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Opis

TLO WYNALAZKU

[0001] Wynalazek dotyczy wysitkbw pogliych w celu skutecznego dostarczania funkcjo-
nalnych kwaséw nukleinowych do komérek ssaczyclhki@mniej, wynalazek dotyczy sto-
sowania bakteryjnych wektorow — minikomérek — dstdwczania funkcjonalnych kwa-
so6w nukleinowych do komorek ssaczych. Wynalazek akiaslone zastosowanie przy
eliminowaniu lekooporngei, szczegolnie w kontgkie terapii raka i AIDS, do stymulowa-
nia apoptozy i do przeciwdziatania nowotworzenidamorkach docelowych.

[0002] Najnowsze oggniecia zwrocity uwag na r@ne techniki wprowadzania funkcjo-
nalnych kwasow nukleinowych do komérek. Na przyklagarte na liposomach sposoby
transfekcji mog dostarczé wytworzone egzogennie kwasy nukleinowe. Takie ggnoe
podefcie ma jednak wad— powoduje jedynie przggiows inhibicje obiektu docelowego.
Ponadto liposomysgsniestabilne w warunkadim vivo. W charakterze alternatywy przy do-
starczaniu egzogennie wytworzonych kwasow nukleyatw wektory mog dostarcza
plazmidy, ktére kodwj funkcjonalne kwasy nukleinowe, ktérg grodukowane endogen-
nie. Wirusowe wektory obecniezyteczne do tego celu wig sie jednak z powanymi
obawami w zakresie bezpiedstwa. Przyktadowe problemy obejmaugkombinacgj z wi-
rusami typu dzikiego, potencjat insercyjny i onkogg, immunosupresjindukowarn wi-
rusem, ograniczanzdolnag¢ wektoréw wirusowych do przenoszeniazgch segmentow
DNA, powrot do stanu wirulencji u atenuowanych wsiow, trudnéci w wytwarzaniu i
dystrybucji rekombinowanych wiruséw, nisktabilng¢ i reakcje niepgmdanie, takie jak
odpowied zapalna, powodowane przez istaogj odpornd¢. Podejcie, ktdre zapobiega
tym problemom bdzie oferowd znaczne korzgi, poprzez uczynienie dostarczania funk-
cjonalnych kwasow nukleinowych bezpieczniejszyrardziej skutecznym.

[0003] Skuteczny sposoOb dostarczania funkcjonalnych kwasdkleinowych bytby
szczegolnie korzystny do odwracania lekoopécndKomorki ssacze wykorzystugzereg
proceséw biologicznych do uzyskiwania opdaiana leki, co stanowi gtovgnprzeszkod
w skutecznym leczeniu raka. Podobnie, lekoop@riogranicza skuteczé leczenia HIV,
szczegolnie w odniesieniu do wysoce aktywnej ténameciwretrowirusowej (HAART),
ktéra jest oparta na kombinacji nukleozydowych litoréw odwrotnej transkryptazy
(NRTI) i inhibitoréw proteazy (PI) lub nienukleozg@ego inhibitora odwrotnej transkryp-
tazy (NNRTI).

[0004] Kliniczna oporné¢ nowotworu na chemioterapmaze by wrodzona lub nabyta.
Oporna¢ wrodzona wysfpuje w momencie zdiagnozowania wgigm nowotworow, kto-
re nie wykazuj odpowiedzi na chemioterappierwszego rzutu. Nabyta opoitownyste-
puje wobec nowotwordéw, ktore mgdkorzystnie odpowiedzéena pocatkowe leczenie,
ale wykazuy oporny fenotyp w przypadku nawrotu. Takie nowotyvaryskuj opornaé
zarowno na wcamiej stosowane leki, jak i na nowe leki, w tym lekiaznych strukturach
I mechanizmach dziatania. Roje MDR (oporné¢ wielolekowa) opisuje to zjawisko,
w ktorym komorki nowotworowe uzyskujppornag¢ krzyzowa na kilka strukturalnie nie-
powigzanych lekoéw po ekspozycji na pojedynczy lek.

[0005] Mechanizmy oporniei wielolekowej § ztozone i wieloczynnikowe, gtéwnie ze
wzgledu na wysoki poziom niestabilé@ genomowej i mutacje w komérkach rakowych.
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Przyktadowymi mechanizmamj snaktywacja leku, wypychanie leku przez pompy lton
komorkowej, zmniejszony naptyw leku, mutacje obdsktdocelowych leku i niepowodze-
nie w inicjowaniu apoptozy (Bredel, 2001; Chen ket 2001; White i McCubrey, 2001;
Sun et al., 2001).

[0006] Wypychanie leku jest szczegdlnie powszechne, 1artm¢ skutkiem nadekspresji
biatek powizanych z btog, ktdre pompuyj leki zesrodowiska wewntrzkomdérkowego do
pozakomorkowego. Takie pompy najezesto do nadrodziny transporterow z kassta-
zaca ATP (ABC) (Doige et al., 1993). P-glikoproteinag(® to jeden z takich przyktadow,
i jest gtdbwnym czynnikiem przyczyniggym st do MDR w szeregu komorek rakowych
(Endicott et al., 1989; Litman et al., 2001). Inmreyktady obejmuj biatko powazane z
MDR (MRP; Cole et al.,, 1992), biatko opo&ud na raka sutka (BCRP; Litman et al.,
2000), i biatko powgzane z oporrizia w ptucach (LRP; wiksze biatko krypt; Scheffer et
al., 2000). Zidentyfikowano rownieinne biatka transporteréw wielolekowych w komor-
kach rakowych (Gottesman et al., 2002) i w patogehmmikroorganizmach (Van Bam-
beke et al., 2000).

[0007] Oporna¢ na apoptoz (programowanadmierc komorki) komorek nowotworowych
indukowana przegrodki cytotoksyczne i promieniowanie (Sellers iHag 1999) to kolej-
ny powszechny mechanizm. Mechanizm teestz wize st z nadekspresjbiatek anty-
apoptotycznych, takich jak biatko 2 biataczki z kimek B (Bcl-2), Bcl-X, Bcl-W,
A1/Bfl1, Mcl-1 i mutacjami w biatku p53. Chocialokladne zrozumienie tego, jak biatka
typu Bcl-2 wywierag swoje dziatanie anty-apoptotyczne pozostaje nieytle, biatka g
nadeksprymowane w wielu nowotworach, w tym w nowmteh jelita grubego, gruczotu
krokowego i w rakach sutka (Hanada, et al., 199kHBhi et al., 1985; Wang et al., 1996).
Podwyzszona ekspresja czynnika transkrypcyjnego, czyngikawego kappa BNF-kB)
rowniez stanowi gtbwny mechanizm nabywania opadgima chemioterapiprzez komor-
ki nowotworowe (Wang et al., 1999).

[0008] zidentyfikowano leki przeciwdziatage MDR, takie jak leki, ktére blokayjdziata-
nie P-glikoproteiny (List et al., 1993; Miller et ,a1991; Wishart et al., 1992). Wiele takich
lekéw byto jednak nieskutecznych w badaniach kiinich, poniewawiazaty st do oso-
cza pacjentow, nie docieraty do miejsca przeznaazétyesh et al., 1996a; Broxterman et
al., 1987; Lehnert et al., 1996) i byty toksyczra dormalnych komorek. Podejmowano
rowniez préby stosowania funkcjonalnych kwasow nukleinolwvyio przeciwdziatania
MDR. Mimo tego, jak odnotowano powsj, istniepce wektory do tego celu byly niesta-
bilne lub toksyczne, lub stwarzaty inne pawa problemy zwjzane z bezpiecastwem,
ktore utrudnigg ich stosowanie u ludzi (Sioud, 2004).

[0009] WO 02/17852 A ujawnia kompozycfarmaceutyczq zawierajca antysensowny
nukleotyd nakierowany na bcl-2 i farmaceutycznipukzczalny nénik.

[0010] US 2003/203481 Al ujawnia minikomorki pochodzenakteryjnego do dostar-
czania zwazkéw do komérek ssaczych i sugeruje stosowaniekminérek do leczenia ra-
ka, w tym dostarczanie antysensownych oligonuki@iy rybozymow lub lekow drob-
noczsteczkowych, i sugeruje dodatkowo stosowanie ugmapca do nakierowywania, dla
swoistego dostarczania do komérek docelowych.

[0011] WO 03/033519 A ujawnia minikomorki pochodzenia leaiinego do dostarczania
zwigzkow do komoérek ssaczych.

[0012] Stosownie do tego, ggle istnieje zapotrzebowanie na r@zia i sposoby dostar-
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czania funkcjonalnych kwasow nukleinowych, ktorenmyszaj lekooporné¢, stymulup
apoptoz, i przeciwdziateg nowotworzeniu w komoérkach docelowych.

