ими (аббревиатура/описание модифицирован-
ного основания): ас4с/4-ацетилцитидин, Mam5s2u/5-метоксиаминометил-2-тиоуридин, Chm5u/5-
(карбоксигидроксилметил) уридин, Man q/Beta, D-маннозилквеозин, Cm/2'-О-метилцитидин, Mcm5s2u/5-
метоксикарбонилметил-2-тиоуридин, Cmnm5s2u/5-карбоксиметиламино-метил-2-тиоридин, Mcm5u/5-
метоксикарбонилметилуридин, Cmnm5u/5-карбоксиметиламинометилуридин, Мо5u/5-метоксиуридин, 
D/дигидроуридин, Ms2i6a, 2-метилтио-N6-изопентениладенозин, Fm/2'-О-метилпсевдуридин, Ms2t6a/N-
((9-бета-D-рибофуранозил-2-метилтиопурин-6-ил)карбамоил)треонин, Gal q/бета, D-галактозилквеозин, 
Mt6a/N -((9-бета-D-рибофуранозилпурин-6-ил)N-метил-карбамоил)треонин, Gm/2'-О-метилгуанозин, 
Mv/уридин-5-оксиуксусной кислоты метиловый эфир, I/инозин, o5u/уридин-5-оксиуксусная кислота (v), 
I6а/N6-изопентениладенозин, Osyw/ вибутоксозин, m1a/1-метиладенозин, Р/псевдоуридин, m1f/1-
метилпсевдоуридин, Q/квеуозин, m1g/1-метилгуанозин, s2c/2-тиоцитидин, m1I/1-метилинозин, s2t/5-
метил-2-тиоуридин, m22g/2,2-диметилгуанозин, s2u/2-тиоуридин, m2а/2-метиладенозин, s4u/4-
тиоуридин, m2g/2-метилгуанозин, Т/5-метилуридин, m3с/3-метилцитидин, t6a/N-((9-бета-D-
рибофуранозилпурин-6-ил) карбамоил) треонин, т5с/5-метилцитидин, Tm/2'-O-метил-5-метилуридин, 
m6а/N6-метиладенозин, Um/2'-О-метилуридин, m7g/7-метилгуанозин, Yw/вибутозин, Mam5u/5-
метиламинометилуридин или Х/3-(3-амино-3-карбоксипропил)уридин, (аср3)u. 

Нуклеозиды. 
Используемый в данном документе термин "нуклеозид" относится к отдельной химической едини-

це, содержащей нуклеиновое основание, ковалентно связанное с линкерной группой нуклеинового осно-
вания. Неограничивающим примером "нуклеиновое основание-линкер фрагмента" является сахар, со-
держащий 5 атомов углерода (то есть "5-углеродный сахар"), включая, но не ограничиваясь этим, дезок-
сирибозу, рибозу, арабинозу, или производное, или аналог 5-углеродного сахара. Неограничивающие 
примеры производного или аналога 5-углеродного сахара включают 2'-фтор-2'-дезоксирибозу или карбо-
циклический сахар, где углерод замещен атомом кислорода в сахарном кольце. Используемый в данном 
документе термин "фрагмент" обычно относится к меньшему химическому или молекулярному компо-
ненту большей химической или молекулярной структуры. 

В данной области известны различные типы ковалентного(ых) присоединения(ий) нуклеинового 
основания к нуклеиновому основанию линкерного фрагмента. В качестве неограничивающего примера, 
нуклеозид, содержащий пурин (то есть А или G) или 7-деазапурин-нуклеиновое основание, обычно со-
держит ковалентное присоединение положения 9 пурина или 7-деазапурина к положению 1' 5-
углеродного сахара. В другом неограничивающем примере нуклеозид, содержащий пиримидиновое нук-
леиновое основание (то есть С, Т или U), обычно содержит ковалентное присоединение положения 1 пи-
римидина к 1'-положению 5-углеродного сахара (Kornberg and Бейкер, 1992). 

Нуклеотиды. 
Используемый в данном документе термин "нуклеотид" относится к нуклеозиду, дополнительно 

содержащему "связь остова". Связь остова обычно ковалентно присоединяет нуклеотид к другой моле-
куле, содержащей нуклеотид, или к другому нуклеотиду с образованием нуклеиновой кислоты. "Связь 
остова" во встречающихся в природе нуклеотидах обычно содержит фосфатный фрагмент (например, 
фосфодиэфирную связь остова), которая ковалентно связана с 5-углеродным сахаром. Присоединение 
фрагмента остова обычно происходит в 3'- или 5'-положении 5-углеродного сахара. Однако в данной об-
ласти известны другие типы присоединений, особенно когда нуклеотид содержит производные или ана-
логи встречающегося в природе 5-углеродного сахарного или фосфатного фрагмента. 

Аналоги нуклеиновых кислот. 
Нуклеиновая кислота может содержать, или полностью состоять из, производного или аналога нук-

леиновой основы, линкерного нуклеотидного фрагмента, и/или связи остова, которые могут присутство-
вать в природной нуклеиновой кислоте. Используемый в данном документе термин "производное" отно-
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сится к химически модифицированной или измененной форме встречающейся в природе молекулы, в то 
время как термины "имитировать" или "аналог" относятся к молекуле, которая может или не может 
структурно напоминать встречающуюся в природе молекулу или фрагмент, но обладает похожими 
функциями. Нуклеинового основания, нуклеозидные и нуклеотидные аналоги или производные хорошо 
известны в данной области. 

Неограничивающие примеры нуклеозидов, нуклеотидов или нуклеиновых кислот, содержащих 
производные или аналоги 5-углеродного сахара и/или связи остова, включены в патент США  
No. 5681947, в котором описаны олигонуклеотиды, содержащие производные пурина, которые образуют 
тройные спирали с и/или предотвращают экспрессию дцДНК; патент США № 5652099 и 5763167, в ко-
торых описаны нуклеиновые кислоты, включающие флуоресцентные аналоги нуклеозидов, обнаружен-
ных в ДНК или РНК, особенно для использования в качестве флуоресцентных зондов нуклеиновых ки-
слот; патент США № 5614617, в котором описаны аналоги олигонуклеотидов с заменами на пиримиди-
новые кольца, которые обладают повышенной стабильностью нуклеазы; патент США № 5670663, 
5872232 и 5859221, в которых описаны олигонуклеотидные аналоги с модифицированными 5-
углеродными сахарами (т.е. модифицированные 2'-дезоксифуранозильные фрагменты), используемые 
при детекции нуклеиновых кислот; патент США № 544 6137, который описывает олигонуклеотиды, со-
держащие по меньшей мере один 5-углеродный сахарный фрагмент, замещенный в положении 4' замес-
тителем, отличным от водорода, который можно использовать в анализах гибридизации; патент США № 
5886165, в котором описаны олигонуклеотиды с дезоксирибонуклеотидами с 3' -5'-связями остова и ри-
бонуклеотиды с 2'-5'-связями остова; патент США № 5714606, в котором описана модифицированная 
связь остова, в которой кислород в 3'-положении связи остова заменен углеродом для повышения устой-
чивости нуклеиновых кислот к нуклеазам; патент США № 5672 697, в котором описаны олигонуклеоти-
ды, содержащие одну или более 5'-метиленфосфонатных связей остова, которые повышают устойчивость 
к нуклеазам; патент США № 5466786 и 5792847, в которых описана связь фрагмента заместителя, кото-
рый может содержать лекарственное средство или метку, с 2'-углеродом олигонуклеотида для обеспече-
ния повышенной стабильности нуклеазы и способности доставлять лекарственные средства или фраг-
менты для обнаружения; патент США № 5223618, в котором описаны олигонуклеотидные аналоги с 2 
или 3 углеродной связью остова, присоединяющей положение 4' и положение 3' соседнего 5-углеродного 
фрагмента сахара для усиления клеточного поглощения, устойчивости к нуклеазам и гибридизации с 
целевой РНК; патент США № 5470967, в котором описаны олигонуклеотиды, содержащие по меньшей 
мере одну сульфаматную или сульфамидную связь остова, которые используются в качестве зондов гиб-
ридизации нуклеиновых кислот; патентах США № 5378825, 5777092, 5623070, 5610289 и 5602240, в ко-
торых описаны олигонуклеотиды с трех- или четырехатомным фрагментом связи остова, заменяющим 
фосфодиэфирную связь остова, используемую для улучшения устойчивости к нуклеазам, клеточного 
поглощения и регуляции экспрессии РНК; патент США № 5858988, в котором описан гидрофобный 
агент-носитель, присоединенный к положению 2'-О олигонуклеотидов для повышения проницаемости и 
стабильности их мембран; патент США 5214136, в котором описаны олигонуклеотиды, конъюгирован-
ные с антрахиноном на 5'-конце, которые обладают повышенной гибридизацией с ДНК или РНК; повы-
шенная устойчивость к нуклеазам; патент США 5700922, в котором описаны химеры ПНК-ДНК-ПНК, 
где ДНК содержит 2'-дезоксиэритропентофуранозил нуклеотиды для повышения устойчивости к нуклеа-
зам, аффинности связывания и способности активировать РНКазу Н; патент США № 5708154, в котором 
описана РНК, связанная с ДНК с образованием гибрида ДНК-РНК; патент США № 5908845, в котором 
описаны полиэфирные нуклеиновые кислоты, в которых одна или более нуклеиновых оснований связаны 
с хиральными атомами углерода в полиэфирном остове; патент США № 5786461, 5891625, 5786461, 
5773571, 5766855, 5736336, 5719262, 5714331, 5539082 и WO 92/20702, которые описывают пептидные 
нуклеиновые кислоты (ПНК или аналог нуклеиновой кислоты на основе пептидов; или PENAM), кото-
рые обычно содержат один или более нуклеотидов или нуклеозидов, которые содержат нуклеотидный 
фрагмент, линкерный нуклеотидный фрагмент, которая не является 5-углеродным сахаром (например, 
аза-атомы азота, амидные и/или уреидные границы), и/или связь остова, которая не является фосфатной 
связью остова (например, аминоэтилглицин, полиамид, полиэтил, политиоамид, полисульфинамид или 
полисульфонамидная связь остова); и патент США № 5855911, который описывает гидрофобную, устой-
чивую к нуклеазам Р-этокси связь остова. 

Другие модификации и применения аналогов нуклеиновых кислот известны в данной области, и 
ожидается, что эти способы и типы аналогов нуклеиновых кислот могут быть использованы с данным 
изобретением. 

Подготовка нуклеиновых кислот. 
Нуклеиновую кислоту можно получить любым способом, известным специалисту в данной облас-

ти, таким как химический синтез, ферментативное или биологическое производство. 
Неограничивающие примеры синтетической нуклеиновой кислоты (например, синтетического оли-

гонуклеотида) включают нуклеиновую кислоту, полученную химическим синтезом in vitro с использова-
нием химии фосфотриэфира, фосфита или фосфорамидита и твердофазных способов, таких как описан-
ные в ЕР 266032, включенные в данный документ посредством ссылки, или дезоксинуклеозидными Н-
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фосфонатными промежуточными соединениями, как описано Froehler et al. (1986) и пат. США  
№ 5705629, каждый из которых включен в данное описание в качестве ссылки. В способах по данному 
изобретению можно использовать один или более видов олигонуклеотидов. Различные механизмы син-
теза олигонуклеотидов были описаны, например, в патенте США № 4659774, 4816571, 5141813, 5264566, 
4959463, 5428148, 5554744, 5574146, 5602244, каждый из которых включен в данный документ посредст-
вом ссылки. 

Очистка нуклеиновых кислот. 
Нуклеиновая кислота может быть очищена на полиакриламидных гелях, центрифугированием в 

градиентах хлорида цезия или любым другим способом, известным специалисту в данной области (см., 
например, Sambrook et al. (2001), включенный в данный документ посредством ссылки). 

В определенных вариантах осуществления данное изобретение относится к нуклеиновой кислоте, 
которая представляет собой выделенную нуклеиновую кислоту. Используемый в данном документе тер-
мин "выделенная нуклеиновая кислота" относится к молекуле нуклеиновой кислоты (например, молеку-
ла РНК или ДНК), которая была изолирована свободной от, или иначе свободна от, основной части всей 
геномной и транскрибированной нуклеиновых кислот одной или более клеток. В некоторых вариантах 
осуществления изобретения "выделенная нуклеиновая кислота" относится к нуклеиновой кислоте, кото-
рая была выделена свободной от, или иным образом свободна от массы клеточных компонентов или 
компонентов реакции in vitro, таких как, например, макромолекулы, такие как липиды или белки, не-
большие биологические молекулы и тому подобное. 

Гибридизация. 
Используемый в данном документе термин "гибридизация", "гибридизировать-

ся(гибридизируются)" или "способный к гибридизации" означает образование двух- или трехцепочечной 
молекулы или молекулы с частичной двух- или трехцепочечной природой. Используемый в данном до-
кументе термин "отжиг" является синонимом слова "гибридизировать". 

Используемые в данном документе "жесткое условие(я)" или "высокая строгость" представляют со-
бой те условия, которые допускают гибридизацию между или в пределах одной или более цепи(ей) нук-
леиновой кислоты, содержащих комплементарную последовательность(и), но исключают гибридизацию 
случайных последовательностей. Жесткие условия малотолерантны, если допускают небольшое несоот-
ветствие между нуклеиновой кислотой и целевой цепью, если таковые имеются. Такие условия хорошо 
известны специалистам в данной области техники и являются предпочтительными для применений, тре-
бующих высокой селективности. 

Жесткие условия могут включать условия с низкой солью и/или высокой температурой, такие как 
обеспечение от около 0,02 М до около 0,15 М NaCl при температурах от около 50°С до около 70°С. По-
нятно, что температура и ионная сила желаемой строгости частично определяются длиной конкретной 
нуклеиновой кислоты(кислот), длиной и содержанием нуклеиновых оснований последовательности(ей)-
мишени, составом заряда нуклеиновой кислоты(кислот) и присутствию или концентрации формамида, 
тетраметиламмонийхлорида или другого растворителя(ей) в гибридизационной смеси. 

Также понятно, что эти диапазоны, композиции и условия для гибридизации упоминаются только в 
качестве неограничивающих примеров, и что желаемая строгость для конкретной реакции гибридизации 
часто определяется эмпирически путем сравнения с одним или более положительными или отрицатель-
ными контролями. В зависимости от предполагаемого применения предпочтительно использовать раз-
личные условия гибридизации для достижения различных степеней селективности нуклеиновой кислоты 
по отношению к последовательности-мишени. В неограничивающем примере идентификация или выде-
ление связанной нуклеиновой кислоты-мишени, которая не гибридизуется с нуклеиновой кислотой в 
жестких условиях, может быть достигнуто путем гибридизации при низкой температуре и/или высокой 
ионной силе. Такие условия называются "условия низкой жесткости" или "условия низкой жесткости", и 
неограничивающие примеры низкой строгости включают гибридизацию, проводимую при температуре 
от около 0,15 М до около 0,9 М NaCl в диапазоне температур от около 20°С до около 50°С. Конечно, 
специалист в данной области техники может дополнительно модифицировать условия низкой или высо-
кой строгости для соответствия конкретному применению. 

Способ получения липосомального Р-этокси антисмыслового лекарственного препарата. 
Антисмысловые олигонуклеотиды (олиго), комплементарные определенным участкам мРНК-

мишени, использовали для ингибирования экспрессии эндогенных генов. Когда антисмысловые олиго-
нуклеотиды связываются с мРНК-мишенью, образуется гибрид ДНК-РНК. Образование этого гибрида 
ингибирует трансляцию мРНК и, следовательно, экспрессию кодируемого белка. Если белок необходим 
для выживания клетки, ингибирование его экспрессии может привести к гибели клетки. Следовательно, 
антисмысловые олигонуклеотиды могут быть полезными инструментами в противораковой и противо-
вирусной терапии. 

Основными препятствиями в использовании антисмысловых олигонуклеотидов для подавления 
экспрессии генов являются нестабильность клеток, низкое клеточное поглощение и плохая межклеточ-
ная доставка. Природные фосфодиэфиры не устойчивы к нуклеазному гидролизу; таким образом, необ-
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ходимы высокие концентрации антисмысловых олигонуклеотидов, прежде чем наблюдается какой-либо 
ингибирующий эффект. Модифицированные аналоги фосфодиэфира, такие как Р-этокси, были созданы 
для преодоления этой проблемы нуклеазного гидролиза, но они не дали удовлетворительного решения 
проблемы. 

Клеточное поглощение антисмысловых олигонуклеотидов низкое. Чтобы решить эту проблему, фи-
зические способы, такие как осаждение кальций-фосфата, опосредование DEAE-декстрана или электро-
порация, были использованы для увеличения клеточного поглощения олигонуклеотидов. Эти способы 
трудно воспроизвести и они неприменимы in vivo. Катионные липиды, такие как липофектин, также ис-
пользуются для доставки олигонуклеотидов. Между катионными липидами и отрицательно заряженны-
ми олигонуклеотидами образуется электростатическое взаимодействие, что приводит к образованию 
комплекса, который затем поглощается клетками-мишенями. Поскольку эти катионные липиды не за-
щищают олигонуклеотиды от расщепления нуклеазой и вредны для клеточной мембраны, они полезны 
только для доставки устойчивых к нуклеазе фосфоротиоатов, но не для расщепляемых нуклеазой фосфо-
диэфиров. 