KROTKI OPIS WYNALAZKU

[0013] Aby zaspokadi te i inne potrzeby, wynalazek zapewnia, w jednwpe&cie, kom-
pozycg zawieragca (a) nienaruszanminikomorke pochodzenia bakteryjnego, ktora za-
wiera funkcjonalg czgsteczk kwasu nukleinowego lub plazmid zawie@ segment,
ktory koduje funkcjonalp czasteczk kwasu nukleinowego, minikomdagkzawierajca
dodatkowo dwuswoisty ligand, dwuswoisty ligand gogjswoisté¢ zarowno dla skfadni-
ka powierzchniowego na minikomaorce, jak i skladnikavierzchniowego na niefagocytu-
jacej komorce ssaczej; i (b) do niej farmaceutycamhipuszczalny rimik, przy czym
funkcjonalna cgsteczka kwasu nukleinowego jest nakierowana ndudetranskrypt biat-
ka, ktore przyczyniajsiec do opornéci na chemoterapeutyk.

[0014] W kolejnym aspekcie wynalazek zapewnia nienarusnunikomorke pochodzenia
bakteryjnego zawieraga funkcjonalry czasteczk kwasu nukleinowego lub plazmid za-
wierajgcy segment, ktory koduje funkcjonalozasteczlk kwasu nukleinowego, przy czym
funkcjonalna czsteczka kwasu nukleinowego jest nakierowana ndugetranskrypt biat-
ka, ktory stymuluje oporrsé na chemoterapeutyk, minikomérka zawigecaj dodatkowo
dwuswoisty ligand, dwuswoisty ligand mey swoisté¢ zaréwno dla skladnika po-
wierzchniowego na minikomoérce, jak i skladnika pemzchniowego na niefagocyigg]
komorce ssaczej; do stosowania jako lek.

[0015] W dalszym aspekcie, wynalazek zapewnia nienarasaamikomorke pochodzenia
bakteryjnego zawieraga funkcjonalry czasteczk kwasu nukleinowego lub plazmid za-
wierajgcy segment, ktory koduje funkcjonalozasteczk kwasu nukleinowego, przy czym
funkcjonalna czsteczka kwasu nukleinowego jest nakierowana ndugetranskrypt biat-
ka, ktory stymuluje oporrsé na chemoterapeutyk, minikomérka zawigecaj dodatkowo
dwuswoisty ligand, dwuswoisty ligand mey swoisté¢ zaréwno dla skladnika po-
wierzchniowego na minikomoérce, jak i sktadnika pemzchniowego na niefagocyiggj
komorce ssaczej; do stosowania w leczeniu chorglmyn@j na chemoterapeutyk, przy
czym nienaruszona minikomodrka jest podawana réwesae lub kolejno z chemotera-
peutykiem, aby umadiwi ¢ funkcjonalnemu kwasowi nukleinowemu zmniejszermperao-
sci na chemoterapeutyk.

[0016] W kolejnym aspekcie wynalazek zapewnia chemotetstgelp stosowania w le-
czeniu lekoopornego nowotworu ghwego, przy czym nienaruszona minikomérka po-
chodzenia bakteryjnego zawiegeq funkcjonalg czsteczk kwasu nukleinowego lub
plazmid zawierajcy segment, ktory koduje funkcjonalnzgsteczlk kwasu nukleinowego,
przy czym funkcjonalna gsteczka kwasu nukleinowego jest nakierowana nduletran-
skrypt biatka, ktory stymuluje oporé®na chemoterapeutyk, minikomorka zawigeaj
dodatkowo dwuswoisty ligand, dwuswoisty ligand gogjswoisté¢ zarowno dla skfadni-
ka powierzchniowego na minikomorce i sktadnika patchniowego na niefagocyicgj
komoérce ssaczej, jest podawana rownémiee lub kolejno z chemoterapeutykiem, aby
umazliwi ¢ funkcjonalnemu kwasowi nukleinowemu zmniejszerperacci na chemote-
rapeutyk.

[0017] Wynalazek zapewnia sposOb dostarczania funkcjogaldevasu nukleinowego,
obejmupcy (a) zapewnianie nienaruszonej minikomorki, ktbaaviera funkcjonakn cza-
steczk kwasu nukleinowego lub zawiera plazmid zawigmajsegment, ktory koduje
funkcjonaly czasteczk kwasu nukleinowego, a nagphie (b) doprowadzanie do kontaktu
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minikomorki z docelow komorlky ssacaz, tak,ze komoérka ssacza pochtania minikomgrk
Po pochtongciu minikomorki, funkcjonalna esteczka kwasu nukleinowego jest uwalnia-
na do cytoplazmy, transportowana gdrp i eksprymowana przy udziale komorki docelo-
wej. Wyzej wspomniany plazmid me rowniez zawierd element regulatorowy, taki jak
promotor, terminator, enhancer lub sekwergygnatows, ktora jest funkcjonalnie pot
czona z segmentem, ktory koduje funkcjopatzgsteczlke kwasu nukleinowego. Szcze-
goblnie korzystnym jest, aby plazmid zawierat proompktory jest zaleny od polimerazy
RNA (pol) Il lub pol 1ll, taki jak ludzkie promotgr polimerazy RNA 11l 7SK, H1 i U6.
Ponadto, plazmid ni@ zawiera element reporterowy, taki jak odcinek kwasu nuidei
wego kodujcy biatko zielonej fluorescencji. Kontakt pogdzy minikomork i komorky
ssacz maze zachod@ w warunkachn vitro lub in vivo.

[0018] W odniesieniu do wynalazku, kategoria ,funkcjonakweasy nukleinowe” obejmu-
je: casteczki siRNA, w tym czsteczki ShRNA,; czsteczki miRNA, czsteczki antysen-
sowne i cgsteczki rybozymow. Korzystnie, funkcjonalnagsteczka kwasu nukleinowego
jest nakierowana na gen lub transkrypt biatka, yktstymuluje lekooporni, inhibuje
apoptoz lub przyczynia si do fenotypu nowotworowego. Szczegdlnig/teczne obiekty
docelowe, ktore przyczynigjsic do lekoopornéci obejmuj transportery mage kaset
wigzacg ATP, takie jak P-glikoproteina, MDR-2, MDR-3, BCRRPT11la i LRP. Szcze-
golnie wyteczne obiekty docelowe, ktore przyczyniak do opornéci na apoptog obej-
mujg Bcl-2 (biataczka z komorek B/chtoniak), Bcl-XAL1/Bfl 1, kinaz adhezyjno-
ogniskowg i zmutowane biatko p53. Inneyteczne obiekty docelowe to biatka onkogenne
I zmutowane biatka supresorowe nowotworéw.

[0019] Wynalazek zapewnia ponadto sposéb przezyigcia lekooporngi lub oporndci
na apoptog i leczenie nowotworu ziliwego u danego osobnika. Sposdb obejmuje (a) za-
pewnianie nienaruszonej minikomorki, ktéra zawitrakcjonalry czasteczk kwasu nu-
kleinowego lub plazmid zawiekgly segment, ktory koduje funkcjonalozasteczk kwa-

su nukleinowego, przy czym funkcjonalnagsteczka kwasu nukleinowego jest nakiero-
wana na transkrypt biatka, ktory stymuluje lekoomsé, (b) doprowadzanie do kontaktu
minikomorki z docelow komorkg ssaca, tak,ze komorka ssacza pochtania minikonmgrk

i (c) dostarczanie chemoterapeutyku do docelowejd@i ssaczej. Korzystnie, etap (c)
prowadzi s¢ po etapach (a) i (b), aby uaiwvi ¢ funkcjonalnemu kwasowi nukleinowemu
zmniejszenie oporrdci na lek przed podaniem leku. Lek ma dostarczadowolnymi
konwencjonalnymi sposobami, ale korzystnie jestlostarczany za geednictwem niena-
ruszonej minikomaorki.

[0020] Jak wskazano powgj, dwuswoisty ligand ma swoisto zarowno dla sktadnika
powierzchniowego na minikomoérce, jak i sktadnikavprzchniowego na komoérce ssa-
czej, takiego jak receptor. W wyniku, ligand powdwigzanie minikomorki do komérki
ssaczej, minikomorka jest pochtaniana przez komédacz, a zawarté minikomorki
jest uwalniana do cytoplazmy komérki ssaczej. Wyaimpostaciach wykonania wynalaz-
ku dochodzi do kontaktu minikomorki z docelpkomorky ssacg, ktéra jest kompetentna
pod kytem fagocytozy lub endocytozy. Stosowanie dwuswoistigandow jest opcjonal-
ne, gdy komorka docelowa jest kompetentna pperk fagocytozy.

[0021] W kompozycji wedtug wynalazku funkcjonalnagsteczka kwasu nukleinowego
moze oznaczaczasteczk shRNA lub miRNA lub innego siRNA, ggteczk antysensow-
na, lub casteczk rybozymu. Korzystnie, funkcjonalna gsteczka kwasu nukleinowego
jest nakierowana na gen lub transkrypt biatka, yktstymuluje lekooporni, inhibuje
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apoptoz lub przyczynia s do fenotypu nowotworowego. Szczegdlnig/teczne obiekty
docelowe, ktore przyczynigjsic do lekoopornéci obejmuj transportery mage kaset
wigzacg ATP, takie jak P-glikoproteina, MDR-2 i MDR-3. S&g0lnie uyteczne obiekty
docelowe, ktore przyczynijsic do opornéci na apoptog obejmuj Bcl-2 (biataczka z
komoérek B/chtoniak), Bcl-X, A1/Bfl 1, kinaz adhezyjno-ogniskowi zmutowane biatko
p53. Inne ayteczne obiekty docelowe to biatka onkogenne i mwane biatka supreso-
rowe nowotworow. Plazmid nie réwniez zawierg element regulatorowy, taki jak pro-
motor, terminator, enhancer lub sekwergygnatovs, ktéra jest funkcjonalnie pgg¢zona z
segmentem, ktéry koduje funkcjonalozasteczk kwasu nukleinowego. Ponadto plazmid
moze zawiera element reporterowy. Funkcjonalnasteczka kwasu nukleinowego i@
zawier& liczne sekwencje do interferencji RNA, jak miRN4blIshRNA, i mog one wy-
stepowa w jednym cistronie lub kyeksprymowane z oglonych promotoréw, dla unie
liwienia uzyskania réwnoczesnego efektu knockdowsbec wielu elementow docelo-
wych powgzanych z lekooporrigia. W korzystnych postaciach wykonania kompozycja
zawiera mniej ni jedry zanieczyszczaga komorke macierzyst na 16, 1¢, 1¢, 10,
10" lub 102 minikomérek.

[0022] Wynalazek zapewnie dodatkowo stosowanie nienaryshonminikomérek
w otrzymywaniu leku do stosowania w sposobie praemiania lekooporngi lub sty-
mulowania apoptozy przez podawanie leku do komdklkinki lub narzdu. W leku mini-
komorki zawieraj funkcjonaly czgsteczk kwasu nukleinowego lub plazmid koday
funkcjonalny czgsteczk kwasu nukleinowego, przy czym funkcjonalnasteczka kwasu
nukleinowego jest nakierowana na transkrypt biakkéry stymuluje lekooporrig lub in-
hibuje apoptoz Choroly leczory w tym kontekcie maze by, na przyktad, rak lub choro-
ba nabyta, taka jak AIDS i gtlica.

[0023] Wynalazek zapewnia istatnpoprave wzgledem konwencjonalnych sposobéw
i formulacji do dostarczania funkcjonalnych kwasawkleinowych w konteicie raka i
HIV przez (i) zapewnianie bezpiecznych i stabilnyarébek do dostarczania funkcjonal-
nych kwasow nukleinowych, (ii) przeciwdziatanie gidym mechanizmom lekooporém

w objetych chorola komorkach, (iii) zmniejszanie toksycznych dziataiepazadanych
powigzanych z przezwyetaniem lekoopornii i (iv) zapewnianie ukierunkowanych za-
robek, z upakowanym lekiem, do celéw leczenia dbpro

KROTKI OPIS RYSUNKOW
[0024]

Figura 1 pokazuje wptyw rénych zabiegow naywotnas¢ linii komdérkowej ludz-
kiego raka okgznicy Caco-2. Zabiegi pokazano na osi x (minikomda&naczono
jako ,M"), a odsetekzywotnasci komorek pokazano za pompstupkow. Kady
stupek oznaczaredni z széciu niezalenych pomiaréw, i pokazano standardowe
odchylenie odredniej.

Figura 2 pokazuje regresjheteroprzeszczepow ludzkiego rakacakicy (Caco-2)

u myszy rasy nude (11 myszy na giupo podwdjnym zabiegu za pomo€l)
ukierunkowanych rekombinowanych minikomérek gmagh plazmidy kodujce
shRNA (anty-bcl2 Iub anty-Mdrl) i (2) ukierunkowarhy minikomorek

z upakowanym chemoterapeutykiem — irynotekanem. €dvaiste przeciwciato
uzyte do nakierowywania na komorki raka ekricy niosto swoisté¢ przeciwko
antygenowi O ZS. typhimurium na jednym ramieniu i ludzkiemu receptorowi na-
skorkowego czynnika wzrostu (EGFR) na drugim ramietJkierunkowane re-



10

15

20

25

30

35

40

45

6

kombinowane minikomorki wstrzykiwano #ginie w dniach 9 i 23,
a ukierunkowane minikomorki z upakowanym irynotei@npodawano dylnie

w dniach 15, 18, 29 i 32. Inne zabiegi — kontrobelgwane daylnie obejmowaty:
Grupa 1 — jedynie nowotwor, Grupa 2 — wolny iryriaa, Grupa 3 —E¢FRmini-

komorKiryno, Grupa 4 —E¢FRminikomarkisnrna-vpr-1, Grupa 5— ECFminikomor-

KishrnAbei2i Grupa 6 —FC  minikomoérkisnrna-mor-1, @ Nasgpnie wolny Iryno. Ob-
jetos¢ nowotworu pokazano na osi y. SEM pokazano dialégo pomiaru.

Figura 3 pokazuje regresjheteroprzeszczepow ludzkiego rakacakicy (Caco-2)

u myszy rasy nude (11 myszy na gyupo podwojnym zabiegu za ponmo€l)
ukierunkowanych rekombinowanych minikomérek npmah plazmidy kodujce
shRNA (anty-bcl2 Iub anty-Mdrl) i (2) ukierunkowary minikomorek

z upakowanym chemoterapeutykiem — 5-FU. Dwuswaqiseciwciato ayte do
nakierowywania na komérki raka @knicy niosto swoisté¢ przeciwko antygeno-
wi O z S typhimurium na jednym ramieniu i ludzkiemu receptorowi naskévkgo
czynnika wzrostu (EGFR) na drugim ramieniu. Ukidowmane rekombinowane
minikomorki wstrzykiwano daylnie w dniach 9 i 23, a ukierunkowane miniko-
morki z upakowanym 5-FU podawanozgitmie w dniach 15, 18, 29 i 32. Inne za-
biegi — kontrole podawane dginie obejmowaty:G1 — jedynie nowotworG?2
(kontrola), wolny 5-FU (5 x 16ng/g masy ciata myszy ~ 1 x 410g na mysz)G3
(kontrola), E¢FRminikomorkis.cu. G4 (kontrola), ESFRminikomorkishrna-mpr-1, G5
(kontrola), EFFminikomarkishrna-be-z G6 (kontrola), ES minikomorkishrna-mor-

1, a nasggpnie ““Yminikomarkis.ru, G7 (kontrola), EFRminikomérkisnrna-nonsense@
nastpnie ESFFminikomarki.ru, G8 (kontrola), E¢FRminikomorkisnrna-mpr-1, @ Na-
stepnie wolny 5-FU,G9 (expt), E¢minikomarkisnrna-MDR-1, @ nasgpnie E¢ - mi-
nikomorkis.ru, i G10 (expt), E¢FFminikomorkisnrnabcz @ nasgpnie ESFRminiko-
morkis-Fu. Objetos¢ nowotworu pokazano na osi y. SEM pokazano dizdégo
pomiaru.

Figura 4 pokazuje regresjheteroprzeszczepéw ludzkiego raka sutka (MDA-MB-
468) u myszy rasy nude (11 myszy na gjygo podwojnym zabiegu za ponmod)
ukierunkowanych rekombinowanych minikomérek nmah plazmidy kodujce
shRNA (anty-Mdrl) i (2) ukierunkowanych minikomérekupakowanym chemote-
rapeutykiem — doksorubicyn Dwuswoiste przeciwcialoayte do nakierowywa-
nia na komorki raka sutka niosto na jednym ramiewiwisté¢ przeciwko antyge-
nowi O zS. typhimurium i na drugim ramieniu przeciwko ludzkiemu EGFR. &ki
runkowane rekombinowane minikomorki wstrzykiwanozylpie w dniu 21,

a ukierunkowane minikomérki z upakowabox podawano dgylnie w dniach 27,
34 i 41. Zabiegi podawane #dgdnie obejmowaty:G1 — jedynie nowotwoérG2
(kontrola), E R minikomorkinox, i G3 (expt), E¢FFminikomorkishrna-mbr-, @ na-
stepnie ESFFminikomorkipox. Objetosé nowotworu pokazano na osi y. SEM pokaza-
no dla kadego pomiaru.

Figura 5 pokazuje wptyw schematow dawkowania na odwrocékeoporndci
i efekt terapeutyczny. Heteroprzeszczepy ludzkied@ okeznicy (Caco-2) usta-
nawiano u myszy rasy myszy i podawano psre zabiegi doylne: G1 — jedynie
nowotwor, G2 (kontrola), wolny irynotekan,G3 (expt), E¢minikomorkishrna-
MDR-1, & hasfpnie 96 godz. piniej ESFRminikomdrKiryne, G4 (expt), E¢FRminiko-
morkishrna-vpr-1, @ Nasgpnie 120 godz. padiej ES  minikomorkinyne, | G5 (expt),
EGFRminikomorkisnrna-mpr-1 @ Nasgpnie 144 godz. pdniej ESFRminikomorkiiyno.
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Dwuswoiste przeciwciato ayte do nakierowywania na komorki raka sutka niosto
swoist@é¢ przeciwko antygenowi O 3. typhimurium na jednym ramieniu i ludz-
kiemu EGFR na drugim ramieniu. @tms¢ nowotworu pokazano na osi y. SEM
pokazano dla kalego pomiaru.