Другой модифицированный аналог фосфодиэфира, который был получен, представляет собой Р-
этокси. Р-этокси-антисмысловой остов не оказывает нежелательной реакции на кровотечение и актива-
цию комплемента, что является некоторыми из токсических эффектов, которые были зарегистрированы 
для других антисмысловых аналогов. Модификации Р-этоксиолигонуклеотидов производятся в фосфат-
ном остове, так что модификация не будет препятствовать связыванию этих олигонуклеотидов с мРНК-
мишенью. Р-этоксиолигонуклеотиды получают путем добавления этильной группы к немостиковому 
атому кислорода фосфатного остова, что делает эти олигонуклеотиды незаряженными соединениями. 
Несмотря на их устойчивость к нуклеазам, клеточное поглощение и внутриклеточная доставка Р-
этоксиолигонуклеотидов является плохим, поскольку при интернализации эти олигонуклеотиды остают-
ся секвестрированными внутри эндосомных/лизосомных вакуолей, препятствуя их доступу к мРНК-
мишени. 

Р-этокси-антисмысловой лекарственный препарат. 
Липосомальный антисмысловой Р-этокси лекарственный препарат состоит из двух продуктов 

цГМФ, оба из которых имеют FDA-требуемый сертификат анализа с одобренными FDA критериями вы-
свобождения. Сырье, растворители и конечный лекарственный продукт описаны в данном документе. 
При изготовлении лекарственный продукт представляет собой лиофилизированный кристалл или поро-
шок янтарного или белого цвета, который содержит следующие материалы: олигонуклеотид (например, 
Р-этокси-антисмысловое лекарственное вещество), нейтральные липиды (например, DOPC) и поверхно-
стно-активное вещество (например, полисорбат 20). При подготовке к введению пациенту в ампулу до-
бавляется физиологический раствор, и в это время образуются липосомы с антисмысл-Р-этокси, встро-
енным во внутреннюю часть. Р-этокси-антисмысловое лекарственное вещество Конкретные физические 
свойства (например, растворимость и гидрофобность, которые затем влияют на растворимость лекарст-
венного продукта в физиологическом растворе, включение олиго в липосомы и размер липосомных час-
тиц) готового продукта могут быть определены с использованием предварительно определенного сырья 
с Р-этокси и фосфодиэфирным амидитом смешивать во время производства Р-этокси антисмысловой 
лекарственной субстанции. Хотя потеря Р-этокси группы остова происходит случайным образом во вре-
мя производства олигонуклеотидов, что приводит к фосфодиэфирным связям в этих связях, эта потеря не 
может генерировать предпочтительное соотношение связи Р-этокси: фосфодиэфирная связь остова внут-
ри олигонуклеотида. В этом случае смесь сырья с Р-этокси и фосфодиэфирным амидитом дополняет 
ожидаемую величину делеций Р-этокси остова, таким образом генерируя олигонуклеотид с желаемым 
соотношением. Увеличение количества молекул Р-этокси в остове олигонуклеотида приводит к тому, что 
молекула становится более гидрофобной (что приводит к более крупным липосомным частицам; табл. 1), 
менее полярной и менее растворимой (табл. 2). 

Способы тестирования нейтрального по заряду гидрофобного Р-этокси лекарственного вещества 
включают масс-спектрометрию для определения распределения длин олигонуклеотидов и анализы для 
определения растворимости лекарственного вещества, которое для практических целей в отношении рас-
творимости представляет собой визуальный осмотр лекарственного продукта, восстановленного в фи-
зиологическом растворе. Поскольку олигонуклеотид становится менее растворимым из-за большего чис-
ла Р-этокси-связей остова, восстановленный раствор становится более белым, пока образуются частицы, 
так как гидрофобность становится слишком высокой. 
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Таблица 1. Изменчивость размера частиц  
липосомы с составом антисмыслового остова 

 

 
** - критерии высвобождения лекарственного средства для 90% липо-
сомных частиц должны быть менее чем или равны 5000 нм, 
a - эта партия была отклонена из-за плохой растворимости; в частности, 
антисмысловых частиц в восстановленном растворе, 
b - эта партия имела более низкий объем ДМСО и tBA с 2 мг антисмыс-
ла во флаконе объемом 20 мл, что добавило дополнительный компонент 
к увеличению липосом, 
c - эта партия не была выпущена, потому что она не соответствовала 
спецификации по размеру частиц. 
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Таблица 2. Растворимость липосомных  
частиц с составом антисмыслового остова 

 

 
** - если в образце лекарственного препарата есть частицы, партия бу-
дет отклонена, 
a - эта партия была отклонена из-за плохой растворимости; в частности, 
антисмысловых частиц в восстановленном растворе, 
b - эта партия имела более низкий объем ДМСО и tBA с 2 мг антисмыс-
ла во флаконе объемом 20 мл, что добавило дополнительный компонент 
к увеличению липосом, 
c - эта партия не была выпущена, потому что она не соответствовала 
спецификации по размеру частиц. 

Составление, фильтрация и лиофилизация липосомального Р-этокси-антисмыслового лекарствен-
ного продукта 

Один грамм (1 г) олиго рЕ растворяют в ДМСО в соотношении 10 мг олигонуклеотида на 1 мл 
ДМСО. Затем DOPC добавляют к трет-бутиловому спирту в соотношении 1 г DOPC на 1719 мл трет-
бутилового спирта. Олиго и DOPC объединяют и смешивают в соотношении 1 г олигонуклеотида на 2,67 
г DOPC. Затем к смеси добавляют 20 мл 0,835% (об./об.) раствора полисорбата 20, в результате чего ко-
нечная концентрация составляет 0,039 мг/мл. Раствор пропускают через стерильный фильтр до разлива в 
стеклянные флаконы для лиофилизации. 

Влияние поверхностно-активного вещества на размер липосомных частиц определяли титрованием 
количества поверхностно-активного вещества (табл. 3). В отсутствие полисорбата 20 только 2,8% частиц 
имели диаметр 300 нм или менее. В присутствии 1х полисорбата 20 12,5% частиц имели диаметр 300 нм 
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или менее. С добавлением 3х-10х полисорбата 20 около 20% частиц имели диаметр 300 нм или менее. 
Таким образом, увеличение количества поверхностно-активного вещества от 1х до 3х приводит к 
уменьшению размера частиц. 

Таблица 3. Изменчивость размера частиц липосомы с ПАВ 

 
** - критерии высвобождения лекарственного средства для 90% липосомных частиц долж-
ны быть менее чем или равны 5000 нм. 

Приготовление липосомального Р-этокси-антисмыслового лекарственного препарата для введения. 
Лиофилизированный препарат гидратировали нормальным солевым раствором (0,9%/10 мМ NaCl) 

в конечной концентрации олиго 10-5000 мкМ. Липосомальные-Р-этокси олиго смешивали путем встря-
хивания руками. 

Способы тестирования липосомального Р-этокси антисмыслового лекарственного препарата. 
Визуальный осмотр изготовленного лекарственного препарата: после изготовления отбирают про-

бирку с лекарственным препаратом и проводят визуальный осмотр. Отсутствие жидкости является обя-
зательным, и затем приемлемы янтарные кристаллы на дне флакона, и наилучшим результатом становит-
ся увеличение принятия до белого, хлопьевидного порошка или внешнего вида. Белый цвет указывает на 
лучший процесс сушки с высоким отношением площади поверхности к массе, что очень способствует 
восстановлению для использования. 

Визуальный осмотр восстановленного препарата, готового для в/в пациенту: обычный физиологи-
ческий раствор добавляют в пробирку, содержащую изготовленный липосомальный Р-этокси-
антисмысловой лекарственный продукт, и встряхивают для растворения в растворе с полностью раство-
ренным кристаллом лекарственного препарата или порошком. Три основных наблюдения сделаны: 1) что 
кристалл или порошок полностью растворены, 2) нет белых сгустков нерастворенного материала, и 3) 
внешний вид имеет вид молочно-белого или обезжиренного молока. Чем голубее вид восстановленной 
жидкости, тем лучше, так как это сигнализирует о меньшем размере липосомных частиц, который отра-
жает свет в синем спектре. 

Масс-спектрометрия: масс-спектрометрия (масс-спектрометрия) используется для отображения 
профиля различных масс в образце. Когда производится антисмысловой Р-этокси-материал, для образца 
проводится масс-спектрометрия. Результат показывает пики материала, присутствующего на сетке, масса 
которой увеличивается на оси "х" справа, а относительное содержание массы на оси "у" увеличивается 
вверх. Профиль из образца анализируют для определения относительного количества Р-этокси-остовов в 
Р-этокси-образце, признавая, что профиль пиков представляет собой (начиная с крайнего справа) мате-
риал полной длины со всеми остовами, состоящими из Р-этокси-связи, следующий пик движется в пол-
ную длину с одного остова с Р-этокси делецией (и, следовательно, удаляется этил, и в результате получа-
ется нормальная фосфодиэфирная связь остова), и продолжается. Образец масс-спектров, смещенный 
вправо, представляет образец Р-этокси, имеющий большее количество Р-этокси-остовов и, следователь-
но, имеющий свойства быть более гидрофобным и менее растворимым; и аналогично, сдвинутый влево, 
имеющий противоположные эффекты. Проверка диаграммы масс-спектров характеристик образца также 
может быть использована для определения того, оказывает ли фильтрация во время производства какой-
либо нежелательной реакции на композицию олигонуклеотидов, присутствующую в отфильтрованном 
лекарственном продукте. 

УФ-тестирование: ультрафиолетовое световое тестирование используется для определения массы 
олигонуклеотида, присутствующего в образце. Олигонуклеотиды поглощают свет в диапазоне 260 нано-
метров. В результате, УФ-тестирование готового восстановленного лекарственного продукта стало ис-
пользоваться в качестве способа определения количества олигонуклеотидного лекарственного вещества 
в пробирке лекарственного продукта. С точки зрения развития производства и инноваций, УФ-
тестирование использовалось, чтобы определить, были ли проблемы, возникшие во время фильтрации на 
производстве, или плохая растворимость Р-этокси антисмыслового лекарственного вещества, что приво-
дило к меньшему количеству олигонуклеотидов в растворе и, следовательно, к более низким показаниям 
УФ-излучения. Способ будет проверен и, вероятно, станет частью тестирования финальной версии про-
дукта. 

Размер частиц липосомы: пробирку с готовым лекарственным препаратом восстанавливают и тес-
тируют на размер частиц липосом. Результатом часто является приблизительно нормальное распределе-
ние, имеющее центральную точку, хвосты и средние значения, или приблизительно нормальное распре-
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деление большинства частиц и меньшие вторичные пики более мелких частиц липосом, возникающие в 
результате эффектов образования частиц второго порядка. Важно, чтобы липосомные частицы не были 
слишком большими, поскольку они могут создавать нежелательной реакции у пациентов (например, соз-
давать проблемы с кровотоком в небольших кровеносных сосудах в легких). В результате критерии вы-
свобождения лекарственного средства включают то, что тестирование размера частиц показывает, что 
90% липосом имеют размер 5 микрон или менее. Кроме того, более мелкие липосомы являются предпоч-
тительными, поскольку они будут лучше поглощаться клетками, и, во-вторых, более мелкие липосомы 
могут проникать в поры сосудов, тем самым позволяя липосомам проникать внутрь опухолей, повышая 
эффективность лечения липосомального Р-этокси антисмыслового лекарственного средства. 

Способы лечения. 
Определенные аспекты данного изобретения предоставляют способы лечения ракового пациента 

олигонуклеотид-липидным комплексом (например, олигонуклеотидом, включенным в нейтральную ли-
посому), который содержит устойчивый к нуклеазе ингибирующий олиго, который нацелен на Grb2. В 
частности, олигонуклеотид может иметь последовательность, которая позволяет спаривать основание с 
нуклеотидной последовательностью человека в сайте инициации трансляции Grb2 и, таким образом, мо-
жет ингибировать экспрессию Grb2. В некоторых аспектах способы дополнительно включают введение 
пациенту терапии первой линии, такой как, например, ингибитор тирозинкиназы (например, иманитиб, 
дазанитиб, нилотиниб, бозутиниб, понатиниб или бафетиниб) или аналог цитидина (например, децита-
бин, азацитидин или цитарабин). 

"Лечение" и "лечить" относятся к введению или применению терапевтического агента субъекту или 
выполнению процедуры или способа лечения субъекта с целью получения терапевтической пользы для 
заболевания или состояния, связанного со здоровьем. Например, лечение может включать введение фар-
мацевтически эффективного количества комплекса олигонуклеотид-липид. 

"Субъект" и "пациент" относятся к человеку или не человеку, такому как приматы, млекопитающие 
и позвоночные. В конкретных вариантах осуществления изобретения, субъектом является человек. 

Термин "терапевтическая польза" или "терапевтически эффективный", используемый в данной за-
явке, относится ко всему, что способствует или улучшает самочувствие субъекта в отношении медицин-
ского лечения этого состояния. Это включает, но не ограничивается этим, уменьшение частоты или тя-
жести признаков, или симптомов заболевания. Например, лечение рака может включать, например, 
уменьшение размера опухоли, уменьшение инвазивности опухоли, снижение скорости роста рака или 
предотвращение метастазирования. Лечение рака может также относиться к продлению выживаемости 
субъекта с раком. 

Опухоли, для которых полезны данные способы лечения, включают любые типы злокачественных 
клеток, такие как опухоли, обнаруженные в солидной опухоли, гематологической опухоли, метастатиче-
ском раке или неметастатическом раке. Типичные солидные опухоли могут включать, но не ограничи-
ваются ими, опухоль органа, выбранного из группы, состоящей из поджелудочной железы, толстой киш-
ки, слепой кишки, пищевода, желудочно-кишечного тракта, десны, печени, кожи, желудка, яичка, языка, 
матки, желудка, мозга, головы, шеи, яичника, почки, гортани, саркомы, кости, легкого, мочевого пузыря, 
меланомы, простаты и груди. Типичные гематологические опухоли включают опухоли костного мозга, 
злокачественные опухоли Т- или В-клеток, лейкемии, лимфомы, бластомы, миеломы и тому подобное. 
Дополнительные примеры раковых заболеваний, которые можно лечить с использованием способов, 
представленных в данном документе, включают, но не ограничиваются ими, рак, лимфому, бластому, 
саркому, лейкоз, плоскоклеточный рак, рак легкого (включая мелкоклеточный рак легкого, немелкокле-
точный рак легкого, аденокарциному легкого и плоскоклеточный рак легкого), рак брюшины, гепатоцел-
люлярный рак, рак желудка или живота (включая рак желудочно-кишечного тракта и желудочно-
кишечный стромальный рак), рак поджелудочной железы, глиобластому, рак шейки матки, рак яичников, 
рак печени, рак мочевого пузыря, рак молочной железы, рак толстой кишки, колоректальный рак, рак 
эндометрия или матки, рак слюнной железы, рак почки или ренальный рак, рак предстательной железы, 
рак влагалища, рак щитовидной железы, различные типы рака головы и шеи, меланому, меланому по-
верхностного распространения, злокачественную меланому лентиго, анаральную лентигинозную мела-
ному, узловые меланомы, а также В-клеточную лимфому (включая низкой степени/фолликулярную не-
ходжкинскую лимфому (НХЛ); малую лимфоцитарную (SL) НХЛ; промежуточной степе-
ни/фолликулярную НХЛ; диффузную НХЛ промежуточной степени; иммунобластную НХЛ высокой 
степени; лимфобластную НХЛ высокой степени; НХЛ с малыми не расщепленными клетками высокой 
степени; генерализованную лимфаденопатию НХЛ; лимфому из мантийных клеток; связанную со СПИ-
Дом лимфому; и макроглобулинемию Вальденстрема), хронический лимфобластный лимфолейкоз 
(ХЛЛ), острый лимфобластный лейкоз (ОЛЛ), волосатоклеточный лейкоз, множественную миелому, 
острый миелоидный лейкоз (ОМЛ) и хронический миелобластный лейкоз. 