Figura 6 pokazuje wptyw schematéw dawkowania na odwrocesk@dpornéci

i efekt terapeutyczny. Heteroprzeszczepy ludzkied@ okeznicy (Caco-2) usta-
nawiano u myszy rasy myszy i podawano psre zabiegi doylne: G1 — jedynie
nowotwor, G2 (kontrola), wolny 5-FU, G3 (expt), E¢™minikomorkishrna-mpr-1,
anasgpnie 96 godz. piiej ES T minikomorki.ru, G4 (expt), ESFRminikomor-
Kishrna-MDR-1, @ Nasgpnie 120 godz. pdiej E¢FFminikomarkis.ry, | G5 (expt), E¢
FRminikomorkishrna-vpr-, @ nasgpnie 144 godz. pdniej ESFRminikomérkis.ru.
Dwuswoiste przeciwciato ayte do nakierowywania na komorki raka sutka niosto
swoistag¢ przeciwko antygenowi O & typhimurium na jednym ramieniu i ludz-
kiemu EGFR na drugim ramieniu. @Qmgs¢ nowotworu pokazano na osi y. SEM
pokazano dla kalego pomiaru.

SZCZEGOLOWY OPIS KORZYSTNYCH POSTACI WYKONANIA

[0025] Tworcy stwierdzili,ze nienaruszone minikomorki pochodzenia bakteryjnago
bezpiecznie i skutecznie wprowadzi#o ssaczych komoérek docelowych dowolne z zakre-
su funkcjonalnych kwaséw nukleinowych, takich jagsteczka siRNA, cgsteczka miR-
NA, rybozym lub antysensowny kwas nukleinowy. Welonym kontekcie raka i zaka-
zenia HIV, tworcy stwierdzilize wprowadzanie funkcjonalnych kwasow nukleinowyoh d
komorek docelowych, za peednictwem nienaruszonych minikomorek, za@mniejszy
lekoopornd¢ lub oporné¢ na apoptogw komérkach docelowych.

[0026] Tworcy rownie: stwierdzili, ze minikomorki mog kolejno transfekowate same
docelowe komoérki ssacze, szczegdblnie w warunkaeivo, i ze minikomaorki mog kolej-

no dostarczaszereg ronych zawartéci do tych samych ssaczych komorek docelowych.
Stwierdzenia tegspierwszymi w kontefcie jakichkolwiek makrocgstkowych zarébek do
dostarczania i zapewnigjpo raz pierwszy, sposob do leczeniazato/ch, wieloczynni-
kowych choréb, typu rak i HIV, w przypadku ktérykbnieczne jest dostarczaniezngch
zawartdci terapeutycznych do tej samej komorki przedygrseciem efektu terapeutycz-
nego. Podobnie, twércy stwierdzifie ztazony problem lekooporrigi powigzany z licz-
nymi mutacjami w rénych genach miama potraktowé przy wyciu minikomérek, ktore
wprowadzaj wiele sekwencji RNAi do komorki gospodarza, abygmiwdziatg wielu de-
fektom genetycznym, e po dostarczeniu RNAI za fggFednictwem minikomorek i zapew-
nieniu wystarczacego czasu na uzyskanie efektu knockdown wobeclalwgeh biatek
regulupcych lekoopornéc, komorki rakowe uprzednio oporne na swoiste chenapeu-
tyki mozna skutecznie lecZyminikomoérkami z upakowanymi tymi samymi lekamistie
pierwsze zademonstrowanie w warunkachvivo skutecznego leczenia raka, ktory jest
oporny na wszelkie inne sposoby leczeniaz&tia chemoterapeutykéw, dostarczanych za
posrednictwem minikomorek, wymagane do skutecznegpelei@ lekoopornych komérek
rakowych okazaty siby¢ ponad 1000-krotnie #sze nk przy leczeniu wolnym lekiem.
Jest to zaskakgge stwierdzenie, poniewavszystkie wczéniejsze sposoby odwracania
lekooporndci przy wyciu RNAI lub inhibitorow biatek regulgpych lekooporn& nadal
wymagaty stzen leku, ktdre mogty powodowapowazng toksyczné¢ u ssaczego osobni-
ka. Std sposoby wedtug wynalazku, tj. regulowane przyciu minikomérek dostarczanie
RNAI, a nasgpnie regulowane przyzyciu minikomérek dostarczanie chemoterapeutyku,
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majg potencjat skutecznego leczenia raka bezkeej toksyczndgci.

[0027] Ponadto tworcy stwierdzilize serotyp minikomorek nioa przystosowywd do
celéw przezwyeizenia odpowiedzi immunologicznej gospodarza przeoiwkinikomor-
kom.

[0028] Poniszy opis nakrda wynalazek powizany z tymi stwierdzeniami, bez ograni-
czania wynalazku do opisanych okomych postaci wykonania, metodologii, protokotow
lub odczynnikéw. Podobnie, stosowana w opisie teohoigia opisuje jedynie oksmne
postaci wykonania i nie ogranicza zakresu wynalazku

I. Definicje
[0029] O ile nie zdefiniowano inaczej, wszystkie technez naukowe pgfia stosowane

w opisie maj takie samo znaczenie, jak jest powszechnie ronampazez znawcoéw danej
dziedziny.

[0030] Dla wygody znaczenia konkretnych terminow i frastosowanych w opisie, przy-
ktadach i zadczonych zastrzeeniach podano poigj. Inne terminy i frazy sdefiniowane
w catym opisie.

[0031] Okreslenia odnoszce s¢ do liczby pojedynczej ,a”, ,an” i ,the” [rodzajnikw je-
zyku angielskim] obejmyj odniesienia do liczby mnogiej, o ile kontekst wyrig nie
wskazuje inaczej.

[0032] ,,Antysensowny oligonukleotyd” oznacza gsteczk kwasu nukleinowego kom-
plementarg do czsci okreslonego transkryptu genu, ktora peohybrydyzowa do tran-
skryptu i blokowa jego translagj. Oligonukleotyd antysensowny mezawierd RNA lub
DNA.

[0033] ,Sekwencja biomolekularna” lub ,sekwencja" oznacaa lub czs¢ sekwencji po-
linukleotydu lub polipeptydu.

[0034] ,Rak”, ,nowotwdr”, ,guz”, ,nowotwor zigliwy” i ,rak”, stosowane w opisie za-
miennie, oznaczajkomorki lub tkanki, ktdre majnieprawidtowy fenotyp wzrostu, cha-
rakteryzujcy sk znaczi utrap kontroli nad proliferagg komoérkows. Sposoby

i kompozycje wedtug wynalazku stosujec sszczegOlnie w odniesieniu do komoérek
przedrakowych, zidiwych, przedprzerzutowych, przerzutowych i niepzzgowych.

[0035] ,,Komplementarny” oznacza topologiczhompatybilng¢ lub dopasowanie oddzia-
lujagcych powierzchni dwéch gsteczek, takich jak funkcjonalnaagsteczka kwasu nuklei-

nowego i jej obiekt docelowy. @gteczki mog by¢ opisane jako komplementarne
I ponadto charakterystyki powierzchni kontaktowgglkomplementarne do siebie.

[0036] ,,Odpowiada” lub ,przedstawid” jesli s3 stosowane na przyktad w kongele po-
linukleotydu lub sekwencji, ktéra ,odpowiada” lulprzedstawia” gen, oznaczaze se-
kwencja polinukleotydu jest obecna w genie lub wdokcie genowym kwasu nukleino-
wego np. mMRNA. Polinukleotyd mie by obecny w caléci w obrbie eksonu sekwencji
genomowej genu lub #de czsci sekwencji polinukleotydu magby¢ obecne w rénych
eksonach, np. take przylegta sekwencja polinukleotydowa jest obeen@RNA, przed
lub po splicingu, ktéra jest produktem ekspresjige

[0037] Pogcie ,cytokina” to pogcie rodzajowe dla biatek uwalnianych przez gegopu-
lacje komorek, ktére dziatajna inna komork jako mediatory midzykomaorkowe.

[0038] ,Lek” oznacza dowolg substang czynry fizjologicznie lub farmakologicznie,
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ktora powoduje pmdane miejscowe lub uktadowe dziatanie u zwgergzczegolnie u ssa-
kow i ludzi.

[0039] ,Ekspresja” oznacza ogblnie proces, przez ktokyweacja polinukleotydowa ulega
pomyéinej transkrypciji i translacji takse eksprymowanegsnvykrywalne poziomy sekwen-

cji aminokwasowej lub biatka. W opisie w niektorykbntekstach ekspresja dotyczy wy-
twarzania mRNA. W innych kontekstach ekspresja dotyvytwarzania biatka.

[0040] ,Funkcjonalny kwas nukleinowy” dotyczy gateczki kwasu nukleinowego, ktéra
po wprowadzeniu do komorki gospodarza swiel zakiéca ekspresjpiatka. Zazwyczaj
czasteczki funkcjonalnego kwasu nukleinowego anajloingé do zmniejszania ekspresji
biatka poprzez bezpgmednie oddziatywanie na transkrypt, ktéry kodujebtatko. Rybo-
zymy, antysensowne kwasy nukleinowe asteczki SiRNA, w tym cgsteczki sShRNA,
krotkie RNA (zazwyczaj o diugai mniej niz 400 zasad), mikro-RNA (miRNA) stanayvi
przyktadowe funkcjonalne kwasy nukleinowe.

[0041] ,Gen” dotyczy sekwencji polinukleotydowej, ktéravziera sekwencje kontrolne
I kodujgce, konieczne do wytwarzania polipeptydu lub pre&ta. Polipeptyd mi@ by
kodowany przez sekwerckodupca o petnej diugéci lub dowolry czs¢ sekwencji kodu-
jacej. Gen mge stanowd nieprzerwan sekweng} kodupca lub maze obejmowaé jeden
lub wigcej intronéw, pajczonych przez odpowiednie miejsca splicingowe. Btnaen
moze zawierd jedrg lub wigcej modyfikacji w regionach kodagych lub nieulegagych
translacji, ktore magwptywat na aktywné¢ biologiczrg lub struktug chemiczig produk-
tu ekspresji, szybkd ekspresji lub na sposéb kontroli ekspresji. Takiedyfikacje obej-
mujg, nieograniczajco, mutacje, insercje, delecje i substytucje jedrief wiecej nukleo-
tydéw. W zwizku z tym, takie zmodyfikowane geny myplgy¢ okreslane jako ,warianty”
genu ,natywnego”.

[0042] ,Komobrka gospodarza” oznacza komérktora mae by lub byta stosowana jako
biorca rekombinowanego wektora lub innego przeareaipolinukleotydow i zawiera po-
tomstwo komorki podstawowej, ktptransfekowano. Potomstwo pojedynczej komorki nie
musi by koniecznie w peni identyczne pod wedgém morfologii lub pod wzgtlem ge-
nomowego lub catkowitego DNA z komarknacierzysf, na skutek naturalnej, przypad-
kowej lub zamierzonej mutacji.

[0043] ,Hybrydyzacja” oznacza dowolny proces, za pomkidrego sekwencja polinukle-
otydowa wijze do komplementarnej sekwenciji przgzzenie s} zasad w pary.

[0044] ,Osobnik”, ,podmiot”, ,gospodarz” i ,pacjent”, stmwane zamiennie w opisie
oznacza dowolny podmiot ssaczy, dla ktéregozpdana jest diagnoza, leczenie lub tera-
pia. W korzystnej postaci wykonania osobnikiem, paxtem, gospodarzem lub pacjentem
jest cztowiek. Inne podmioty magbejmowa, nieograniczajco, bydto, konie, psy, koty,
swinki morskie, kroliki, szczury, naczelne i myszy.

[0045] ,Znacznik” oznacza substancje, ktotezslolne do dostarczania wykrywalnego sy-
gnatu, bezpg&rednio lub przez interakgjz jednym lub w¢cej dodatkowymi cztonkami
uktadu wytwarzania sygnatu. Znaczniki, ktésebezpdrednio wykrywane i magznalezé
zastosowanie w wynalazku obejrpugnaczniki fluorescencyjne. Swoiste fluorofory cbej
mujg fluoresceig, rodamir, BODIPY, barwniki cyjaninowe i podobne. Wynalazekz-
waza rownie: zastosowanie izotopéw radioaktywnych, takich 2k 2P, 3H i podobnych
jako znacznikéw. Mog by¢ rowniez stosowane znaczniki kolorymetryczne, takie jakazto
koloidalne lub kulki z barwnego szkta lub tworzywztucznego (ngoolistyrenu, polipro-
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pylenu, lateksu). Na przyktad zob. patenty ameigkee nr 4,366,241, nr 4,277,437, nr
4,275,149, nr 3,996,345, nr 3,939,350, nr 3,850{#523,817,837.

[0046] ,,Oligonukleotyd” oznacza polinukleotyd zawiegay na przyktad od okoto 10 nu-
kleotydow (nt) do okoto 1000 nt. Oligonukleotydy dtmsowania w wynalazku nmaako-
rzystnie diugé¢ od okoto 10 nt do okoto 150 nt. Oligonukleotyd zadoy¢ naturalnie wy-
stepujacym oligonukleotydem lub oligonukleotydem syntetygm. Oligonukleotydy mo-
ga by¢ modyfikowane.

[0047] Minikomorka” oznacza begflrowe postaci komorek bakteryjnych wykonane przez
zaburzenie w koordynacji podczas rozszczepieniarbe@go podziatu komorki z segrega-
cja DNA. Minikomorki 3 rézne od innych matych ggherzykow, ktére & wytwarzane

I uwalniane spontanicznie w konkretnych sytuacjanle @, w przeciwigéstwie do mini-
komorek, przedmiotem swoistych rearaqji genetycznych lub ekspresji genéw episomal-
nych. Przy praktykowaniu wynalazku zaolane jest, aby minikomorki miaty nienaruszone
sciany komorkowe (,nienaruszone minikomorki”).

[0048] ,Modyfikowany oligonukleotyd” i ,modyfikowany polinkleotyd” oznaczaj oli-
gonukleotydy lub polinukleotydy z jednub wieloma modyfikacjami chemicznymi, na
poziomie molekularnym, w stosunku do naturalnejldtiry czsteczkowej wszystkich lub
dowolnych zasad, reszt cukrowych ietlzynukleozydowych wizan fosforanowych, jak
réwniez czasteczek macych dodane podstawienie lub kombinacje modyfikacjtych
miejscach. M¢dzynukleozydowymi wgzaniami fosforanowymi magby¢ wigzania fosfo-
diestrowe, fosfotriestrowe, fosforoamidynianowdolsanowe, wglanowe, karboksyme-
tyloestrowe, acetamidynianowe, karbaminianowe teimeve, mostkowane fosforoamidy-
niany, mostkowane metylenofosfoniany, fosforotiogiametylofosfoniany, fosforoditio-
niany, mostkowane fosforotioniany lub sulfonoweaz@nia m¢dzynukleozydowe lub
wigzania 3'-3’, 5’-3’ lub 5’-5’ i kombinacje takich miobnych wizan. Wigzanie fosfodie-
strowe mae by zastpowane wazaniem zaspczym, takim jak fosforotioestrowe, mety-
loamino, metylofosfonian, fosforoamidynian i guamd, a podjednostka rybozy polinu-
kleotydow mae by réwniez podstawiona (np. fosfodiester heksozy; peptydoweasy
nukleinowe). Modyfikacje mag by¢ wewretrzne (pojedyncze lub powtarzane) lub na
koncu (kaicach) casteczki oligonukleotydu i magobejmowa addycje do czsteczki
miedzynukleozydowych wizaa fosforanowych, takie jak modyfikacje deoksyryboeow
i fosforanowe, ktore tnlub sieciug do przeciwnych lacuchdéw lub powgzanych enzy-
mow lub innych biatek. Terminy ,modyfikowane oligakleotydy” i ,modyfikowane poli-
nukleotydy” obejmuj rowniez oligonukleotydy lub polinukleotydy zawiesge modyfika-
cje reszt cukrowych (npodstawione na 3' monomery rybonukleotydowe lubkdgoy-
bonukleotydowe), z ktdrych dowolng golagczone ze sapwigzaniami 5’ do 3'.

[0049] Wyrazenie ,casteczki kwasu nukleinowego” i termin ,polinukleotydoznaczaj
polimeryczne postaci nukleotydow o dowolnej ditgdub rybonukleotydow, lub deoksy-
nukleotydéw. Te pegia obejmuj, w sposdb nieograniczajy, pojedynczo-, podwdjno-
lub potréjno-niciowy DNA lub RNA, genomowy DNA, cDN hybrydy DNA-RNA lub
polimer zawieragjcy zasady purynowe i pirymidynowe lub inne natuealchemicznie lub
biochemicznie modyfikowane, niewygpujace w naturze lub derywatyzowane zasady nu-
kleotyddw. Szkielet polinukleotydu me zawierd cukry i grupy fosforanowe (jakie mo

na typowo znal& w RNA i DNA) lub modyfikowane lub podstawione gsupukrowe lub
fosforanowe. Alternatywnie, szkielet polinukleotydooze zawieréd polimer syntetycz-
nych podjednostek takich jak fosforamidyny i zatemoze by amidofosforanem oli-
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godeoksynukleozydu lub mieszanym oligomerem amgfofan-fosfodiester. Polinukleo-
tyd maze zawiera modyfikowane nukleotydy, takie jak nukleotydy metyane i analogi
nukleotydéw, uracyl, inne cukry i grupydzace, takie jak fluororyboza i tioestry
i rozgatzienia nukleotydowe. Polinukleotyd me by dalej modyfikowany, tak przez
sprzganie ze skfadnikiem znakigym. Inne rodzaje modyfikacji obejmujczapeczki,
podstawienie jednego lub ggej naturalnie wyspujacych nukleotydow analogiem
i wprowadzenigrodkéw do przydczania polinukleotydu do biatek, jonow metali, skia
kow znakugcych, innych polinukleotydow lub stategosndka.