Рак может определенно иметь следующий гистологический тип, хотя он не ограничивается этим: 
новообразование, злокачественное; карцинома; карцинома, недифференцированная; гигантский и вере-
теноцитный рак; мелкоклеточный рак; папиллярный рак; плоскоклеточный рак; лимфоэпителиальный 
рак; базально-клеточный рак; карцинома пиломатрикс; переходно-клеточный рак; папиллярный пере-
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ходно-клеточный рак; аденокарцинома; гастринома, злокачественная; холангиокарцинома; гепатоцеллю-
лярная карцинома; комбинированная гепатоцеллюлярная карцинома и холангиокарцинома; трабекуляр-
ная аденокарцинома; аденоидная кистозная карцинома; аденокарцинома при аденоматозном полипе; 
аденокарцинома, семейный полипоз кишечника; солидный рак; карциноидная опухоль злокачественная; 
бранхиоло-альвеолярная аденокарцинома; папиллярная аденокарцинома; карцинома хромофобов; аци-
дофильная карцинома; оксифильная аденокарцинома; базофильная карцинома; светлоклеточная адено-
карцинома; гранулярно-клеточный рак; фолликулярная аденокарцинома; папиллярная и фолликулярная 
аденокарцинома; неинкапсулированная склерозирующая карцинома; рак коры надпочечников; карцино-
ма эндометроида; рак придатка кожи; апокринная аденокарцинома; сальная аденокарцинома; церумная 
аденокарцинома; слизеобразующий плоскоклеточный рак; цистаденокарцинома; папиллярная цистаде-
нокарцинома; папиллярная серозная цистаденокарцинома; муцинозная цистаденокарцинома; муцинозная 
аденокарцинома; перстневидноклеточный рак; инфильтрирующая протоковая карцинома; медуллярный 
рак; дольковый рак; воспалительный рак; болезнь Педжета, молочные железы; ацинарно-клеточный рак; 
аденосквамозная карцинома; аденокарцинома с плоскоклеточной метаплазией; тимома злокачественная; 
опухоль стромы яичника злокачественная; текома, злокачественная; гранулезная клеточная опухоль зло-
качественная; андробластома злокачественная; клеточный рак сертоли; опухоль клеток Лейдига, злока-
чественная; опухоль липидных клеток, злокачественная; параганглиома злокачественная; внегрудная 
параганглиома злокачественная; феохромоцитома; гломангиосаркома; злокачественная меланома; аме-
ланотическая меланома; поверхностная распространяющаяся меланома; злокачественная меланома в 
гигантских пигментированных невусах; меланома эпителиоидных клеток; синий невус злокачественный; 
саркома; фибросаркомы; фиброзная гистиоцитома, злокачественная; миксосаркома; липосаркома; лей-
миосаркома; рабдомиосаркома; эмбриональная рабдомиосаркома; альвеолярная рабдомиосаркома; стро-
мальная саркома; смешанная опухоль, злокачественная; мультилирийная смешанная опухоль; нефробла-
стома; гепатобластома; карциносаркома; мезенхимома злокачественная; опухоль Бреннера, злокачест-
венная; опухоль филлода, злокачественная; синовиальная саркома; мезотелиома злокачественная; дис-
герминома; эмбриональная карцинома; тератома злокачественная; узел яичников, злокачественные; хо-
риокарцинома; мезонефрома злокачественная; гемангиосаркома; гемангиоэндотелиома злокачественная; 
саркома Капоши; гемангиоперицитома злокачественная; лимфангиосаркома; остеосаркома; юкстакорти-
кальная остеосаркома; хондросаркома; хондробластома злокачественная; мезенхимальная хондросарко-
ма; гигантоклеточная опухоль кости; саркома Юинга; опухоль одонтогенная, злокачественная; амелобла-
стная одонтосаркома; амелобластома злокачественная; амелобластная фибросаркома; пинеалома, злока-
чественная; хордома; глиома злокачественная; эпендимома; астроцитома; протоплазматическая астроци-
тома; фибриллярная астроцитома; астробластома; глиобластома; олигодендроглиома; олигодендробла-
стома; примитивная нейроэктодермальная; саркома мозжечка; ганглионейробластома; нейробластома; 
ретинобластома; обонятельная нейрогенная опухоль; менингиома злокачественная; нейрофибросаркома; 
нейрилеммома злокачественная; зернисто-клеточная опухоль злокачественная; злокачественная лимфо-
ма; болезнь Ходжкина; парагранулема Ходжкина; злокачественные лимфомы, мелкие лимфоциты; зло-
качественная лимфома, крупноклеточная, диффузная; злокачественная лимфома, фолликулярная; грибо-
видная гранулема; другие уточненные неходжкинские лимфомы; злокачественный гистиоцитоз; множе-
ственная миелома; тучноклеточная саркома; иммунопролиферативные заболевания тонкой кишки; лей-
кемия; лимфолейкоз; лейкоз плазматических клеток; эритролейкоз; лимфосаркомная клеточная лейке-
мия; миелоидный лейкоз; базофильный лейкоз; эозинофильный лейкоз; моноцитарный лейкоз; тучнокле-
точный лейкоз; мегакариобластный лейкоз; миелоидная саркома; и волосатоклеточный лейкоз. 

В конкретном варианте осуществления изобретение предусматривает способы использования оли-
гонуклеотид-липидного комплекса, включающие приведение в контакт популяции больных клеток in 
vivo с терапевтически эффективным количеством олигонуклеотид-липидного комплекса в течение пе-
риода времени, достаточного для ингибирования или реверсирования заболевания. В одном варианте 
осуществления изобретения, приведение в контакт in vivo осуществляют путем введения пациенту внут-
ривенной, внутрибрюшинной, подкожной или внутриопухолевой инъекции терапевтически эффективно-
го количества физиологически переносимой композиции, содержащей олигонуклеотид-липидный ком-
плекс по данному изобретению. Комплекс олигонуклеотид-липид может вводиться парентерально путем 
инъекции или постепенной инфузии с течением времени. 

Терапевтические композиции, содержащие олигонуклеотид-липидный комплекс, обычно вводят 
внутривенно или подкожно, например, путем инъекции стандартной дозы. Термин "единичная доза" при 
использовании в отношении терапевтической композиции относится к физически дискретным единицам, 
подходящим в качестве единичной дозы для субъекта, причем каждая единица содержит заранее опреде-
ленное количество активного материала, рассчитанное для получения желаемого терапевтического эф-
фекта в сочетании с требуемым разбавителем, т.е. носителем или разбавителем. 

Композиции вводят способом, совместимым с лекарственной формой, и в терапевтически эффек-
тивном количестве. Количество, которое следует вводить, зависит от подлежащего лечению субъекта, 
способности системы субъекта использовать активный ингредиент и желаемой степени терапевтического 
эффекта. Точные количества активного ингредиента, необходимые для введения, зависят от суждения 
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практикующего врача и являются индивидуальными для каждого человека. Однако подходящие диапа-
зоны доз для системного применения описаны в данном документе и зависят от пути введения. Подхо-
дящие режимы для начального и бустерного введения также рассматриваются и типичны для первона-
чального введения с последующими повторными дозами с интервалом в один или более часов с после-
дующей инъекцией или другим введением. Примеры многократных введений описаны в данном доку-
менте и являются особенно предпочтительными для поддержания постоянно высокого уровня полипеп-
тида в сыворотке и ткани. Альтернативно, предполагается непрерывная внутривенная инфузия, доста-
точная для поддержания концентраций в крови в диапазонах, указанных для терапии in vivo. 

Предполагается, что способ по изобретению может предусматривать введение композиции олиго-
нуклеотидов системно или локально для лечения заболевания, такого как ингибирование роста опухоле-
вых клеток или уничтожение раковых клеток у раковых пациентов с местно-распространенным или ме-
тастатическим раком. Их можно вводить внутривенно, интратекально, подкожно и/или внутрибрюшин-
но. Их можно вводить отдельно или в комбинации с антипролиферативными препаратами. В одном ва-
рианте осуществления изобретения их вводят для снижения онкологической нагрузки у пациента перед 
операцией или другими процедурами. Альтернативно, их можно вводить после операции, чтобы гаран-
тировать, что любой остающийся рак (например, рак, который хирургическим вмешательством не уда-
лось устранить) погиб. 

Терапевтически эффективное количество олигонуклеотида представляет собой заранее определен-
ное количество, рассчитанное для достижения желаемого эффекта, то есть для ингибирования пролифе-
рации раковых клеток. Таким образом, диапазоны доз для введения олигонуклеотидов по данному изо-
бретению достаточно велики для достижения желаемого эффекта. Дозировка не должна быть настолько 
большой, чтобы вызвать нежелательные побочные реакции, такие как синдромы повышенной вязкости, 
отек легких, застойная сердечная недостаточность, неврологические эффекты и тому подобное. Обычно 
доза будет варьироваться в зависимости от возраста, состояния, пола и степени заболевания у пациента и 
может быть определена специалистом в данной области. Дозировка может быть скорректирована инди-
видуальным врачом в случае каких-либо осложнений. 

Композицию по данному изобретению предпочтительно вводят пациенту парентерально, например, 
внутривенной, внутриартериальной, внутримышечной, внутрилимфатической, внутрибрюшинной, под-
кожной, внутриплевральной или интратекальной инъекцией или могут быть использованы ex vivo. Пред-
почтительные дозировки составляют между 5-90 мг/м2. Введение предпочтительно повторяют по расписа-
нию, пока рак не исчезнет или не регрессирует, и может быть в сочетании с другими формами терапии. 

Фармацевтические препараты. 
Фармацевтическая композиция, содержащая липосомы, обычно включает стерильный фармацевти-

чески приемлемый носитель или разбавитель, такой как вода или физиологический раствор. 
В тех случаях, когда проводится клиническое применение нейтрального липидного компонента 

(например, в форме липосомы), содержащего олигонуклеотид, обычно полезно получить липидный ком-
плекс в виде фармацевтической композиции, подходящей для предполагаемого применения. Как прави-
ло, это повлечет за собой приготовление фармацевтической композиции, которая по существу не содер-
жит пирогенов, а также любых других примесей, которые могут быть вредными для людей или живот-
ных. Можно также использовать соответствующие буферы для придания комплексу стабильности и 
обеспечения возможности поглощения клетками-мишенями. 

Фразы "фармацевтический или фармакологически приемлемый" относятся к молекулярным веще-
ствам и композициям, которые не вызывают побочную, аллергическую или другую неблагоприятную 
реакцию при введении животному, такому как человек, в зависимости от ситуации. Приготовление фар-
мацевтической композиции, которая содержит по меньшей мере один незаряженный липидный компо-
нент, включающий олигонуклеотид или дополнительный активный ингредиент, будет известно специа-
листам в данной области в свете данного описания, примером которого является Remington: The Science 
and Practice of Pharmacy, 21st, 2005, включенный в данный документ в качестве ссылки. Кроме того, для 
введения животным (например, человеку) следует понимать, что препараты должны соответствовать 
стандартам стерильности, пирогенности, общей безопасности и чистоты, как того требует Управление 
биологических стандартов FDA. 

Используемый в данном документе термин "фармацевтически приемлемый носитель" включает 
любые и все растворители, дисперсионные среды, покрытия, поверхностно-активные вещества, антиок-
сиданты, консерванты (например, антибактериальные агенты, противогрибковые агенты), изотонические 
агенты, агенты, замедляющие абсорбцию, соли, консерванты, лекарственные средства, стабилизаторы 
лекарственных средств, гели, связующие вещества, наполнители, дезинтегрирующие агенты, смазываю-
щие вещества, подслащивающие агенты, ароматизаторы, красители, такие как материалы и их комбина-
ции, как известно специалисту в данной области. Фармацевтически приемлемый носитель предпочти-
тельно составляется для введения человеку, хотя в некоторых вариантах осуществления изобретения 
может быть желательно использовать фармацевтически приемлемый носитель, который составлен для 
введения животному, не являющемуся человеком, но который не будет приемлемым (например, из-за 
правительственного регулирования) для введения человеку. За исключением случаев, когда какой-либо 
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обычный носитель несовместим с активным ингредиентом, предполагается его использование в терапев-
тических или фармацевтических композициях. 

Фактическое дозированное количество композиции по данному изобретению, вводимой пациенту 
или субъекту, может определяться физическими и физиологическими факторами, такими как масса тела, 
тяжесть состояния, тип заболевания, которое лечат, предыдущими или одновременными терапевтиче-
скими вмешательствами, идиопатией пациента и путем введения. В любом случае, специалист, ответст-
венный за введение, будет определять концентрацию активного ингредиента(ов) в композиции и соот-
ветствующую дозу(ы) для отдельного субъекта. 

В определенных вариантах осуществления изобретения, фармацевтические композиции могут 
включать, например, по меньшей мере около 0,1% активного соединения. В других вариантах осуществ-
ления изобретения, активное соединение может составлять, например, между от около 2% до около 75% 
от веса единицы или между от около 25% до около 60%, и любой диапазон, полученный в нем. В других 
неограничивающих примерах доза также может составлять от около 1 микрограмма/кг/вес тела, около 5 
микрограмм/кг/вес тела, около 10 микрограмм/кг/вес тела, около 50 микрограмм/кг/вес тела, около 100 
микрограмм/кг/вес тела, около 200 микрограмм/кг/вес тела, около 350 микрограмм/кг/вес тела, около 500 
микрограмм/кг/вес тела, около 1 миллиграмма/кг/вес тела, около 5 миллиграмм/кг/вес тела, около 10 
миллиграмм/кг/вес тела, около 50 миллиграмм/кг/вес тела, около 100 миллиграмм/кг/вес тела, около 200 
миллиграмм/кг/вес тела, около 350 миллиграмм/кг/вес тела, около 500 миллиграмм/кг/вес тела, до около 
1000 мг/кг/вес тела или более на введение, и любой диапазон, получаемый в нем. В неограничивающих 
примерах выводимого диапазона от чисел, перечисленных в данном документе, диапазон от около 5 
мкг/кг/вес тела до около 100 мг/кг/вес тела, около 5 микрограмм/кг/вес тела до около 500 милли-
грамм/кг/вес тела и т.д. может быть введен. 

Олигонуклеотид по данным вариантам осуществления можно вводить в дозе 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 
10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 или более мкг нуклеиновой кислоты на дозу. Каждая доза мо-
жет иметь объем 1, 10, 50, 100, 200, 500, 1000 или более мкл или мл. 

Растворы терапевтических композиций могут быть приготовлены в воде, подходящим образом 
смешанной с поверхностно-активным веществом, таким как гидроксипропилцеллюлоза. Дисперсии так-
же могут быть приготовлены в глицерине, жидких полиэтиленгликолях, их смесях и маслах. В обычных 
условиях хранения и использования эти препараты содержат консервант для предотвращения роста мик-
роорганизмов. 

Терапевтические композиции по данному изобретению можно вводить в форме инъектируемых 
композиций в виде жидких растворов или суспензий; также могут быть получены твердые формы, под-
ходящие для растворения в, или суспендирования в жидкости перед инъекцией. Эти препараты также 
могут быть эмульгированы. Типичная композиция для этой цели содержит фармацевтически приемле-
мый носитель. Например, композиция может содержать 10 мг, 25 мг, 50 мг или до около 100 мг челове-
ческого сывороточного альбумина на миллилитр забуференного фосфатом солевого раствора. Другие 
фармацевтически приемлемые носители включают водные растворы, нетоксичные наполнители, в том 
числе соли, консерванты, буферы и тому подобное. 

Примерами неводных растворителей являются пропиленгликоль, полиэтиленгликоль, растительное 
масло и инъектируемые органические сложные эфиры, такие как этилолеат. Водные носители включают 
воду, спиртовые/водные растворы, солевые растворы, парентеральные носители, такие как хлорид на-
трия, декстроза Рингера и т.д. Внутривенные носители включают наполнители жидкости и питательных 
веществ. Консерванты включают антимикробные агенты, антиоксиданты, хелатообразующие агенты и 
инертные газы. рН и точная концентрация различных компонентов фармацевтической композиции регу-
лируются в соответствии с хорошо известными параметрами. 

Терапевтические композиции по данному изобретению могут включать классические фармацевти-
ческие препараты. Введение терапевтических композиций согласно данному изобретению будет осуще-
ствляться любым общепринятым путем, если ткань-мишень доступна по этому пути. Этот путь включает 
в себя оральный, назальный, буккальный, ректальный, вагинальный или местный. Местное введение мо-
жет быть особенно полезным для лечения рака кожи, для предотвращения алопеции, вызванной химио-
терапией, или другого кожного гиперпролиферативного расстройства. 

Альтернативно, введение может быть ортотопическим, внутрикожным, подкожным, внутримышеч-
ным, внутрибрюшинным или внутривенным введением. Такие композиции обычно вводят в виде фарма-
цевтически приемлемых композиций, которые включают физиологически приемлемые носители, буферы 
или другие наполнители. Для лечения состояний легких может использоваться аэрозольная доставка. 
Объем аэрозоля составляет от между около 0,01 до 0,5 мл. 

Эффективное количество терапевтической композиции определяется исходя из намеченной цели. 
Термин "единичная доза" или "дозировка" относится к физически дискретным единицам, подходящим 
для применения у субъекта, причем каждая единица содержит заранее определенное количество терапев-
тической композиции, рассчитанной для получения желаемых ответов, обсуждаемых выше в связи с ее 
введением, т.е. соответствующим путем и режимом лечения. Количество, которое следует вводить, в 
зависимости от количества обработок и стандартной дозы, зависит от желаемой защиты или эффекта. 
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Точные количества терапевтической композиции также зависят от суждения практикующего врача 
и являются индивидуальными для каждого человека. Факторы, влияющие на дозу, включают физическое 
и клиническое состояние пациента, путь введения, предполагаемую цель лечения (например, облегчение 
симптомов по сравнению с излечением) и эффективность, стабильность и токсичность конкретного тера-
певтического вещества. 

Комбинированные лечения. 
В некоторых вариантах осуществления изобретения, способы по данному изобретению включают 

введение ингибирующего олигонуклеотида или олигонуклеотида, способного экспрессировать ингиби-
тор экспрессии гена, в сочетании со второй или дополнительной терапией. Способы и композиции, 
включая комбинированную терапию, усиливают терапевтический или защитный эффект и/или увеличи-
вают терапевтический эффект другой противораковой или антигиперпролиферативной терапии. 

Терапевтические и профилактические способы и композиции могут быть предоставлены в комби-
нированном количестве, эффективном для достижения желаемого эффекта, такого как уничтожение ра-
ковой клетки и/или ингибирование клеточной гиперпролиферации. Этот процесс может включать приве-
дение в контакт клеток с ингибитором экспрессии генов и второй терапией, такой как ингибитор тиро-
зинкиназы (например, иматиниб, нилотиниб, дасатиниб, бозутиниб, понатиниб или бафетиниб) или ана-
лог цитидина (например, децитабин, цитарабин или азацитидин). Ткань, опухоль или клетка могут кон-
тактировать с одной или более композициями или фармакологическим препаратом(ами), включающими 
один или более агентов (т.е. ингибитор экспрессии генов или противораковый агент), или путем контакта 
с тканью, опухолью и/или клеткой с двумя или более различными композициями или составами, причем 
одна композиция обеспечивает 1) ингибирующий олигонуклеотид; 2) противораковый агент или 3) как 
ингибирующий олигонуклеотид, так и противораковый агент. Также предполагается, что такая комбини-
рованная терапия может использоваться в сочетании с химиотерапией, лучевой терапией, хирургической 
терапией или иммунотерапией. 

Ингибиторный олигонуклеотид может быть введен до, во время, после или в различных комбина-
циях относительно противоракового лечения. Введение может осуществляться с интервалами от одно-
временно минут до дней или недель. В вариантах осуществления изобретения, где ингибирующий оли-
гонуклеотид предоставляется пациенту отдельно от противоракового агента, обычно гарантируется, что 
значительный период времени не истекает между временем каждой доставки, так что эти два соединения 
все еще будут способны оказывать выгодно комбинированный эффект на пациента. В таких случаях 
предполагается, что можно обеспечить пациента ингибирующей олигонуклеотидной терапией и проти-
вораковой терапией в течение от около 12 до 24 или 72 часов друг от друга и, более предпочтительно, в 
течение около 6-12 часов друг от друга. В некоторых ситуациях может быть желательным значительно 
увеличить период лечения, который составляет от нескольких дней (2, 3, 4, 5, 6 или 7) до нескольких не-
дель (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 или 8) промежутка между соответствующими введениями. 

В некоторых вариантах осуществления изобретения, курс лечения будет длиться 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 
9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 
39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 
69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90 дней или более. Предполага-
ется, что один агент можно вводить в день 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20., 
21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 
51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 
81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89 и/или 90, любая их комбинация и другой агент предоставляется в день 1, 
2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 
35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 
65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89 и/или 90, или лю-
бая их комбинация. В течение одного дня (24-часовой период) пациенту может быть назначен один или 
более приемов препарата(ов). Кроме того, после курса лечения предполагается, что существует период 
времени, в течение которого не вводится противораковое лечение. Этот период времени может длиться 
1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 дней и/или 1, 2, 3, 4, 5 недель и/или 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 месяцев или более, в 
зависимости от состояния пациента, такого как его прогноз, сила, здоровье и т.д. 

Различные комбинации могут быть использованы. Для приведенного ниже примера ингибирующая 
терапия олигонуклеотидами обозначена как "А", а противораковая терапия - "В": А/В/А В/А/В В/В/А 
А/А/В А/В/В В/А/А А/В/В/В В/А/В/В В/В/В/А В/В/А/В А/А/В/В А/В/А/В А/В/В/А В/В/А/А В/А/В/А 
В/А/А/В А/А/А/В В/А/А/А А/В/А/А А/А/В/А. 

Введение любого соединения или терапии по данному изобретению пациенту будет следовать об-
щим протоколам введения таких соединений, принимая во внимание токсичность агентов, если таковые 
имеются. Следовательно, в некоторых вариантах осуществления изобретения существует этап монито-
ринга токсичности, который относится к комбинированной терапии. 

Ожидается, что циклы лечения будут повторяться по мере необходимости. Также предполагается, 
что различные стандартные способы лечения, а также хирургическое вмешательство могут применяться 
в сочетании с описанной терапией. 
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В конкретных аспектах предполагается, что стандартная терапия будет включать химиотерапию, 
лучевую терапию, иммунотерапию, хирургическую терапию или генную терапию и может применяться в 
сочетании с ингибитором генной экспрессионной терапии, противораковой терапией или одновременно 
с ингибитором генной экспрессионной терапии и противораковой терапией, как описано в данном доку-
менте. 

Химиотерапия. 
В соответствии с данными вариантами осуществления может использоваться широкий спектр хи-

миотерапевтических агентов. Термин "химиотерапия" относится к применению лекарств для лечения 
рака. "Химиотерапевтический агент" используется для обозначения соединения или композиции, кото-
рые вводят при лечении рака. Эти агенты или лекарственные средства классифицируются по способу их 
активности в клетке, например, влияют ли они и на какой стадии на клеточный цикл. Альтернативно, 
агент может быть охарактеризован на основании его способности непосредственно сшивать ДНК, интер-
калировать в ДНК или индуцировать хромосомные и митотические аберрации, влияя на синтез нуклеи-
новой кислоты. 

Примеры химиотерапевтических агентов включают алкилирующие агенты, такие как тиотепа и 
циклосфосфамид; алкилсульфонаты, такие как бусульфан, импросульфан и пипосульфан; азиридины, 
такие как бензодопа, карбоквон, метуредопа и уредопа; этиленимины и метиламеламины, включая алтре-
тамин, триэтиленмеламин, триэтиленфосфорамид, триэтилентиофосфорамид и триметилоломеламин; 
ацетогенины (такие как булатацин и булатацинон); камптотецин (включая синтетический аналог топоте-
кана); бриостатин; каллистатин; СС-1065 (включая его синтетические аналоги адозелезина, карзелезина 
и бизелезина); криптофицины (особенно криптофицин 1 и криптофицин 8); доластатин; дуокармицин 
(включая синтетические аналоги KW-2189 и СВ1-ТМ1); элейтеробин; панкратистатин; саркодиктин; 
спонгистатин; азотный иприт, такие как хлорамбуцил, хлорнафазин, холофосфамид, эстрамустин, ифос-
фамид, мехлоретамин, гидрохлорид окиси мехлорэтамина, мелфалан, новембихин, фенестерин, предни-
мустин, трофосфамид и урациловый иприт; нитрозомочевины, такие как кармустин, хлорозотоцин, фо-
темустин, ломустин, нимустин и ранимнустин; антибиотики, такие как энедииновые антибиотики (на-
пример, калихеамицин, особенно калихеамицин гамма II и калихеамицин омега II); динемицин, включая 
динемицин А; бисфосфонаты, такие как клодронат; эсперамицин; а также неокарциностатиновый хро-
мофор и родственный хромопротеиновые энедииновые антибиотические хромофоры, аклациномизины, 
актиномицин, аутрамицин, азасерин, блеомицины, кактиномицин, карабицин, карминомицин, карцино-
филин, хромомицин, дактиномицин, даунорубицин, деторубицин, 6-диазо-5-оксо-L-норлейцин, доксору-
бицин (включая морфолино-доксорубицин, цианоморфолино-доксорубицин, 2-пирролино-доксорубицин 
и дезоксидоксорубицин), эпирубицин, эзорубицин, идарубицин, марцеломицин, митомицины, такие как 
митомицин С, микофенолокислота, ногаламицин, оливомицины, пепломицин, потфиромицин, пуроми-
цин, квеламицин, родорубицин, стрептонигрин, стрептозоцин, туберцидин, убенимекс, зиностатин и зо-
рубицин; антиметаболиты, такие как метотрексат и 5-фторурацил (5-FU); аналоги фолиевой кислоты, 
такие как деноптерин, птероптерин и триметрексат; аналоги пурина, такие как флударабин, 6-
меркаптопурин, тиамиприн и тиогуанин; аналоги пиримидина, такие как анцитабин, азацитидин, 6-
азауридин, кармофур, цитарабин, децитабин, дидеоксиуридин, доксифлуридин, эноцитабин и флоксури-
дин; андрогены, такие как калустерон, дромостанолона пропионат, эпитиостанол, мепитиостан и тесто-
лактон; антиадреналовые средства, такие как митотан и трилостан; компенсатор фолиевой кислоты, та-
кой как фролиновая кислота; ацеглатон; альдофосфамидный гликозид; аминолевулиновая кислота; эни-
лурацил; амсакрин; бестрабуцил; бизантрен; эдатраксат; дефофамин; демеколцин; диазиквон; элформи-
тин; элиптиниум ацетат; эпотилон; этоглюцид; нитрат галлия; гидроксимочевина; лентинан; лонидаинид; 
мейтансиноиды, такие как мейтанзин и ансамитоцины; митогуазон; митоксантрон; мопиданмол; нитра-
эрин; пентостатин; фенамет; пирарубицин; лозоксантрон; подофиллиновая кислота; 2-этилгидразид; про-
карбазин; ПСК полисахаридный комплекс; разоксан; ризоксин; сизофиран; спирогерманий; тенуазоновая 
кислота; триазиквон; 2,2',2"-трихлоротриэтиламин; трихотецены (особенно токсин Т-2, верракурин А, 
роридин А и ангидин); уретан; виндезин; дакарбазин; манномустин; митобронитол; митолактол; пипоб-
роман; гацитозин; арабинозид ("Ara-C"); циклофосфамид; таксоиды, например паклитаксел и доцетаксел 
гемцитабин; 6-тиогуанин; меркаптопурин; координационные комплексы платины, такие как цисплатин, 
оксалиплатин и карбоплатин; винбластин; платины; этопозид (VP-16); ифосфамид; митоксантрон; вин-
кристин; винорелбин; новантрон; тенипозид; эдатрексат; дауномицин; аминоптерин; Кселода; ибандро-
нат; иринотекан (например, СРТ-11); ингибитор топоизомеразы RFS 2000; дифторметилорнитин 
(ДМФО); ингибиторы тирозинкиназы, такие как иматиниб, нилотиниб, дазатиниб, бозутиниб, понатиниб 
и бафетиниб; ретиноиды, такие как ретиноевая кислота; капецитабин; карбоплатин, прокарбазин, плико-
мицин, гемцитабиен, навелбиен, ингибиторы фарнезил-протеин-трансферазы, трансплатин и фармацев-
тически приемлемые соли, кислоты или производные любого из вышеперечисленного. 

Радиотерапия. 
Другие факторы, которые вызывают повреждение ДНК и широко используются, включают так на-

зываемые γ-лучи, рентгеновские лучи и/или направленную доставку радиоизотопов в опухолевые клетки. 
Также рассматриваются другие формы факторов, повреждающих ДНК, такие как микроволны, облуче-
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ние протонным пучком (пат. США № 5760395 и 4870287) и УФ-облучение. Скорее всего, все эти факто-
ры влияют на широкий спектр повреждений ДНК, предшественников ДНК, на репликацию и репарацию 
ДНК, а также на сборку и поддержание хромосом. Диапазон доз для рентгеновских лучей варьируется от 
суточных доз от 50 до 200 рентген в течение продолжительных периодов времени (от 3 до 4 недель) до 
разовых доз от 2000 до 6000 рентген. Диапазоны доз для радиоизотопов варьируются в широких преде-
лах и зависят от периода полураспада изотопа, силы и типа испускаемого излучения и поглощения не-
опластическими клетками. 

Термины "контактировал" и "подвергается воздействию" применительно к клетке используются в 
данном документе для описания процесса, с помощью которого терапевтическая конструкция и химио-
терапевтический или радиотерапевтический агент доставляются в клетку-мишень или помещаются в 
прямое совмещение с клеткой-мишенью. Например, для достижения гибели клеток оба агента доставля-
ются в клетку в комбинированном количестве, эффективном для уничтожения клетки или предотвраще-
ния ее деления. 

Иммунотерапия. 
В контексте лечения рака иммунотерапия, как правило, полагается на использование иммунных 

эффекторных клеток и молекул для нацеливания и уничтожения раковых клеток. Трастузумаб (Герцеп-
тин) является таким примером. Иммунный эффектор может представлять собой, например, антитело, 
специфичное для какого-либо маркера на поверхности опухолевой клетки. Одно антитело может слу-
жить эффектором терапии или может рекрутировать другие клетки для фактического уничтожения кле-
ток. Антитело также может быть конъюгировано с лекарственным средством или токсином (химиотера-
певтическое средство, радионуклид, цепь рицина А, холерный токсин, коклюшный токсин и т.д.) и слу-
жит просто в качестве нацеливающего агента. Альтернативно, эффектор может представлять собой лим-
фоцит, несущий поверхностную молекулу, которая взаимодействует, прямо или косвенно, с опухолевой 
клеткой-мишенью. Различные эффекторные клетки включают цитотоксические Т-клетки и НК клетки. 
Комбинация терапевтических способов, то есть прямой цитотоксической активности и ингибирования 
или снижения ErbB2, обеспечит терапевтическую пользу при лечении рака со сверхэкспрессией ErbB2. 

Другая иммунотерапия может также использоваться как часть комбинированной терапии с генной 
терапией сайленсинга, которая обсуждалась выше. В одном аспекте иммунотерапии опухолевая клетка 
должна иметь некоторый маркер, который поддается нацеливанию, то есть не присутствует на большин-
стве других клеток. Существует множество опухолевых маркеров, и любой из них может быть подходя-
щим для нацеливания в контексте данного изобретения. Распространенные опухолевые маркеры вклю-
чают карциноэмбриональный антиген, специфический антиген простаты, ассоциированный с опухолью 
мочевого пузыря антиген, фетальный антиген, тирозиназу (р97), gp68, TAG-72, HMFG, сиалил-
льюисский антиген, MucA, MucB, PLAP, рецептор эстрогена, рецептор ламинина, erb В и р155. Альтер-
нативным аспектом иммунотерапии является сочетание противоопухолевых эффектов с иммуностиму-
лирующими эффектами. Иммуностимулирующие молекулы также существуют, включая цитокины, та-
кие как ИЛ-2, ИЛ-4, ИЛ-12, GM-CSF, гамма-ИФН, хемокины, такие как MIP-1, МСР-1, ИЛ-8, и факторы 
роста, такие как FLT3 лиганд. Было показано, что объединение иммуностимулирующих молекул в виде 
белков или использование доставки генов в сочетании с опухолевым супрессором демонстрируют уси-
ление противоопухолевых эффектов. Кроме того, антитела против любого из этих соединений могут 
быть использованы для нацеливания противораковых агентов, обсуждаемых в данном документе. 

Примерами иммунотерапии, которая в данное время исследуется или используется, являются им-
мунные адъюванты, например, Mycobacterium bovis, Plasmodium falciparum, динитрохлорбензол и арома-
тические соединения (пат. США № 5801005 и 5739169; Hui and Hashimoto, 1998; Christodoulides et al., 
1998), терапия цитокинами, например, интерферонами α, β и γ; генная терапия ИЛ-1, GM-CSF и TNF 
(Bukowski et al., 1998; Davidson et al., 1998; Hellstrand et al., 1998), например, TNF, ИЛ-1, ИЛ-2, p53 (Qin 
et al., 1998; Austin-Ward и Villaseca, 1998; патент США № 5830880 и 5846945) и моноклональные антите-
ла, например, анти-ганглиозид GM2, анти-HER-2, анти-р185 (Pietras et al., 1998; Hanibuchi et al., 1998; 
пат. США № 5824311). Предполагается, что одна или более противораковых терапий могут быть исполь-
зованы с описанными в данном документе генными терапиями сайленсинга. 

При активной иммунотерапии вводят антигенный пептид, полипептид, или белок, или композицию 
аутогенных или аллогенных опухолевых клеток, или "вакцину", как правило, с отдельным бактериаль-
ным адъювантом (Ravindranath and Morton, 1991; Morton et al., 1992; Mitchell et al., 1990; Mitchell et al., 
1993). 

При адаптивной иммунотерапии циркулирующие лимфоциты пациента или опухолевые инфильт-
рированные лимфоциты, выделенные in vitro, активируются лимфокинами, такими как ИЛ-2, или транс-
дуцируются генами некроза опухолей, и повторно вводятся (Rosenberg et al., 1988; 1989). 