[0050] ,Farmaceutycznie dopuszczalny” dotyczy zgaamndizjologicznej. Farmaceutycz-
nie dopuszczalny saik lub zarébka nie znosi aktywfm biologicznej podawanej kom-
pozycji, jest chemicznie obgjy i nie jest toksyczny dla organizmu, ktéremu jpsda-
wany.

[0051] ,Polipeptyd” i ,biatko” stosowane w opisie zamiganoznaczaj postd& polime-
ryczrg aminokwasow o dowolnej diuga, ktora mae obejmowéa poddane translacji,
niepoddane translacji, modyfikowane chemicznie, yfikdwane biochemicznie i derywa-
tyzowane aminokwasy. Polipeptyd lub biatko z@dy wystkepujacym naturalnie, rekom-
binowanym lub syntetycznym lub ich dowglkombinacy. Ponadto polipeptyd lub biatko
mog zawierg fragment naturalnie wygtujacego biatka lub peptydu. Polipeptyd lub
biatko maze by pojedynca czsteczk lub mae by ztozonym kompleksem wielogz
steczkowym. Dodatkowo takie polipeptydy lub biatkagy mie¢ zmodyfikowane szkiele-
ty peptydowe. Terminy obejmuyijbiatka fuzyjne, w tym biatka fuzyjne z heterolagng
sekwenci aminokwasow, fuzje z heterologiczni homologiczia sekwencj liderowg, z
lub bez N-kacowych reszt metioniny, biatka znakowane immunalogie i podobne.

[0052] ,,Oczyszczony” dotyczy zwizku, ktory jest usuwany ze swojego naturalnége
dowiska i jest w co najmniej okoto 60%, 65%, 70%% 80%, 85%, 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,9% lub 99,98%hy od innych sktadnikéw,
z ktorymi jest naturalnie zwyzany.

[0053] ,Rybozym” oznacza csteczk RNA mapca aktywna¢ enzymatyczy, ktéra po-
wtarzalnie rozcina inne ggteczki RNA w sposdb swoisty dla sekwencji zasakleuty-
dowych.

[0054] ,Interferencja RNA” (RNAI) oznacza swoistla sekwencji lub swoisgtdla genu
supresj ekspresji genu (synteza biatka), w ktoregnednicz krotkie interferugce RNA
(siRNA), krotkie RNA o strukturze spinki do wiosotrotkie RNA lub mikroRNA.

[0055] ,Identycznd¢ sekwencji” dotyczy stopnia podokswa lub komplementarsoi.
Moze wystpowa czgsciowa identyczn& lub identyczné¢ catkowita. Czsciowa kom-
plementarn& sekwencji oznacza takktora inhibuje co najmniej egciowo hybrydyzagj
identyczne] sekwencji z docelowym polinukleotydemanacza to zastosowanie terminu
funkcjonalnego ,zasadniczo identyczna”. Inhibicjgbtydyzacji catkowicie komplemen-
tarnej sekwencji do sekwencji docelowejiady badana przez zastosowanie oznaczenia
hybrydyzacji (analiza hybrydyzacji typu Southerb Northern, hybrydyzacja w roztworze
I podobne) w mato rygorystycznych warunkach. Zagadnidentyczna sekwencja lub
sonda bdzie wspotzawodniczyi hamowa& wigzanie (tj hybrydyzacg) catkowicie iden-
tycznej sekwencji lub sondy do docelowej sekwewcinato rygorystycznych warunkach.
Nie oznacza taze mato rygorystyczne warunki oznacgggkie, w ktorych jest dozwolone
nieswoiste wjzanie; mato rygorystyczne warunki wymagapby whzanie dwdch se-
kwencji do siebie byto swoistym (tgelektywnym) oddziatywaniem. Brak nieswoistego
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wigzania mae by¢ badany przez zastosowanie drugiej docelowej sesjivem ktérej bra-
kuje nawet cgsciowego stopnia komplementagod (np. mniej nk okoto 30% identyczno-
§ci); przy braku nieswoistego waania sonda niec¢hzie hybrydyzowé do drugiej nie-
komplementarnej sekwencji docelowe.

[0056] Inna droga rozpatrywania identyczobsekwencji, w kontedcie dwdch sekwenciji
kwasu nukleinowego lub polipeptydu, obejmuje odeosz reszt w dwoch sekwencjach,
ktére g takie same, gdyasdopasowane podatem maksimum zgodioi w konkretnym
regionie. Wedtug opisu, ,odsetek identycgeiosekwencji” oznacza wardé okreslong
przez porownywanie dwdéch optymalnie dopasowany&iweecji w obebie okna poréw-
nania, przy czym e&¢ sekwencji polinukleotydu w oknie poréwnania zaawierd ad-
dycje lub delecje (tj. przerwy) w poréwnaniu dowsekcji referencyjnej (ktéra nie zawiera
addycji ani delecji), w celu optymalnego dopasowathivoch sekwencji. Odsetek oblicza
si¢ przez okrélanie liczby pozycji, w ktdrych wysgpuja identyczne zasady kwasu nuklei-
nowego w obu sekwencjach, w celu uzyskania liczpgdnych pozycji, dzigt liczbe
zgodnych pozycji przez catkowiticzbe pozycji w oknie poréwnania i magc ten wynik
przez 100 w celu uzyskania odsetka identyéeznsekwenciji.

[0057] ,Krotkie interferupce RNA” (SiRNA) dotyczy podwadjnoniciowych ggteczek
RNA, zazwyczaj o diugai od okoto 10 do okoto 30 nukleotydow, ktorezlolne do po-
sredniczenia w interferencji RNA (RNAI). Wedtug opipogcie siRNA obejmuje krotkie
RNA o strukturze spinki do wtoséw, znane rownjako shRNA.

[0058] Terminy ,leczenie”, ,traktowanie”, ,traktowd i podobne dotycz uzyskiwania
pozadanego efektu farmakologicznego i/lub fizjologicgaeEfekt mae by profilaktycz-
ny pod wzgtdem catkowitego lub &zciowego zapobieenia chorobie lub jej objawom
i/lub maze by terapeutyczny pod wzglem czsciowej lub catkowitej stabilizacji stanu
lub wyzdrowienia z choroby i/lub niekorzystnych #taw przypisywanych chorobie. ,Le-
czenie” obejmuje dowolne leczenie choroby u ssakezegolnie u cztowieka i obejmuje:
(a) zapobieganie wygtieniu choroby lub objawu u osobnika, ktéry radoy¢ predyspo-
nowany do wysipienia choroby lub objawu, ale nie zostat jeszadiagnozowany jako
chory; (b) hamowanie objawu choroby, tj. zatrzymgieapos¢pu; lub (c) tagodzenie ob-
jawu choroby, tj. powodowanie regresji choroby aldpawu.

Il. Dostarczanie funkcjonalnych kwaséw nukleinowyghpgrednictwem minikomérek

[0059] Jak wskazano powgj, wynalazek zapewnia sposéb dostarczania funktjego
kwasu nukleinowego do komérki docelowej, obejgoyj(a) zapewnianie nienaruszonej
minikomorki, ktora zawiera funkcjonajnczasteczk kwasu nukleinowego lub plazmid
zawierajcy segment, ktory koduje funkcjonalrtzasteczk kwasu nukleinowego, a na-
stepnie (b) doprowadzanie do kontaktu minikomérki zelowg komorky ssacs, tak, ze
komorka ssacza pochtania minikomé@rko pochtoriciu minikomorki, funkcjonalna cg
steczka kwasu nukleinowego jest uwalniana do cgtoply komorki docelowej lub eks-
prymowana przy udziale komorki docelowej. Minikorkiomogg wchodzé w kontakt ze
ssaczymi komorkami docelowymi zagpednictwem dwuswoistych liganddéw, jak opisano
w WO 2005/056749. Kontakt pogtizy minikomorl i docelova komorky ssacz moze
zachodzt w warunkachin vitro lubin vivo.

A. Minikomorki

[0060] Minikomorki wedtug wynalazkugsbezpdrowymi postaciami komorek. coli lub
innych bakterii, wykonanych przez zaburzenie w kigoacji, podczas rozszczepienia bi-
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narnego, podziatu komorki z segregabNA. Prokariotyczna replikacja chromosomu jest
Zwigzana z prawidtowym rozszczepieniem binarnym, kadrejmuje tworzenie przegrody
posrodku komorki. Na przykiad . coli, mutacja genownin, takich jakminCD, maze
usuwa inhibicje tworzenia przegrody na biegunach komoérkowych pasiqmodziatu ko-
morki, skutkugc wytwarzaniem prawidtowej komorki potomnej i bghtjowe] miniko-
morki. Patrz de Boest al., 1992; Raskin & de Boer, 1999; Hu & Lutkenhaus, 1998&rry,
2001. Minikomorki g rozne od innych matych goherzykow, ktore & wytwarzane

i uwalniane spontanicznie w konkretnych sytuacjante s, w przeciwigéstwie do mini-
komoérek, przedmiotem swoistych rearaqji genetycznych lub ekspresji gendéw episomal-
nych. W praktyce wynalazku pgdane jest, aby minikomérki miaty nienaruszceeny
komorkowe (,nienaruszone minikomorki”).