Хирургия. 
Приблизительно 60% больных раком будут подвергаться хирургическому вмешательству опреде-

ленного типа, которое включает в себя профилактические, диагностические или операции для определе-
ния стадийности, лечебные и паллиативные операции. Лечебная хирургия - это лечение рака, которое 
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может использоваться в сочетании с другими видами терапии, такими как лечение по данному изобрете-
нию, химиотерапия, лучевая терапия, гормональная терапия, генная терапия, иммунотерапия и/или аль-
тернативные способы лечения. 

Лечебная хирургия включает резекцию, при которой вся или часть раковой ткани физически удаля-
ется, иссекается и/или разрушается. Резекция опухоли относится к физическому удалению по меньшей 
мере части опухоли. В дополнение к резекции опухоли лечение хирургическим путем включает лазер-
ную хирургию, криохирургию, электрохирургию и микроскопически контролируемую хирургию (хирур-
гия Моса). Кроме того, предполагается, что данное изобретение может быть использовано в сочетании с 
удалением поверхностно расположенных раков, предраковых состояний или случайных количеств нор-
мальной ткани. 

При удалении части или всех раковых клеток, тканей или опухоли в теле может образовываться по-
лость. Лечение может быть достигнуто перфузией, прямой инъекцией или местным применением облас-
ти с дополнительной противораковой терапией. Такое лечение может повторяться, например, каждые 1, 
2, 3, 4, 5, 6 или 7 дней или каждые 1, 2, 3, 4 и 5 недель или каждые 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 или 12 ме-
сяцев. Эти способы лечения могут также варьироваться. 

Другие агенты. 
Предполагается, что другие агенты могут быть использованы в сочетании с некоторыми аспектами 

данных вариантов осуществления изобретения для улучшения терапевтической эффективности лечения. 
Эти дополнительные агенты включают агенты, которые влияют на активацию рецепторов клеточной по-
верхности и GAP-соединений, цитостатические и дифференцирующие агенты, ингибиторы клеточной 
адгезии, агенты, которые повышают чувствительность гиперпролиферативных клеток к апоптотическим 
индукторам или другие биологические агенты. Увеличение межклеточной передачи сигналов за счет 
увеличения числа GAP-соединений увеличит антигиперпролиферативные эффекты на соседнюю попу-
ляцию гиперпролиферативных клеток. В других вариантах осуществления изобретения, цитостатические 
или дифференцирующие агенты могут использоваться в сочетании с некоторыми аспектами данных ва-
риантов осуществления изобретения для улучшения антигиперпролиферативной эффективности лече-
ния. Предполагается, что ингибиторы клеточной адгезии улучшают эффективность данных вариантов 
осуществления изобретения. Примерами ингибиторов клеточной адгезии являются ингибиторы фокаль-
ной адгезионной киназы (ФАК) и ловастатин. Кроме того, предполагается, что другие агенты, которые 
повышают чувствительность гиперпролиферативной клетки к апоптозу, такие как антитело с225, можно 
использовать в сочетании с некоторыми аспектами данных вариантов осуществления изобретения для 
улучшения эффективности лечения. 

Примеры 

Следующие примеры включены для демонстрации предпочтительных вариантов осуществления 
изобретения. 

Специалистам в данной области должно быть понятно, что методики, описанные в следующих 
примерах, представляют методики, открытые изобретателем для эффективного функционирования при 
практическом использовании изобретения, и, таким образом, могут рассматриваться как составляющие 
предпочтительные способы его применения. Однако специалистам в данной области техники в свете 
данного описания должно быть понятно, что в конкретных вариантах осуществления изобретения, кото-
рые описаны, могут быть сделаны многие изменения, и все же получен подобный или аналогичный ре-
зультат без отклонения от сущности и объема изобретения. 

Пример 1. Фаза I исследования ВР1001 (антисмысловой липосомальный Grb2) у пациентов с гема-
тологическими злокачественными новообразованиями. 

Необходимый для передачи сигналов раковым клеткам связанный с рецептором фактора роста бе-
лок-2 (Grb2) используется онкогенными тирозинкиназами для активации Ras и ERK. BP1001 является 
антисмыслом, включенным в липосомы, который ингибирует экспрессию Grb2. Цель исследования - оп-
ределить безопасность, максимальную переносимую дозу (MTD), фармакокинетику и противолейкозную 
активность ВР1001 у пациентов с гематологическими злокачественными новообразованиями. 

Лекарственное вещество ВР1001 и введение. 
Последовательность антисмыслового олиго Grb2 представляет собой: 5'-АТА ТТТ GGC GAT GGC 

ТТС-3' (SEQ ID NO: 1), которая нацелена на кодоны 2-7 мРНК grb2 человека. Антисмысловой олиго 
Grb2, состоящий из модификации Р-этокси олиго, был изготовлен Nitto Denko Avecia, Inc. (8560 Рединг-
роуд, Цинциннати, Огайо, 45215, США). Антисмысловой олиго Grb2 вводили в липид 1,2-диолеоил-3-
фосфатидилхолина (Avanti Polar Lipids, Алабастер, Алабама, США) по протоколу лиофилизации. ВР1001 
готовили в виде порошка лекарственного средства по 5 мг и хранили при 4°С. В день инфузии препарата 
добавляли два мл 0,9% физиологического раствора для достижения конечной концентрации ВР1001 2,5 
мг/мл. Участникам вводили от 2 до 3 часов внутривенной (в/в) инфузии ВР1001 два раза в неделю (каж-
дые 3 или 4 дня) в течение 28 дней. Участникам может быть предоставлено до 6 циклов лечения, если 
они продолжают получать пользу от лечения. 

Пациент и дизайн исследования. Исследование было разработано как стандартное исследование с 
повышением дозы 3+3 для оценки безопасности, фармакокинетики и эффективности ВР1001 у взрослых 
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пациентов с диагнозом рефрактерный/рецидивирующий ХМЛ или ОЛЛ, ОМЛ или МДС с положитель-
ной Филадельфийской хромосомой. Группы трех пациентов были включены на каждом уровне дозы. 
Начальная доза ВР1001 составляла 5 мг/м2 (группа 1). Если у одного пациента развилась токсичность 3-й 
степени или выше, на этом уровне дозы прибавляли еще трех пациентов. Если у двух или более пациен-
тов развилась токсичность 3 степени или выше, этот уровень дозы считался токсичным. Максимальная 
переносимая доза (MTD) была определена как доза, меньшая, чем та, которая вызывает ограничиваю-
щую дозу токсичность у двух или более пациентов. Токсичность оценивали с использованием общих 
терминологических критериев для нежелательных явлений 

Национального института рака (NCI CTCAE, версия 3.0). Если не наблюдалось дозозависимой ток-
сичности (DLT), пациенты были бы последовательно включены в группу 2 (10 мг/м2), группу 3 (20 
мг/м2), группу 4 (40 мг/м2), группу 5 (60 мг/м2), или группу 6 (90 мг/м2). 

После завершения группами 1-6 фазы I одного агента ВР1001 была изучена безопасность и эффек-
тивность комбинации ВР1001 и цитарабина в низких дозах (фаза Ib) . BP1001 вводили в/в в виде 60 мг/м2 
(группа 7) или 90 мг/м2 (группа 8). Пациентам делали три инъекции ВР1001 перед тем, как подкожно 
вводить 20 мг низкой дозы цитарабина (LDAC), два раза в день в течение 10 дней подряд. Это исследо-
вание было зарегистрировано в ClinicalTrials.gov, номер NCT01159028. 

Оценка периферической крови и костного мозга. Оценки периферической крови проводились в на-
чале исследования (в течение 14 дней с начала исследования), а также в дни 1, 8, 15, 22, по завершении 
первого цикла и в соответствии с клиническими показаниями. Оценка костного мозга проводилась в на-
чале исследования (в течение 14 дней с начала исследования), в конце первого цикла, цикла 2 и в соот-
ветствии с клиническими показаниями. Исходные цитогенетические данные были получены до лечения. 
Молекулярный анализ был проведен для выявления соматических мутаций на исходном уровне костного 
мозга. 

Проточная цитометрия. Периферическая кровь собиралась у пациентов в группах 3, 4, 5 и 6, а затем 
была получена дозировка в цикл 1 день 1, 8, 15 и 22 и Цикл 2 День 1. Белые кровяные клетки выделяли 
из периферической крови с использованием пробирок для приготовления клеток BD Vacutainer CPT с 
гепарином натрия (BD Dickinson), фиксировали и хранили в морозильной камере при -80°С. Проточную 
цитометрию использовали для определения уровней Grb2 и фосфорилированного Erk1,2 (pErk) в клетках, 
экспрессирующих CD33, с использованием валидированного способа (Flow Contract Site Laboratory, Бот-
тел, Вашингтон, США). 

Фармакокинетический сбор образцов и анализ проб. Образцы крови для измерения концентрации 
антисмысловых олиго Grb2 были собраны у пациентов в группах 7 и 8, до введения, через 1, 2, 4, 6, 8, 24, 
72 ч после начала инфузии (SOI - start-of-infusion). Образцы мочи для измерения концентраций ВР1001 
были также отобраны у пациентов в группах 7 и 8, в начале дозы через 4 часа, через 4-8 часов после вве-
дения, и 8-24 часов после введения. ФК образцы крови обрабатывали до плазмы и анализировали с ис-
пользованием валидированного способа (Charles River Laboratories, Монтреаль, Канада) с нижним преде-
лом количественного определения (LLOQ; 0,5 нг/мл). Образцы мочи анализировали с использованием 
валидированного способа (Charles River Laboratories, Монтреаль, Канада) с LLOQ 1,00 нг/мл. 

Параметры ФК оценивали с использованием фармакокинетического программного обеспечения 
Phoenix (Certara). Для оценки параметров использовали некомпартментальный подход, совместимый с 
в/в инфузионным путем введения, с использованием предполагаемого времени инфузии 2,5 часа. Все 
параметры были получены из индивидуальных концентраций антисмыслового олиго Grb2 в плазме с 1-го 
дня цикла 1, когда это практически осуществимо. Цикл 1, день 1, значения концентрации до введения 
дозы были <LLOQ и, следовательно, значение времени ноль принималось равным нулю. Параметры оце-
нивались с использованием номинального времени отбора проб относительно начала инфузии. Площадь 
под кривой зависимости концентрации от времени (AUC) была рассчитана с использованием линейного 
трапециевидного способа с линейной интерполяцией. Наклон фазы терминальной элиминации определя-
ли с использованием логарифмической линейной регрессии на невзвешенных данных о концентрации. 
Параметры, основанные на определении конечной фазы исключения, не сообщались, если коэффициент 
детерминации (R2) был менее чем 0,800 или если экстраполяция AUC на бесконечность (% AUCextrap) 
составляла более 20% от общей площади. 

Параметры, оцененные по плазме: Tmax - время после дозирования, при котором наблюдалась мак-
симальная наблюдаемая концентрация; Cmax - максимальная наблюдаемая концентрация, измеренная по-
сле дозирования; Т1/2, видимый терминальный период полувыведения; AUC(0-24), AUC от дозировки до 24 
ч после введения; AUC(0-t), AUC от дозирования до времени после дозирования, при котором наблюда-
лась последняя количественно определяемая концентрация; AUC(0-inf), расчетный AUC от дозирования до 
бесконечности; CL - кажущаяся степень выведения Grb2 антисмыслового олиго; Vz, кажущийся объем 
распределения Grb2 антисмыслового олиго. 

Оценка параметров мочи проводилась с использованием Microsoft Excel. Все параметры были по-
лучены из индивидуальных концентраций антисмыслового олиго Grb2 в моче с дня 1 цикла 1. Указанные 
параметры были: Общее U - совокупное количество антисмыслового олиго Grb2, выделенного с мочой за 
весь период отбора проб; CLr - почечный клиренс относительно плазмы; процент восстановленного, от-
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носительное количество антисмыслового олиго Grb2, выделяемого с мочой, по сравнению с общим вве-
денным лекарственным средством. 

Статистический анализ. Анализ ФК, а также генерация таблиц и графиков были сгенерированы 
Phoenix версии 1.4. Описательные статистические данные (N, среднее арифметическое, стандартное от-
клонение) для соответствующих переменных группировки и сортировки были получены с использовани-
ем Phoenix версии 1.4 и Microsoft Excel 2007. 

Цели исследования. Основные цели исследования фазы I BP1001 заключались в определении ток-
сичности и переносимости возрастающих доз ВР1001 в качестве терапии одним агентом; определении 
максимальной переносимой дозы (MTD) BP1001; и определении токсичности и толерантности ВР101 в 
сочетании с низкими дозами цитарабина (Ara-С; фаза Ib). Вторичные цели исследования фазы I BP1001 
заключались в определении оптимальной биологически активной дозы (OBAD; определяется как 50% 
снижение экспрессии Grb2 в циркулирующих клетках лейкемии); определении in vivo фармакокинетики 
ВР1001; и оценке ответа опухоли. 

Критерии включения и исключения. В обеих частях исследования использовался открытый после-
довательный дизайн с повышением дозы для оценки безопасности, переносимости и токсичности, ФК, 
опухолевого ответа и антилейкозной активности. Критерии включения были: как минимум 18 лет; иметь 
трудно поддающийся лечению или замененный ОМД, Ph+XMJI, ОЛЛ или МДС; отказ от противорако-
вой терапии в течение по крайней мере двух недель до начала исследования (за исключением гидрокси-
мочевины или анагрелида (24 часа), TKI 95 дней) и интерферона (2 недели)); наличие адекватных функ-
ций печени и почек (ALT <2x ULN, креатинин сыворотки <2х ULN, билируб сыворотки <2х ULN); и 
имеющий показатели ECOG 0-2. Критерии исключения: наличие серьезных интеркуррентных заболева-
ний, которые могут повлиять на способность пациента выполнять программу лечения; и получение дру-
гого исследуемого продукта в течение более 14 дней или 5 периодов полураспада предыдущего продук-
та. 

Характеристики пациента. Всего в исследование было включено 39 пациентов: 13 пациентов (груп-
па 1), 6 пациентов (группа 2), 3 пациента (группа 3), 3 пациента (группа 4), 3 пациента (группа 5), 4 паци-
ента (группа 6), 4 пациента (группа 7) и 3 пациента (группа 8). У пяти пациентов была диагностирована 
бластная фаза ХМЛ, у 30 пациентов с ОМЛ и у 4 пациентов с МДС (табл. 3.1). Средний возраст пациен-
тов составлял 66 лет, в возрасте от 32 до 89 лет. Двадцать семь были пациентами мужского пола и двена-
дцать были пациентками женского пола. До включения пациенты получали в среднем четыре схемы. Их 
средний статус общего состояния был 1. 

Среднее количество бластов периферической крови составляло 15%, в диапазоне от 0 до 96%. Как и 
ожидалось, у этих пациентов была разнообразная цитогенетика, которая включала: t (9; 22) (n=7), дипло-
идный (n=12), комплексный (n=10), смешанный (n=13). У двух пациентов был t (9;22)-позитивный ХМЛ 
и комплексная цитогенетика, в то время как у одного пациента был t (9; 22)-позитивный ОМЛ. 

Нежелательные явления у поддающихся оценке пациентов. Из 39 пациентов 27 пациентов были 
оценены. Двенадцать пациентов не смогли завершить полный цикл из-за прогрессирования заболевания 
и были заменены в соответствии с протоколом (табл. 4). Из 27 оцениваемых пациентов 21 пациент полу-
чал терапию одним агентом ВР1001, а 6 пациентов получали комбинированную терапию BP1001+LDAC. 
Как показано в табл. 8, у поддающихся оценке пациентов были различные молекулярные аномалии в их 
лейкозах, которые включали ASXL1 (n=1), BCR-ABL (n=2; включая T315I в 1), СЕВРА (n=4), DNMT3A 
(n=1), FLT-ITD (n=2), IDH1/2 (n=3), JAK2 (n=2), NOTCH1 (n=1), NPM1 (n=2), NRAS (n=2), TET2 (n=2), 
TP53 (n=2). Характеристики включенных пациентов приведены в табл. 3.1. 

Только один пациент при дозе 5 мг/м2 испытывал дозоограничивающую токсичность (ДОТ), воспа-
ление слизистой оболочки 3 степени и синдром "кисть-стопа", во время принятия высокой дозы гидро-
ксимочевины для лечения пролиферативного ХМЛ-БФ. Исследуемый препарат не может быть исключен 
как способствующий фактор, поэтому об этом событии было сообщено как ДОТ. После расширения до 6 
пациентов, ни у одного пациента не развилось ДОТ. Другой лекарственной токсичности не наблюдалось 
ни у одного из пролеченных пациентов. МПД не была идентифицирована. HTD для ВР1001 составляет 
90 мг/м2. 

Таблица 3.1. Характеристики включенного пациента 
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а - данные - это n (диапазон) или % (диапазон), если не указано иное, 
b - у двух пациентов был t(9; 22)-позитивный ХМЛ и комплексная 
цитогенетика, а у одного пациента был t(9; 22)-позитивный ОМЛ. 
 

Таблица 4. Пациенты и доза на группу 

 

 
Фармакокинетика антисмыслового олиго Grbz. Нижний предел количественного определения 

(LLOQ) концентрации антисмыслового олиго Grb2 в плазме составляет 0,50 нг/мл. В момент времени 
перед исследованием не было количественно определяемой концентрации антисмыслового олиго Grb2. 
Уровни антисмыслового олиго Grb2 в плазме снижались в два раза по экспоненте (фиг. 1). Максимальная 
концентрация антисмыслового олиго Grb2 в плазме наблюдалась через 1 ч после инфузии (фиг. 1). Через 
72 часа после инфузии уровни антисмыслового олиго Grb2 в плазме были ниже LLOQ или немного выше 
его (фиг. 1). T1/2 в плазме антисмыслового олиго Grb2 в плазме варьировалось от 22,2 до 37,7 ч для дозы 
60 мг/м2 и от 4,64 до 14,2 ч для дозы 90 мг/м2 (табл. 5). Cmax, AUC(0-24), AUC(0-t) и AUC(0-inf) были одинако-
выми для обоих уровней дозы, несмотря на увеличение дозы в 1,5 раза с 60 до 90 мг/м2 (табл. 5). Vz 
уменьшился примерно в 1,5 раза, а CL увеличился примерно в 1,5 раза при увеличении дозы с 60 до 90 
мг/м2 (табл. 5). 
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Таблица 5. Концентрация ВР1001 в плазме  
после однократной в/в инфузии ВР1001 

 
Количество антисмыслового олиго Grb2, выделенного в моче, по сравнению с общей введенной до-

зой варьировало от 0,04 до 3,23% для дозы 60 мг/м2 и от 0,36 до 4,77% для дозы 90 мг/м2. Средние кон-
центрации антисмыслового олиго Grb2 в моче были выше в группе 90 мг/м2, чем в группе 60 мг/м2 (табл. 
6). 

Таблица 6. Концентрация ВР1001 в мочи после  
однократной в/в инфузии ВР1001 

 
ВР1001 снижал уровни Grb2 и фосфорилированного Erklr2 (pErk). Проточную цитометрию исполь-

зовали для определения уровней белков Grb2 и pErk в циркулирующих лейкозных клетках пациентов, 
которые получали терапию одним агентом ВР1001, и сообщали о ней как о средней интенсивности флу-
оресценции (MFI). MFI Grb2 и pErk во время лечения сравнивали с таковыми на исходном уровне (табл. 
7). На последнем измеренном образце (конец обработки или цикл 1 день 22) ВР1001 снизился ≥25% 
уровней Grb2 в 10 из 12 образцов, и ≥25% уровней pErk в 7 из 12 образцов. Среднее снижение уровней 
Grb2 составило 49% (диапазон: от 28 до 91%), а уровень pErk составил 52% (диапазон: от 27 до 91%). 

Таблица 7. Снижение уровней Grb2 и pErk после введения ВР1001 

 

 
NS=образец не собран. 

Противолейкозная активность ВР1001. ВР1001, в качестве терапии одним агентом, уменьшил на 
>50% бластов периферической крови у 9 из 21 пациента и уменьшил на >50% бластов костного мозга у 3 



041953 

- 33 - 

из 21 пациента (табл. 8). Согласно протоколу, пациенты могут получать лечение ВР1001 на срок до 6 
месяцев, если они демонстрировали стабильное заболевание (то есть менее чем на 50% увеличение их 
лейкоцитов в течение первых 4 недель терапии) или имели улучшение своего заболевания. Четыре паци-
ента завершили 2 цикла лечения, и три пациента завершили 5 циклов лечения (табл. 8). Эти семь пациен-
тов имели различные цитогенетические и молекулярные аномалии, такие как мутации JAK2 и NRAS 
(табл. 8). 

Среди шести оцениваемых пациентов, которые получали комбинированную терапию 
BP1001+LDAC, три пациента получали 3 цикла лечения, и один пациент получал 5 циклов лечения (табл. 
8). Что еще более важно, три пациента достигли полной ремиссии (бластов костного мозга ≤5%), а два 
пациента достигли частичной ремиссии (снижение бластов костного мозга на ≥50%) (табл. 8; фиг. 2). 

Таблица 8. Гематологический опыт оцениваемых пациентов 

 

 
ND=He сделано; 
NE=BM не поддается оценке для дифференциала или нижнего порога из-за недостатка выборки; 
Нет=нет нижнего порога или уменьшения количества бластов, 
* - у пациента 6 был диагностирован миелофиброз с ОМЛ, 
** - пациент 23 закончил цикл 1, но был выведен из исследования из-за проблем с лекарственными 
препаратами. 

Пример 2. Эффективность in vitro BP1001 в комбинации с Das. 
Клиническая активность ВР1001 будет исследована у пациентов с ХМЛ, находящихся в фазе аксе-

лерации или бластной фазе. Реакция пациентов с фазой акселерацией и бластной фазой на иматиниб 
плохая или кратковременная. Эти пациенты часто лечились другими ингибиторами тирозинкиназы, та-
кими как дазатиниб, нилотиниб, бозутиниб и понатиниб. Здесь было определено, может ли ВР1001 уси-
ливать ингибирующее действие дазатиниба, нилотиниба, бозутиниба и понатиниба в клетках ХМЛ. 

Культура клеток. Клетки BV173 и K562 представляют собой Bcr-Abl-позитивные клеточные линии, 
полученные у пациентов с ХМЛ. Они были получены от CLS Cell Lines Service GmbH (Эппельхайм, 
Германия) и культивированы в среде RPMI, дополненной 10% инактивированной нагреванием феталь-
ной бычьей сывороткой. 
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Химические вещества. Последовательность антисмыслового олиго Grb2 представляет собой: 5'-
ATATTTGGCGATGGCTTC-3' (SEQ ID NO: 1). Антисмысловой олиго Grb2 был произведен Avecia 
(Цинциннати, Огайо, США). ВР1001 был получен Avanti Polar Lipids (Алабастер, Алабама, США), как 
описано. Вкратце, антисмысловые олиго Grb2 смешивали с диолеоилфосфатидилхолиновыми липидами 
(Avanti Polar Lipids, Алабастер, Алабама, США), замораживали и лиофилизировали. Лиофилизат храни-
ли при 4°С. В день эксперимента ВР1001 гидратировали средой и добавляли к клеткам в конечной кон-
центрации от 0 до 120 мкг/мл. Ингибиторы тирозинкиназы, такие как дазатиниб, нилотинб, бозутиниб и 
понатиниб, были приобретены у Selleck Chemicals (Хьюстон, Техас, США) в виде 10 мМ исходных рас-
творов ДМСО. 

Анализ жизнеспособности клеток. Клетки BV173 и K562 высевали при 5 и 15×103 клеток/лунка со-
ответственно в 96-луночные планшеты в 0,1 мл среды. Клетки инкубировали с ингибиторами ВР1001 
и/или ингибиторами тирозинкиназы в течение 4 дней. Жизнеспособность необработанных и обработан-
ных лейкозных клеток измеряли с помощью анализа жизнеспособности люминесцентных клеток 
CellTiter-Glo (Promega, Мэдисон, Висконсин, США). Анализ жизнеспособности люминесцентных кле-
ток CellTiter-Glo определяет количество жизнеспособных клеток путем количественного определения 
наличия АТФ, индикатора метаболически активных клеток. 

Анализ клеточного цикла. После инкубации с ВР1001 и/или ингибиторами тирозинкиназы в тече-
ние 4 дней клетки BV173 собирали и промывали фосфатным буфером (PBS). Затем клетки фиксировали 
и пермеабилизировали в течение 1 ч при 4°С с помощью буфера 1X для фиксации/пермеабилизации 
(Ebioscience, Сан-Диего, Калифорния, США). После пермеабилизации клетки промывали и инкубирова-
ли с 7-аминоактиномицином D (7-AAD, Biolegend, Сан-Диего, Калифорния, США) в темноте при 4°С в 
течение около 30 минут. Сбор данных с помощью проточной цитометрии был получен с использованием 
программного обеспечения BD FACSDiva (BD Biosciences, Сан-Хосе, Калифорния, США). Проточный 
цитометр был настроен на сбор 20000 событий. Относительные проценты в различных фазах клеточного 
цикла (суб-G1, G1, S, G2/M) были зарегистрированы. 

Предварительная обработка ВР1001 усилила ингибирование дазатиниба. Сначала было определено, 
может ли ВР1001 усиливать ингибирование дазатиниба в клеточных линиях ХМЛ. Чтобы определить, 
может ли время добавления ВР1001 повлиять на активность дазатиниба, совместную инкубацию ВР1001 
и дазатиниба проводили в разных последовательностях: (1) ВР1001 добавляли к клеткам за 1 час до до-
бавления дазатиниба (для имитации лечения в тот же день); (2) ВР1001 добавляли к клеткам через 1 день 
после обработки клеток дазатинибом; (3) ВР1001 добавляли к клеткам за день до обработки клеток даза-
тинибом. 

Последовательность совместной инкубации (1): ВР1001 и дазатиниб добавлялись в один и тот же 
день. Клетки K562 и BV173 инкубировали с ВР1001 (0-120 мкг/мл) в течение 1 часа перед обработкой 1 
нМ дазатинибом. Через четыре дня определяли эффекты ингибирования роста. В отсутствие и в присут-
ствии 120 мкг/мл ВР1001 дазатиниб снижал жизнеспособность K562 на 25 и 15% соответственно (фиг. 
7А). В отсутствие и в присутствии 120 мкг/мл ВР1001 дазатиниб снижал жизнеспособность BV173 на 40 
и 49% соответственно (фиг. 7А). Эти данные показывают, что когда клетки ХМЛ обрабатывали ВР1001 и 
дазатинибом в один и тот же день, ВР1001 оказывал минимальное влияние на ингибирование дазатини-
ба. 

Последовательность совместной инкубации (2): дазатиниб добавлен до ВР1001. Клеточные линии 
ХМЛ обрабатывали дазатинибом в течение 1 дня с последующей обработкой ВР1001. Жизнеспособность 
клеток определяли через 3 дня. Дазатиниб снизил жизнеспособность K562 на 12% (Фиг. 7В). Добавление 
ВР1001 в концентрации 190 мкг/мл снижало жизнеспособность K562 до 50% (Фиг. 7В). Однако при до-
бавлении ВР1001 в концентрации 120 мкг/мл к дазатинибу жизнеспособность K562 снижалась на 25% 
(фиг. 7В). Дазатиниб снизил жизнеспособность BV173 на б% (фиг. 7В). Добавление 120 мкг/мл ВР1001 
снижало жизнеспособность BV173 на 34% (фиг. 7В). ВР1001, добавленный через 1 день после лечения 
дазатинибом, дополнительно снижал жизнеспособность BV173. Но не ясно, может ли ВР1001, добавлен-
ный через 1 день после лечения дазатинибом, еще больше снизить жизнеспособность K562. 

Последовательность совместной инкубации (3): ВР1001 добавлен до дазатиниба. Клеточные линии 
ХМЛ инкубировали с ВР1001 в течение 1 дня перед обработкой дазатинибом. Только дазатиниб снизил 
жизнеспособность K562 на 25% (фиг. 7С). Когда к дазатинибу добавляли 120 мкг/мл ВР1001, жизнеспо-
собность K562 снижалась на 44% (фиг. 7С). В отсутствие и в присутствии 120 мкг/мл ВР1001 дазатиниб 
снижал жизнеспособность BV173 на 10% и 68% соответственно (фиг. 7С). Эти данные показывают, что 
1-дневная предварительная обработка ВР1001 усилила ингибирование дазатиниба в обеих клеточных 
линиях ХМЛ. 

ВР1001 усилил индукцию гибели клеток от дазатиниба. Затем мы определили механизм, с помо-
щью которого ВР1001 усиливал ингибирование дазатиниба. Клетки BV173 инкубировали с ВР1001 в 
течение 1 дня перед обработкой дазатинибом. Три дня спустя клетки собирали и обрабатывали для про-
точной цитометрии. Основным механизмом ингибирования комбинации ВР1001+дазатиниб была индук-
ция гибели клеток, о чем свидетельствует увеличение процентного содержания клеток в фазе суб-G1 
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(фиг. 8A-D). Процент клеток в фазе суб-G1 после обработки ВР1001, дазатинибом и комбинацией со-
ставлял 3,1, 10,6 и 28,0 соответственно (фиг. 8А-D). 

Предварительная обработка ВР1001 избирательно усиливала индукцию гибели клеток от дазатини-
ба и нилотиниба. Проточную цитометрию использовали для определения влияния предварительной об-
работки ВР1001 на нилотиниб, бозутиниб и понатиниб. На фиг. 3 показано, что предварительная обра-
ботка ВР1001 усиливала ингибирование дазатиниба и нилотиниба. Процент клеток в фазе суб-G1 был 
увеличен с 30,7 до 40,6 для дазатиниба и с 26,4 до 32 для нилотиниба (фиг. 9А). Однако предварительная 
обработка ВР1001 не влияла на ингибирование бозутиниба или понатиниба (фиг. 9А). Процент клеток, 
обработанных бозутинибом и комбинацией BP1001+бозутиниб в фазе суб-G1, составлял 34,3 и 36,4 со-
ответственно, тогда как для понатиниба и комбинации BP1001+понатиниб составлял 34,0 и 36,0% соот-
ветственно (фиг. 9А). Эти данные указывают на то, что предварительная обработка ВР1001 избирательно 
усиливала ингибирование дазатиниба и нилотиниба. 

Интересно, что снижение клеточной гибели наблюдалось, когда клетки обрабатывали ВР1001 после 
ингибиторов тирозинкиназы. Процент клеток в фазе суб-G1 был снижен с 64,1 до 51,8 для дазатиниба, с 
65,0 до 57,1 для нилотиниба, с 66,1 до 48,6 для бозутиниба и с 71,1 до 51,7 для понатиниба (фиг. 9В). 

Пример 3. Фаза Ib/IIa клинического испытания для оценки безопасности, фармакокинетики и эф-
фективности ВР1001 в комбинации с дазатинибом (Das) у пациентов с Ph+ ХМЛ в фазе акселерации или 
бластной фазе. 

Обоснование исследования. Исследование фазы Ib включит участников с Ph+ ХМЛ в фазу акселера-
ции или бластную фазу. Участники получат ВР1001 плюс Das. Это открытое, простое клиническое иссле-
дование. Участники, которые имеют право на получение лечения в исследовании фазы Ib, получат ВР1001 
(60 мг/м2 для группы 1 или 90 мг/м2 для группы 2) и тот же уровень дозы Das (140 мг). Как только доза бы-
ла определена для фазы IIa, все участники, которые имеют право на получение лечения в фазе IIa, получат 
одинаковые уровни дозы как для ВР1001, так и для Das. Рандомизации не будет для этого исследования. 

Каждый цикл лечения будет 28 дней. ВР1001 будет вводиться в течение примерно 1-3 часов каждые 
2-4 дня (+/-1 день допустимого интервала), начиная с 1-го дня цикла, всего восемь введений в каждом 
цикле лечения. На 5-й день цикла или около него и не менее чем через 24 ч после завершения приема 
второй дозы ВР1001 участники начнут однократное пероральное введение в день 140 мг Das и продол-
жат его каждый день после этого без перерыва. Повторные циклы в соответствии с этим режимом будут 
назначаться каждые 4 недели, пока не случится прогрессирования, рецидива, непереносимости, участник 
не завершит 6 циклов лечения или участник/исследователь запросит прерывание исследования. Когда 
участники завершат дозировочную часть исследования, за ними будут следить в течение приблизительно 
6 месяцев или до смерти, или завершения исследования, в зависимости от того, что наступит раньше. 

Обоснование исследования: Выбор дозы. Предварительные данные показывают, что снижение 
уровня Grb2 (и потенциальная польза от лейкемии) может быть достигнуто у участников с ВР1001 при 
HTD (90 мг/м2) и на один уровень ниже HTD (60 мг/м2), и что безопасность/переносимость существенно 
не отличается между этими двумя дозами. Исходя из этого, безопасность и переносимость сочетания 60 
или 90 мг/м2 ВР1001 с Das будут изучены. 

В исследовании фазы Ib BP1001 будет вводиться внутривенно (в/в) два раза в неделю (каждые 2-4 
дня) с допустимым окном +/-1 день, в течение примерно 1-3 часов, всего восемь доз, назначаемых в те-
чение 28-дневного цикла. Начальная доза будет 60 мг/м2, при этом первая доза ВР1001 будет назначена 
на 1-й день каждого 28-дневного цикла. Не менее чем через 24 часа после завершения второй дозы 
ВР1001 участники начнут ежедневную дозировку 140 мг Das и продолжат каждый день после этого без 
перерыва. Дозирование Das может начаться уже на 5-й день, если оно начато не менее, чем через 24 часа 
после завершения второй дозы ВР1001. Три пациента будут получать ВР1001 при каждом уровне дозы в 
течение 28 дней в отсутствие DLT. Повышение дозы в этой части исследования будет продолжаться до 
тех пор, пока не будет обнаружен DLT класса 3. 