[0061] Oprécz mutacji operonmin bezgdrowe minikomorki s réwniez wytwarzane po
wielu innych rearakacjach genetycznych lub mutacjach, ktére zaburxaprzenie prze-
grody, na przyktad wiviVB1 u B. subtilis. Zob. Reeve i Cornett, 1975; Levin et al., 1992.
Minikomorki mogy by¢ rowniez tworzone po zakiéceniu na poziomach ekspresji weno
bialek zaangsowanych w podziat komorkowy/segregaghromosomow. Na przykiad,
nadekspresjaninE prowadzi do podziatu biegunowego i wytwarzania komoérek. Po-
dobnie minikomérki pozbawione chromosomu mdxy¢ wynikiem wad segregacji chro-
mosomu, na przyktad mutagmnc u Bacillus subtilis (Britton et al, 1998), delecjspoOJ u

B. subtilis (Ireton et al, 1994), mutacjimukB u E. coli (Hiraga et al.1989) i mutacjiparC

u E. coli (Stewart i D’Ari, 1992). Produkty genowe mplgy¢ dostarczane wrans. J&li sg
nadeksprymowane z plazmidu wysokokopijnego, na ktagy CafA mog zwicksza
szybka¢ podziatu komérki i/lub inhibowapodziat chromosomu po replikacji (Okada et
al., 1994), co skutkuje tworzeniem gokonych w tacuchy komorek i bezfdrowych mi-
nikomorek (Wachi et al., 1989; Okada et al., 1998nikomorki mazna otrzymywa

z dowolnych komarek bakteryjnych o pochodzeniu Gddatnim lub Gram-ujemnym.

[0062] Zgodnie z wynalazkiem, minikomorki zawiegajunkcjonalny kwas nukleinowy
lub plazmid, ktory koduje funkcjonalny kwas nukleiny, ktérych dostarczanie jest a0
dane. ,Funkcjonalne” gateczki kwasu nukleinowego wedtug wynalazku grejolngé
do zmniejszania ekspresji biatka przez bdéppanie oddziatywanie z transkryptem, ktory
koduje to biatko. Cgsteczki siRNA, rybozymy, i antysensowne kwasy ninde/e stano-
wig przyktadowe funkcjonalne kwasy nukleinowe.

B. Czasteczki sSiRNA

[0063] Czgsteczki krétkiego interferaggego RNA (SiRNA) g przydatne do prowadzenia
RNAI, potranskrypcyjnego mechanizmu wyciszania gendazwyczaj ,SiRNA” oznacza
podwaojnoniciowe cgsteczki RNA o dtugéci od okoto 10 do okoto 30 nukleotyddw, ktore
zostaly nazwane ze wzglu na ich zdoln& do swoistego zaktdcania ekspres;ji biatka. Ko-
rzystnie czsteczki siRNA maj diuga¢ 12-28 nukleotyddw, korzystniej diugfo 15-25
nukleotyddw, jeszcze korzystniej diugal9-23 nukleotyddw i najkorzystniej dtugo21-

23 nukleotydow. Dlatego korzystnegsteczki SIRNA maj diugas¢ 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28 lub @deotyddw.

[0064] Dtugos¢ jednej nici wyznacza diugo czasteczki SiRNA. Na przykiad siRNA, kto-
re jest opisane jako mge diugd¢ 21 rybonukleotyddéw (21-mer) me zawiera dwie
przeciwlegte nici RNA, ktore przytzyly si do siebie na diugei 19 przylegajcych do
siebie par zasad. Pozostale dwa rybonukleotydyaadek nici kedg stanowé ,niesparo-
wany koniec”. Gdy siRNA zawiera dwie nici ozrtych dtugdciach, diisza z nici wyzna-
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cza dtugéc¢ siRNA. Na przyktad dsRNA zawiergy jedry ni¢, ktéra ma diuge 21 nu-
kleotydow i drug ni¢ o dtugaci 20 nukleotydow, stanowi 21-mer.

[0065] Pazadane g siRNA, ktére zawieraj niesparowany koniec. Niesparowany koniec
maoze wystpowa na kaicu 5’ lub 3’ nici. Korzystnie, wyspuje na kacu 3' nici RNA.
Dlugos¢ niesparowanego kea mae st zmieni&, ale korzystnie wynosi od okoto 1 do
okoto 5 zasad i bardziej korzystnie ma digokoto 2 nukleotydow. Korzystnie, SIRNA
wedtug wynalazku ddzie zawieré niesparowany koniec 3' maly okoto 2 do 4 zasad.
Bardziej korzystnie, niesparowany koniec 3' ma ddti@ rybonukleotydéw. Nawet bar-
dziej korzystnie, 2 rybonukleotydy zawiegeg niesparowany koniec 3' oznagzajydyre

().

[0066] Wedtug wynalazku, pegie SiIRNA obejmuje krotkie RNA o strukturze spirdo
wilosow. shRNA zawiergjpojedyncz ni¢ RNA, ktora tworzy struktur pnia-gtli, gdzie
pien sktada si z komplementarnych nici sensownych i antysensownitore zawieraj
dwuniciowy siRNA, a ptla jest hcznikiem o zmiennej wiellksi. Struktura pnia shRNA
ma zazwyczaj diuggé od okoto 10 do okoto 30 nukleotyddéw. Korzystnierpczasteczki
SiRNA ma diugé¢ 12-28 nukleotyddw, bardziej korzystnie dhdgd5-25 nukleotydow,
jeszcze bardziej korzystnie diugol9-23 nukleotydow i najbardziej korzystnie dtago
21-23 nukleotyddéw. Dlatego korzystnegsieczki ShRNA zawierajpnie, ktére maj diu-
gos¢ 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 2328426, 27, 28 lub 29 nukleotydow.

[0067] siRNA wedtug wynalazkugsprzeznaczone do oddziatywania z docel@gkwen-
cja rybonukleotydow, co oznaczaze stanowg one w wystarczagym stopniu dopetnienie
sekwencji docelowej, aby hybrydyzotvdo sekwencji docelowej. W jednym przyktadzie
wykonania wynalazek zapewniagsreczki siRNA zawiergre sekwengj rybonukleoty-
dowy identyczra co najmniej w 70%, 75%, 80%, 85% lub 90% z doceleekwendj ry-
bonukleotydow lub komplementarm do docelowej sekwencji rybonukleotydowej. Ko-
rzystnie, czsteczka siRNA jest co najmniej w 90%, 95%, 96%, 99886, 99% Iub 100%
identyczna z doceloyvsekwenci rybonukleotydow lub komplementarna do docelowej
sekwencji rybonukleotydowej. Najbardziej korzystradRNA kedzie w 100% identyczne z
docelows sekwengj nukleotydovd lub komplementarne do sekwencji rybonukleotydowej.
Jednak cgsteczki siRNA z insercjami, delecjami lub pojedyyrtz mutacjami punktowy-
mi w stosunku do obiektu docelowego mdxy¢ rowniez skuteczne.

[0068] Narzdzia wspomagage projektowanie siRNAgstatwo dos¢pne dla spotecze
stwa. Na przyktad nagdzie do projektowania komputerowego siRNA jest ¢lase w In-
ternecie pod adresem www.dharmacon.com.

C. Rybozymy

[0069] Rybozymy oznaczajczasteczki RNA majce aktywndé¢ enzymatyczy, ktdre mo-
ga powtarzalnie rozcirainne casteczki RNA swadicie dla sekwencji zasad nukleotydo-
wych. Takie enzymatyczne gsteczki RNA mog by¢ ukierunkowane na zasadniczo do-
wolny transkrypt RNA i prowadziskuteczne ecie w warunkachn vitro.

[0070] Obecnie znanych jest sZerodzajow naturalnie wygbujacych enzymatycznych
RNA. Kazdy maze katalizowa hydrolize wigzan fosfodiestrowych RNA w ukfadzie trans
(i moze rozcing inne casteczki RNA) w warunkach fizjologicznych. Na ogdtzgma-
tyczne polinukleotydy dziatgjpoprzez zwjzanie s¢ najpierw do docelowego RNA. Takie
wigzanie zachodzi poprzez siica obiekt docelowy ax¢ enzymatycznego polinukleoty-
du, ktory jest utrzymywany w bliskimgsiedztwie enzymatycznej €xi czasteczki, ktora
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dziata doprowadza¢ do ctcia docelowego RNA. St enzymatyczny polinukleotyd naj-
pierw rozpoznaje, a napnie wgze docelowy RNA poprzez komplementarne parowanie
zasad, a po zwzaniu do wiaciwego miejsca dziata enzymatycznie, przeciaaocelowe
RNA. Strategiczne przegiie takiego docelowego RNA zniszczy jego zdéindo kiero-
wania syntez kodowanego biatka. Po tym, jak enzymatyczny pdieotyd zwize i prze-
tnie dane docelowe RNA, jest on uwalnialny od t&J@A, do poszukiwania kolejnego
obiektu docelowego i ni@ powtarzalnie wizat i przecing nowe obiekty docelowe.