Следующая группа пациентов будет введена в исследование после того, как три пациента из преды-
дущей группы закончили 28 дневное лечение, без признаков DLT. После этого увеличение дозы будет 
достигать 90 мг/м2. Если один пациент испытывает DLT, эта группа будет расширена еще 3 дополни-
тельными пациентами. Считается, что любая группа, в которой ≥2 из 3-6 пациентов, получавших лечение 
DLT, превысила MTD, и непосредственно группа с более низкой дозой будет выбрана для дальнейшего 
исследования. Все пациенты будут оценены на токсичность в конце лечения (28 дней) с использованием 
критериев NCI CTCAE. Повторные циклы в соответствии с этим режимом будут назначаться каждые 4 
недели, пока не случится прогрессирования, рецидива, непереносимости, участник не завершит 6 циклов 
лечения или участник/исследователь запросит прерывание исследования. 

График лечения фазы IIa будет идентичен исследованию фазы Ib. Тем не менее, всем участникам 
будут назначены одинаковые дозы ВР1001 (определенные в исследовании фазы Ib) и 140 мг Das. 

Обоснование исследования: дизайн исследования. 
Эффективность и безопасность ВР1001 будет оцениваться в сочетании с Das, терапевтическим ре-

жимом, хорошо зарекомендовавшим себя при лечении пациентов с Ph+ ХМЛ, находящихся в фазе аксе-
лерации или бластной фазе. Основываясь на наших доклинических исследованиях, прогнозируется, что 
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ВР1001 в сочетании с Das принесет пользу пациентам с ХМЛ в фазе акселерации или бластной фазе, ко-
торые, как правило, не отвечают на терапию первой линии иматинибом. Дизайн исследования представ-
лен графически на фиг. 3. 

В этом исследовании будет использоваться простой открытый дизайн для оценки профиля безопас-
ности, фармакокинетики и эффективности ВР1001 в сочетании с Das. В исследовании фазы Ib использу-
ется открытый последовательный дизайн с повышением дозы для оценки безопасности, переносимости и 
токсичности, реакции опухоли и антилейкозной активности. 

Будет использоваться стандартная схема "3+3", в которой последовательные группы пациентов с 
ХМЛ лечат ВР1001 в максимально переносимой дозе (MTD) или HTD, если MTD не определен и на 1 
уровень ниже MTD (или HTD) в комбинация с фиксированной дозой Das для характеристики безопасно-
сти и биологического эффекта, а также для определения рекомендуемой дозы фазы IIa. 

Три пациента будут получать ВР1001 при каждом уровне дозы в течение 28 дней в отсутствие DLT. 
Следующая группа пациентов будет введена в исследование после того, как 3 пациента из предыдущей 
группы закончили 28 дневное лечение, без признаков DLT. После этого увеличение дозы будет достигать 
90 мг/м2. Если один пациент испытывает DLT, эта группа будет расширена еще 3 дополнительными па-
циентами. Будет считаться, что любая группа, в которой ≥2 из 3-6 пациентов, получавших лечение DLT, 
превысила MTD, и непосредственно группа с более низкой дозой будет выбрана для дальнейшего иссле-
дования. Все пациенты будут оценены на токсичность в конце лечения (28 дней) с использованием кри-
териев NCI CTCAE. 

Пациенты могут получить продление лечения. Повторные циклы в соответствии с этим режимом 
будут назначаться каждые 4 недели, пока не случится прогрессирования, рецидива, непереносимости, 
участник не завершит 6 циклов лечения или участник/исследователь запросит прерывание исследования. 

Фаза IIa - это открытое исследование уровня одной дозы. Все участники, которые имеют право на 
получение лечения в ходе исследования, получат одинаковый уровень дозы для ВР1001 (уровень HTD 
или 1 уровень ниже HTD), как определено в исследовании фазы Ib и Das (140 мг). Рандомизации не будет 
для этого исследования. 

Фаза IIa исследования будет сравнивать эффективность ВР1001 в сочетании с Das с историческими 
показателями ответа, задокументированными только для Das, и оценивать фармакокинетику ВР1001, 
когда он вводится отдельно или в сочетании с Das. 

Приблизительно 40 оцениваемых участников получат комбинацию ВР1001 с Das на фазе IIa сле-
дующим образом. После проверки пригодности в течение периода скрининга участники получат свою 
начальную дозу ВР1001. Доза будет определена в фазе Ib на основе безопасности и переносимости соче-
тания ВР1001 с Das. BP1001 будет назначаться на C1D1 и каждые 2-4 дня после этого, всего 8 доз в тече-
ние 28-дневного цикла. На 5-й день цикла или около него и не менее чем через 24 часов после заверше-
ния приема второй дозы ВР1001 участники начнут принимать пероральную дозу один раз в день, равную 
140 мг Das и продолжат ее каждый день после этого без перерыва. 

Участники, которые прошли как минимум 3 цикла лечения, будут оценены по их ответу. Целевая 
доля ответов составляет 35%. Байесовский подход Талла, Саймона, Эстея будет реализован для монито-
ринга бесполезности. Следующее правило остановки бесполезности будет применяться в размере группы 
5, начиная с 5-го пациента: prob{p(RR)>0,35)<0,03, где р(RR) обозначает частоту ответа. То есть иссле-
дование будет прекращено досрочно из-за бесполезности, если во время исследования мы определим, 
что есть вероятность менее чем 3%, что RR более чем 35%. 

Байесовский подход также будет применен для мониторинга токсичности для включенных пациен-
тов, где токсичность определяется как любая негематологическая токсичность, определенная как DLT, 
которая, по крайней мере, возможно связана с лечением. Токсичность, обозначаемую как ТОХ, будет 
контролироваться по байесовским границам остановки, рассчитанным на основе бета-биномиальных 
распределений. В качестве априорных значений мы принимаем р(ТОХ)~бета (0,6, 1,4). Исследование 
будет остановлено по причине токсичности, если Pr(р(ТОХ)>0,30|данные)>0,88. То есть мы остановим 
испытание для включения новых пациентов, если в любое время в ходе исследования мы определим, что 
существует более чем 88% вероятности того, что уровень токсичности составляет более чем 30%. 

Пациенты могут получить продление лечения. Повторные циклы в соответствии с этим режимом 
будут назначаться каждые 4 недели, пока не случится прогрессирования, рецидива, непереносимости, 
участник не завершит 6 циклов лечения или участник/исследователь запросит прерывание исследования. 

Цели исследования. Основной целью исследования фазы Ib является определение дозозависимой 
токсичности (DLT) и максимальной переносимой дозы (MTD) BP1001 в сочетании с Das. Основными 
целями исследования фазы IIa являются оценка фармакокинетики (ФК) и эффективности комбинации 
ВР1001 и Das. 

Следующие второстепенные цели этого исследования: оценить безопасность ВР1001 в сочетании с 
Das; определить, обеспечивает ли комбинация ВР1001 и Das большую эффективность (гематологический 
ответ, цитогенетический ответ или молекулярный ответ), чем один Das (путем исторического сравне-
ния); оценить фармакокинетику (ФК) ВР1001, если принимать его отдельно или в комбинации с Das; 
оценить общую выживаемость, время до ответа и продолжительность ответа. 
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Исследовательская цель этого исследования будет оценивать корреляцию ответа лечения с мута-
циями домена abl киназы. 

Исследуемая популяция: Критерии включения. Во время скрининга участники должны соответст-
вовать всем следующим критериям, чтобы считаться подходящими для участия в исследовании: 

1) Взрослые возрастом ≥18 лет. 
Женщины должны не иметь потенциала деторождения, быть хирургически стерильными, находится 

в постменопаузе или использовать адекватные способы контрацепции во время исследования и в течение 
30 дней после последней дозы исследуемого препарата или Das. 

Мужчины должны согласиться использовать адекватный способ контрацепции во время исследова-
ния и в течение не менее 30 дней после последней дозы исследуемого препарата или Das. 

Гистологически подтвержденный диагноз Ph+ХМЛ, в фазе акселерации или бластной фазе. Власт-
ная фаза определяется как ≥30% бластов в периферической крови или костном мозге, или наличие экст-
рамедуллярного заболевания, за исключением печени или селезенки. Один из следующих параметров 
требуется для соответствия критериям для ХМЛ в фазе акселерации: 

Бласты в периферической крови или костном мозге ≥15%. 
Промиелоциты и бласты в периферической крови или костном мозге ≥30%. 
Базофилы РВ или ВМ ≥20%. 
Тромбоцитопения <100×103/мл, не в результате терапии. 
Цитогенетическая клональная эволюция. 
Адекватные функции печени и почек, как определено: 
аспартаттрансаминаза (ACT) и аланинтрансаминаза (АЛТ) ≤ в 2,5 раза выше верхнего предела нор-

мы (ULN); и 
общий билирубин ≤ в 1,5 раза ULN; и 
Расчетная скорость клубочковой фильтрации (рСКФ) не менее 50 мл/мин; формула Кокрофта-Голта 

будет использоваться для определения рСКФ, когда анализ крови на азот мочевины (BUN) и креатинин 
проводится в начале исследования. Комбинация сывороточного креатинина рСКФ и BUN будет исполь-
зоваться для оценки функции почек пациента для обеспечения безопасности. 

Уравнение Кокрофта-Голта: расчетный клиренс креатинина=[(140 - возраст)×общая масса те-
ла]/(креатинин сыворотки×72) 

Умножьте на 0,85 для женщин. 
Документированное общее состояние Восточной объединенной онкологической группы (ECOG) 0, 

1 или 2 (табл. 9). 
Выздоровление от последствий любой предшествующей операции, лучевой терапии или противо-

опухолевого лечения (за исключением алопеции). 
Желание и возможность предоставить письменное информированное согласие. 

Таблица 9. Общее Состояние ECOG 

 

 
Исследуемая популяция: критерии исключения. Во время скрининга участники, которые соответст-

вуют любому из следующих критериев, будут исключены из исследования. 
Пациенты с мутацией T315I не будут исключены, но их ответ будет проанализирован отдельно. 
Еще одно первичное злокачественное новообразование, кроме ХМЛ, за последние 2 года, за исклю-

чением немеланомного рака кожи или рака шейки матки in situ. 
Известный активный лептоменингеальный лейкоз, требующий интратекальной терапии. 
Примечание: пациенты с заболеванием ЦНС в анамнезе могут быть допущены к участию на осно-
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вании, по меньшей мере двух последовательных задокументированных отрицательных оценок спинно-
мозговой жидкости перед скринингом. 

Изолированный экстрамедуллярный лейкоз, не отвечающий критериям лейкоза костного мозга. 
Получение любой противораковой терапии в течение 14 дней после начала лечения ВР1001, за ис-

ключением гидроксимочевины или анагрелида или TKI (в течение 2 дней). 
Неконтролируемая активная, нелеченая или прогрессирующая инфекция. 
Получение любого исследуемого агента в течение 14 дней или 5 периодов полужизни от начала 

ВР1001. 
Женщины, которые беременны, имеют положительный тест на беременность или кормят грудью в 

течение периода скрининга, или намереваются забеременеть или кормить грудью в течение исследова-
ния или в течение 30 дней после последней дозы исследуемого препарата. 

Предыдущее воздействие ВР1001. 
Пациенты с историей нетерпимости к Das или для которых Das может не подходить. 
Серьезное интеркуррентное медицинское или психиатрическое заболевание, которое может поме-

шать участнику завершить исследование. 
Активная/хроническая инфекция гепатита В (на основе положительного поверхностного антигена 

[HBsAg]), инфекция гепатита С (на основе положительного антитела [HCV Ат]) или вирус иммунодефи-
цита человека (ВИЧ-1 или ВИЧ-2 на основе положительного антитела). 

Наличие сопутствующих состояний, которые могут поставить под угрозу способность участника 
переносить исследуемое лечение или мешать любому аспекту проведения исследования или интерпрета-
ции результатов. Это включает, но не ограничивается этим, нестабильную или неконтролируемую стено-
кардию, застойную сердечную недостаточность класса III или IV Нью-Йоркской ассоциации сердца 
(NYHA), неконтролируемую и устойчивую гипертензию, клинически значимую сердечную дисритмию 
или клинически значимое отклонение ЭКГ (например, QTcF>470 мс). 

В течение последних 6 месяцев имело место любое из следующего: выпот в плевральной полости, 
инфаркт миокарда, нестабильная стенокардия, шунтирование коронарной/периферической артерии, ост-
рое нарушение мозгового кровообращения или транзиторная ишемическая атака. 

Неконтролируемое судорожное расстройство (т.е. судороги в течение последних 2 месяцев). 
Неспособен или не желает общаться или сотрудничать с исследователем или следовать протоколу 

по любой причине. 
Исследуемое лечение: Доза ВР1001 и введение. ВР1001 поставляется в виде стерильного белого 

лиофилизированного порошка, не содержащего консервантов, для разведения для в/в введения и постав-
ляется во флаконах по 20 мл. Каждый 20-мл флакон ВР1001 для разового использования содержит 5 мг 
олигонуклеотида Grb2 и 13,35 мг DOPC. Расчеты для дозирования основаны на олигонуклеотиде Grb2. 
Каждый флакон ВР1001 должен быть разведен в 2 мл физиологического раствора (0,9% хлорида натрия) 
для инъекций, чтобы получить концентрацию ВР1001 5,0 мг/2,0 мл (2,5 мг/мл). Восстановленный ВР1001 
стабилен в течение приблизительно 6 часов после восстановления; следовательно, в/в инфузия должна 
быть завершена не дольше, чем приблизительно через 6 часов после восстановления. 

В исследовании фазы Ib доза ВР1001, которая будет использоваться, составляет 60 мг/м2 (группа 1) 
или 90 мг/м2 (группа 2). ВР1001 будет вводиться в виде в/в инфузии в дни 1, 4, 8, 11, 15, 18, 22 и 25 (с 
допустимым интервалом +/-1 день) каждого 28-дневного цикла. Для цикла лечения 1 участники должны 
получить обе дозы ВР1001 (для дней 1 и 4), чтобы перейти к дозированию Das и продолжить исследова-
ние. Участники, не получающие обе дозы ВР1001 до начала приема дозы Das, могут быть исключены из 
дозирующей части исследования и войти в часть последующего наблюдения исследования. 

Количество дозы для ВР1001 будет основываться на исходном уровне (при скрининге) площади по-
верхности тела (BSA); однако дозы будут скорректированы для участников, которые испытывают измене-
ние веса ≥10% от исходного уровня. Фактический вес будет использоваться для расчета BSA, за исключе-
нием участников весом более чем 100 кг; доза будет рассчитываться на основе 100 кг для этих субъектов. 

В/в инфузия будет проводиться в течение примерно 1-3 часов и не должна применяться в виде в/в 
введения или в\в болюса. Инфузия будет осуществляться через выделенную центральную или перифери-
ческую в\в линию и не может быть сделано одновременно с другими лекарствами. 

Исследуемое лечение: доза дазатиниба и введение. Дазатиниб (Das) следует вводить перорально, 
один раз в день, начиная примерно с 5-го дня каждого 28-дневного цикла. Дозирование Das может начи-
наться уже на 5-й день каждого цикла, если оно начато не менее, чем через 24 часа после завершения 
второй дозы ВР1001. 

После начала лечения Das следует продолжать без перерыва. Доза Das, использованная в этом ис-
следовании, составляет 140 мг (каждая доза). 

Сопутствующие препараты. В течение первых 4 недель терапии гидроксимочевина будет разреше-
на. Анагрелид также будет разрешен в любое время чтобы управлять тромбоцитозом >500K. Следующие 
лекарства не разрешены в течение периода лечения: любые противораковые средства (кроме Das, гидро-
ксимочевины или анагрелида) для лечения изучаемого заболевания или других злокачественных новооб-
разований. 
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Расписание и описание процедур. Участники будут проходить процедуры скрининга, как показано 
в табл. 10. 

Таблица 10. Расписание событий и оценок 

 

 
а - обновленный, основанный на истории, данный в SCR, 
b - физическое обследование должно включать полный обзор симптомов и полное 
обследование, 
с - только ориентированное на симптомы краткое РЕ, 
d - только цикл 1; Образцы будут собираться до введения дозы (в течение 30 минут 
до введения дозы), а затем через 1, 2, 4, 6, 8 и 24 часа после введения дозы. Образцы 
после введения дозы могут быть взяты +/- 15 минут их указанного времени, 
е - только вес, 
f - пробы крови должны быть взяты до начала приема любого исследуемого препа-
рата или препарата Das, 
g - гематологический ответ оценивается в конце каждого цикла, 
h - оценка костного мозга, включая цитогенетические и молекулярные ответы, бу-
дет выполнена в конце циклов 1, 2, 4, 6 и даже циклов после этого, 
i - только женщины с детородным потенциалом, 
j - BP1001 вводится внутривенно (в/в) инфузией два раза в неделю (каждые 2-4 дня) 
с интервалом ±1 день, 
k - Das вводится без перерыва; перорально 1 раз в день, не менее 24 часов после за-
вершения приема второй дозы ВР1001, 
l - множественные оценки ФК. Образцы должны быть собраны в следующие мо-
менты времени: до введения, через 1, 2, 4, 6, 8 и 24 часа после введения дозы. Об-
разцы после введения дозы могут составлять ±15 мин. 
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Первоначальный визит наблюдения должен проводиться в течение 30 дней (+/-7 дней) после пре-
кращения циклов лечения. Первоначальный визит наблюдения будет включать: Физическое обследова-
ние; СВС с дифференциалом и тромбоцитами, включая бласты %; биохимический анализ крови; Запись 
сопутствующих лекарств; Запись нежелательных явлений. 

Долгосрочные визиты наблюдения должны проводиться каждые 8 недель (+/-1 неделя) с 30-
дневного визита наблюдения, до 12 месяцев с начала терапии или до закрытия исследования или начала 
другой терапии или смерти. 

Конечные точки эффективности. Предварительная эффективность будет оцениваться путем оценки 
ремиссии и объективного ответа с использованием следующих критериев ответа и измерений. Дополни-
тельные конечные точки эффективности будут включать время до ответа, продолжительность ответа и 
общую выживаемость. 

Критерии гематологического ответа (HR) представлены в табл. 11. Подтвержденный HR получает-
ся, когда все критерии выполнены по крайней мере через 28 дней после их первого выполнения. 

Таблица 11. Критерии гематологического ответа 

 

 
Цитогенетическии ответ классифицируется в соответствии с подавлением филадельфийской хромо-

сомы (Ph) цитогенетикой (или FISH, если цитогенетическии анализ не информативен, например, недос-
таточно метафаз), как показано в табл. 12. Основной цитогенетическии ответ представляет собой комби-
нацию полного и частичного ответа. 
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Таблица 12. Цитогенетические критерии ответа 

 
Молекулярный ответ классифицируется в соответствии с критериями, приведенными в табл. 13. 

Таблица 13. Критерии молекулярного ответа 

 
Отчет о безопасности: Нежелательные явления (НЯ). Каждый участник, который получает иссле-

дуемый препарат, будет тщательно контролироваться на предмет наличия НЯ. НЯ - это любое неблаго-
приятное медицинское явление, связанное с употреблением лекарственных препаратов у людей, незави-
симо от того, считается ли оно связанным с лекарственным препаратом. Нежелательные явления вклю-
чают любые признаки, симптомы, заболевания или диагнозы, которые появляются или ухудшаются в 
ходе исследования. НЯ может быть интеркуррентным заболеванием, травмой или любым сопутствую-
щим ухудшением здоровья участника. Все НЯ, возникающие в любое время с момента получения согла-
сия и до окончания лечения, будут регистрироваться независимо от этиологии события. СТСАЕ NCI 
v4.03 будет использоваться для оценки НЯ. СТСАЕ можно найти в Интернете по адресу 
evs.nci.nih.gov/ftp1/CTCAE/CTCAE_4.03_2010-06-14 QuickReference 5×7.pdf. 

Нежелательные явления классифицируются как "серьезные" и "несерьезные" для целей норматив-
ной отчетности. Обратите внимание, что определение "серьезный" не обязательно зависит от серьезности 
события. Все НЯ, которые не соответствуют критериям серьезности, считаются несерьезными. 

Любое НЯ, возникающее в любой дозе (включая передозировку), независимо от отношения к ис-
следуемому лекарственному препарату, будет классифицировано как серьезное нежелательное явление 
(СНЯ), когда (1) оно приводит к смерти (т.е. НЯ вызвало или привело к летальному исходу, участник 
имел риск смерти во время явления; это не относится к явлению, которое гипотетически могло бы при-
вести к смерти, если бы оно было более серьезным); (2) это было опасно для жизни (т. е. НЯ подвергало 
человека немедленному риску смерти, а не то, что НЯ могло гипотетически привести к смерти, если бы 
оно было более тяжелым); (3) требовалась госпитализация или длительная госпитализация сверх ожи-
даемой продолжительности пребывания (т.е. госпитализации для планового лечения и плановых меди-
цинских/хирургических процедур не являются СНЯ по этому критерию); (4) потеря дееспособности (то 
есть, НЯ привело к существенному снижению способности участника выполнять повседневную деятель-
ность); (5) это привело к врожденной аномалии или врожденному дефекту (т.е. неблагоприятная находка 
у ребенка или плода участника, подвергшегося воздействию исследуемого препарата до зачатия или во 
время беременности); или (6) это было важное с медицинской точки зрения состояние (т.е. НЯ не соот-
ветствует ни одному из вышеперечисленных серьезных критериев, но, основываясь на соответствующем 
медицинском заключении, могло поставить под угрозу участника или потребовать медицинского или 
хирургического вмешательства для предотвращения 1 из перечисленных серьезных исходов этих крите-
риев [т.е. интенсивное лечение в отделении неотложной помощи или дома при аллергическом бронхос-
пазме; дискразии крови или судороги, которые не приводят к госпитализации]). 

Причинно-следственная связь с ВР1001 IP или Das для всех НЯ будет оцениваться следующим об-
разом: (1) определенно связаны -НЯ, явно связанные с исследуемой схемой введения; (2) вероятно связа-
ны-НЯ, для которых есть возможность причинно-следственной связи для исследуемой схемы; (3) воз-
можно связанные - НЯ, для которых есть сопутствующие заболевания, лекарства или другие соображе-
ния, но для которых не исключено, что НЯ, возможно, было вызвано исследуемой схемой; или (4) не свя-
заны-НЯ, которые считаются явно не причинно-связанными с исследуемой схемой, или для которых есть 
четкое альтернативное объяснение. 

Неожиданным НЯ является любое НЯ, которое не идентифицируется по природе, серьезности или 
частоте как известное последствие либо ВР1001, либо Das. "Неожиданный", используемый в этом опре-
делении, относится к НЯ, которое ранее не наблюдалось, а не с точки зрения такого опыта, который не 
ожидается от фармакологических свойств фармацевтического продукта. 

В табл. 14 приведены наиболее часто встречающиеся НЯ для монотерапии ВР1001, а также НЯ с 
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интенсивностью 3 степени или выше (на основе общих терминологических критериев для нежелатель-
ных явлений [СТСАЕ], Версия 4.0 Национального института рака [NCI]) в исследовании 2003-0578, 
представленный группой лечения, диагнозом заболевания при включении в исследование и классом сис-
темы органа (SOC)/предпочтительным термином (РТ), как указано в Медицинском словаре для регули-
рующей деятельности (MedDRA, версия 18.0). 

Таблица 14. Наиболее частые нежелательные явления  
(≥3 степени) по группам лечения, заболевания, SOC и РТ 
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В табл. 15 приведены подробные данные о частоте всего лечения монотерапией с нежелательными 
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явлениями ВР1001 в исследовании 2003-0578, представлены SOC/PT, заболеваемость и интенсивность 
(на основе NCI CTCAE). 

Таблица 15. Нежелательные явления, оцененные как связанные  
с изучаемым лекарственным препаратом ВР1001 

 

 
а - поскольку эти события были оценены как возможные связанные с изу-
чаемым препаратом ВР1001 и были 3-й степени, они были оценены как 
DLT. Оба события произошли у пациента 001 при уровне дозы 5 мг/м2 
(группа 1). Согласно протоколу, группа была расширена до 6 оцениваемых 
пациентов. В это время все 6 пациентов были обследованы без повторения 
какого-либо из этих событий у любого пролеченного пациента, 
b - два (2) случая этого события были зарегистрированы для этого пациента, 
на том же уровне класса. 

Возможные риски и побочные эффекты. Дазатиниб (Das) и ВР1001 могут вызывать 
снижение количества клеток крови (эритроцитов, тромбоцитов и лейкоцитов). Известные 
побочные эффекты Das включают лихорадку, кожную сыпь, головную боль, усталость, 
диарею, тошноту, одышку и мышечные боли. Основываясь на исследованиях на живот-
ных и человеке, ВР1001 может вызывать синдром "кисть-стопа", волдыри/язвы во рту и 
низкий уровень лейкоцитов в крови. 

Все способы, описанные и заявленные в данном документе, могут быть сделаны и выполнены без 
чрезмерных экспериментов в свете данного описания. Хотя композиции и способы по данному изобрете-
нию были описаны в терминах предпочтительных вариантов осуществления изобретения, специалистам 
в данной области техники должно быть очевидно, что к способам и на этапах или в последовательности 
этапов описанного способа могут применяться изменения, описанные в данном документе, не отступая 
от концепции, сущности и объема изобретения. Более конкретно, будет очевидно, что определенные 
агенты, которые являются как химически, так и физиологически родственными, могут заменить агенты, 
описанные в данном документе, в то время как будут достигнуты такие же или аналогичные результаты. 
Все такие аналогичные заменители и модификации, очевидные для специалистов в данной области тех-
ники, считаются находящимися в пределах сущности, объема и концепции изобретения, как определено 
в прилагаемой формуле изобретения. 
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Ссылки 
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ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Способ лечения рака у пациента, нуждающегося в этом, включающий введение пациенту эффек-
тивного количества первой фармацевтической композиции, содержащей устойчивый к нуклеазам поли-
нуклеотид, который гибридизуется с нуклеиновой кислотой Grb2 у пациента, и второй фармацевтиче-
ской композиции, содержащей ингибитор тирозинкиназы Bcr-Abl, где ингибитор тирозинкиназы Bcr-Abl 
представляет собой дасатиниб или нилотиниб, где первую фармацевтическую композицию вводят до 
введения второй фармацевтической композиции. 

2. Способ по п.1, в котором указанный полинуклеотид гибридизуется с сайтом инициации трансля-
ции нуклеиновой кислоты Grb2. 

3. Способ по п.1 или 2, в котором указанный полинуклеотид представляет собой олигонуклеотид, 
имеющий длину 8-50 оснований. 

4. Способ по любому из пп.1-3, в котором указанный полинуклеотид имеет последовательность со-
гласно SEQ ID NO: 1. 

5. Способ по любому из пп.1-4, в котором указанный полинуклеотид содержит Р-этокси связи осто-
ва. 

6. Способ по любому из пп.1-5, в котором указанный полинуклеотид инкапсулирован в липосому. 
7. Способ по п.1, в котором первая фармацевтическая композиция дополнительно содержит ней-

тральный липид. 
8. Способ по п.1, в котором указанную первую фармацевтическую композицию вводят системно. 
9. Способ по п.1, в котором указанная первая фармацевтическая композиция предназначена для 

внутриартериального или внутривенного введения. 
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10. Способ по п.7, в котором указанную первую фармацевтическую композицию вводят в дозировке 
от около 60 до около 90 мг/м2. 

11. Способ по п.7, в котором указанную первую фармацевтическую композицию вводят два-четыре 
раза в неделю. 

12. Способ по п.1, в котором ингибитор тирозинкиназы Bcr-Abl представляет собой дазатиниб. 
13. Способ по п.12, в котором дазатиниб вводят в дозировке около 140 мг. 
14. Способ по п.12, в котором дазатиниб вводят один раз в день. 
15. Способ по п.1, в котором указанную вторую фармацевтическую композицию вводят системно. 
16. Способ по п.15, в котором указанную вторую фармацевтическую композицию вводят перораль-

но, внутриартериально или внутривенно. 
17. Способ по п.1, в котором указанная первая фармацевтическая композиция вводится по меньшей 

один день до введения указанной второй фармацевтической композиции. 
18. Способ по п.1, в котором указанная первая фармацевтическая композиция и указанная вторая 

фармацевтическая композиция вводятся различными путями. 
19. Способ по п.1, в котором пациент является человеком. 
20. Способ по п.1, в котором рак представляет собой колоректальный рак, нейробластому, рак мо-

лочной железы, рак поджелудочной железы, рак головного мозга, рак легкого, рак желудка, рак крови, 
рак кожи, рак яичка, рак предстательной железы, рак яичника, рак печени или рак пищевода, рак шейки 
матки, рак головы и шеи, немеланомный рак кожи или глиобластому. 

21. Способ по п.1, в котором рак представляет собой рак крови. 
22. Способ по п.21, в котором рак крови представляет собой хронический миелогенный лейкоз 

(ХМЛ), острый миелобластный лейкоз (ОМЛ) или миелодиспластический синдром (МДС). 
23. Способ по п.22, в котором ХМЛ является ХМЛ акселерационной фазы или ХМЛ бластной фазы. 
24. Способ по п.22, в котором ХМЛ или ОМЛ представляет собой Bcr-Abl-положительный ХМЛ 

или Bcr-Abl-положительный ОМЛ. 
25. Способ по п.24, в котором Bcr-Abl-положительный ХМЛ или Bcr-Abl-положительный ОМЛ яв-

ляются положительными по мутации T315I Bcr-Abl. 
26. Способ по п.22, в котором ХМЛ или ОМЛ представляют собой положительный по филадель-

фийской хромосоме ХМЛ или положительный по филадельфийской хромосоме ОМЛ. 
27. Способ по п.1, в котором пациент ранее провалил лечение иматинибом. 
28. Способ лечения рака или миелодиспластического синдрома (МДС) у пациента, нуждающегося в 

этом, включающие введение пациенту эффективного количества первой фармацевтической композиции, 
содержащей устойчивый к нуклеазам полинуклеотид, который гибридизуется с нуклеиновой кислотой 
Grb2, и второй фармацевтической композиции, содержащей аналог цитидина. 

29. Способ по п.28, в котором указанный полинуклеотид гибридизуется с сайтом инициации транс-
ляции нуклеиновой кислоты Grb2. 

30. Способ по п.28 или 29, в котором указанный полинуклеотид представляет собой олигонуклео-
тид, имеющий длину 8-50 оснований. 

31. Способ по любому из пп.28-30, в котором указанный полинуклеотид имеет последовательность 
согласно SEQ ID NO: 1. 

32. Способ по любому из пп.28-31, в котором указанный полинуклеотид содержит Р-этокси связи 
остова. 

33. Способ по любому из пп. 28-32, в котором указанный полинуклеотид инкапсулирован в липо-
сому. 

34. Способ по п.28, в котором указанная первая фармацевтическая композиция дополнительно со-
держит нейтральный липид. 

35. Способ по п.28, в котором указанную первую фармацевтическую композицию вводят системно. 
36. Способ по п.28, в котором указанная первая фармацевтическая композиция предназначена для 

внутриартериального или внутривенного введения. 
37. Способ по п.34, в котором указанную первую фармацевтическую композицию вводят в дози-

ровке от около 60 до около 90 мг/м2. 
38. Способ по п.34, в котором указанную первую фармацевтическую композицию вводят два-

четыре раза в неделю. 
39. Способ по п.1, в котором аналог цитидина представляет собой децитабин, цитарабин или азаци-

тидин. 
40. Способ по п.39, в котором аналог цитидина представляет собой децитабин. 
41. Способ по п.39, в котором аналог цитидина представляет собой цитарабин. 
42. Способ по п.41, в котором цитарабин вводят в дозировке около 20 мг. 
43. Способ по п.41, в котором цитарабин вводят два раза в день. 
44. Способ по п.41, в котором цитарабин вводят подкожно. 
45. Способ по п.28, в котором указанная первая фармацевтическая композиция вводится до введе-

ния указанной второй фармацевтической композиции. 
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46. Способ по п.28, в котором указанная первая фармацевтическая композиция и указанная вторая 
фармацевтическая композиция вводятся одновременно. 

47. Способ по п.28, в котором указанную вторую фармацевтическую композицию вводят до введе-
ния указанной первой фармацевтической композиции. 

48. Способ по п.28, в котором указанная первая фармацевтическая композиция и указанная вторая 
фармацевтическая композиция вводятся различными путями. 

49. Способ по п.28, в котором пациент является человеком. 
50. Способ по п.28, в котором рак представляет собой колоректальный рак, нейробластому, рак мо-

лочной железы, рак поджелудочной железы, рак головного мозга, рак легкого, рак желудка, рак крови, 
рак кожи, рак яичка, рак предстательной железы, рак яичника, рак печени или рак пищевода, рак шейки 
матки, рак головы и шеи, немеланомный рак кожи или глиобластому. 

51. Способ по п.50, в котором рак представляет собой рак крови. 
52. Способ по п.51, в котором рак крови представляет собой хронический миелогенный лейкоз 

(ХМЛ), острый миелобластный лейкоз (ОМЛ) или миелодиспластический синдром (МДС). 
53. Способ по п.52, в котором ХМЛ является ХМЛ акселерационной фазы или ХМЛ бластной фазы. 
54. Способ по п.52, в котором ХМЛ или ОМЛ представляет собой Bcr-Abl-положительный ХМЛ 

или Bcr-Abl-положительный ОМЛ. 
55. Способ по п.54, в котором Bcr-Abl-положительный ХМЛ или Bcr-Abl-положительный ОМЛ яв-

ляются положительными по мутации T315I Bcr-Abl. 
56. Способ по п.52, в котором ХМЛ или ОМЛ представляют собой положительный по филадель-

фийской хромосоме ХМЛ или положительный по филадельфийской хромосоме ОМЛ. 
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