[0071] Korzystny jest enzymatyczny charakter rybozymuwzgledu na to,ze pojedyn-
cza casteczka rybozymu ma zdolitoprzecinania wielu c¢steczek docelowego RNA,
skuteczne gtenia rybozymu magby¢ catkiem niskie.

[0072] Uzyteczne rybozymy magzawiera jeden z kilku motywow, w tym gtogvmiotka
(Rossi et al. (1992)), spinkdo wiosow (Hampel i Tritz, (1989), Hampel et 41990)), mo-
tyw wirusa zapalenia stroby typu delta (Perrotta i Been (1992), intromgy | (patent
amerykaski nr 4,987,071), RNA RNazyP w pokeniu z sekwengjnakierowugca RNA
(Guerrier-Takada et al. (1983)), i VS RNA Neurogp@Baville & Collins (1990); Saville
& Collins (1991); Collins & Olive (1993)). Te swadéesmotywy nie maj charakteru ogra-
niczapcego, jakoze wszystko to, co jest wwae w rybozymie wedtug wynalazku to, aby
miat miejsce wigzania swoistego substratu, ktore jest komplemeatdenjednego lub wi
cej regionéw docelowego RNA, i aby miat sekwenajilaeotydowe w olgbie lub otacza-
jace to miejsce wgizania substratu, ktore nagajasteczce aktywni cigcia RNA.

[0073] Rybozymy wedtug wynalazku megawierg modyfikowane oligonukleotydy (np.
dla ulepszenia stabildoi, ukierunkowania itp.). Sekwencje kwasu nukleiege kodujce
rybozymy mog znajdowé sie pod kontrog silnego konstytutywnego promotora, takiego
jak, na przyktad, promotor polimerazy RNA Il lublimeerazy RNA llI, aby transfekowane
komorki produkowaty wystarczagge ilosci rybozymu, dla zniszczenia docelowych endo-
gennych [RNA] informacyjnych i inhibowania tranglac

D. Antysensowne oligonukleotydy

[0074] Antysensowne oligonukleotydy wedtug wynalazku swie hybrydyzug z kwasem
nukleinowym kodujcym biatko i zaktdcay transkrypa lub translagj biatka. W jednym
przyktadzie wykonania antysensowny oligonukleotyst jnakierowany na DNA i zaktoca
jego replikagt i/lub transkrypa. W innym przykitadzie wykonania antysensowny oligo-
nukleotyd swaicie hybrydyzuje z RNA, w tym pre-mRNA i mRNA. Takaatysensowne
oligonukleotydy mog oddziatyw&, na przykiad, na translokgdRNA do miejsca transla-
cji biatka, translagj biatka z RNA, splicing RNA, dla otrzymania jednelgd wigcej ro-
dzajéw mRNA, i aktywné&t katalityczr, ktora mae by powigzana z lub utatwiana przez
RNA. Ogodlny efekt takiej interferencji to modulowan zmniejszanie lub inhibowanie
ekspresji docelowego biatka.

[0075] Jest kilka miejsc w obbie genu, ktore miana wykorzysta przy projektowaniu an-
tysensownego oligonukleotydu. Na przyktad, antysemy oligonukleotyd maze wigzad
region obejmujcy kodon inicjacji translacji, znany rowmigako kodon start, otwartej
ramki odczytu. Pod tym wzgllem, ,kodon start” i ,kodon inicjacji translacji"gdlnie do-
tycza czesci takiego mRNA lub genu, ktore obejmwyd co najmniej okoto 25 do co naj-
mniej okoto 50 kolejnych nukleotydéw w dowolnym kieku (tj. 5' lub 3") od kodonu ini-
cjacji translaciji.

[0076] Kolejnym miejscem do wysgpienia oddziatywania antysensownego jest kodon
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terminacji otwartej ramki odczytu. Rgja ,region kodonu stop” i ,region kodonu termi-
nacji translacji” ogoélnie dotygzczsci takiego mRNA lub genu, ktore obejmpupd co
najmniej okoto 25 do co najmniej okoto 50 kolejnymikleotydéw w dowolnym kierunku
od kodonu terminacji translacji.

[0077] Otwarta ramka odczytu lub region kogity réwniez mogy oznaczé obiekty doce-
lowe zapewniajce sukces. Otwarta ramka odczytu jest na ogot raamanjako odnosica
sie do regionu pomidzy kodonem inicjacji translacji i kodonem termipd@nslacji. Ko-
lejnym regionem docelowym jest nieuleg@j translacji region 5', ktory stanowi ¢gz

MRNA w kierunku 5' od kodonu inicjacji transladgpbejmuje on nukleotydy pordzy 5'
miejscem czapeczki i kodonem inicjacji translaciRNA lub odpowiadajcych nukleoty-
dow w genie.

[0078] Podobnie, mizna stosowa nieulegagcy translacji region 3' jako obiekt docelowy
dla antysensownych oligonukleotydéw. Nieuleggjtranslacji region 3' oznacza d¢zesé
MRNA w kierunku 3' od kodonu terminacji translacgtad obejmuje nukleotydy por
dzy kodonem terminaciji translacji i 3'k@em mRNA lub odpowiadagych nukleotyddw
W genie.

[0079] Antysensowny oligonukleotyd nmie by réwniez nakierowany na 5' region cza-
peczki mMRNA. 5' czapeczka zawiera redg7-metylowanej guanozyny, p@izory z naj-
blizszz od strony 5'- resgatmRNA za pomog wigzania 5'-5' trojfosforanowego. Region 5'
czapeczki obejmuje, jak¢suwaza, sam struktug czapeczki 5, jak réwniepierwsze 50
nukleotydéw gsiadupcych z czapeczk

[0080] Chocia niektore eukariotyczne transkrypty mRNA podledagzpdrednio transla-
cji, wiele zawiera jeden lub wiej regiondw intronowych, ktorey svycinane z transkryptu
przed przeprowadzeniem jego translacji. Pozostatyh samym poddawane translacji)
regiony eksondwstaczone ze sapw wyniku splicingu, tworzc ciaglta sekwengi mR-
NA. Miejsca splicingu mRNA, tj. patzenia intron-ekson, stanaypotencjalne regiony
— obiekty docelowe, igszczegolnie kyteczne w sytuacjach, gdy nieprawidtowy splicing
jest powgazany z chorofp, lub gdy nadprodukcja okilenego produktu splicingu mRNA
jest powazana z chorah Ponadto nieprawidtowe miejsca pcten, z zwihzku z rearam-
cjami lub delecjami réwniess potencjalnymi obiektami docelowymi dla antysenspgim
oligonukleotydydw.

[0081] Majac na uwadze te #ie miejsca docelowe nalewybiera antysensowne oligo-
nukleotydy, ktére s wystarczajco komplementarne do docelowych polinukleotydow.
Musz one wykazywa wystarczajcy stopié komplementarnai lub precyzyjnego paro-
wania tak, ze wystpuje stabilne i swoiste wzanie pomgdzy oligonukleotydem

i polinukleotydowym obiektem docelowym. Co im&, sekwencja antysensownego oligo-
nukleotydu nie musi liyw 100% komplementarna do tej dla jego docelowegmpkleo-
tydu, aby swaicie hybrydyzowa. Antysensowny oligonukleotyd podlega syoie hybry-
dyzacji, gdy wizanie antysensownego oligonukleotydu do docelowggi;mukleotydu
zaktéca normalne funkcjonowanie docelowego poliaalgdu, powodujc utrat uzytecz-
nosci, i gdy wystpuje wystarczacy stopiéa komplementarnii dla uniknecia nie-
swoistego wjzania antysensownego oligonukleotydu do sekweidejiaj od docelowe]
w warunkach, w ktérych pgdane jest swoiste waanie, tj. w warunkach fizjologicznych
w przypadku oznaczein vivo lub traktowania terapeutycznego, i w przypadkuacze
invitro, w warunkach, w ktérych prowadzoneaznaczenia.

[0082] Antysensowne oligonukleotydy mgnie¢ co najmniej okoto 8 nt do co najmniej
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okoto 50 nt dlugéci. W jednym przykitadzie wykonania antysensowngaiukleotydy
mog mie¢ okoto 12 do okoto 30 nt dtugoi.

[0083] Antysensowne oligonukleotydy stosowane zgodnieynalazkiem mog by¢ do-
godnie i rutynowo wytwarzane dobrze zgdechnily syntezy w fazie statej. Spitzdo ta-
kiej syntezy jest sprzedawany przez kilku dostawcéawtym, na przyktad, Applied Bio-
systems (Foster City, CA). Moa stosow& ponadto lub alternatywnie, inne sposoby ta-
kiej syntezy, znane ze stanu techniki. Dobrze znestestosowanie podobnych technik do
otrzymywania oligonukleotydow, takich jak fosformtiany i alkilowane pochodne.

E. Kwasy nukleinowe kodsage funkcjonalne kwasy nukleinowe

[0084] W korzystnych postaciach wykonania wynalazku nomiérki zawieraj kwasy
nukleinowe, ktére kodgj funkcjonalne kwasy nukleinowe. Na przykiad, pladmiaze
kodowa funkcjonalny kwas nukleinowy, ktory jest eksprymaw wewmntrz ssaczych
komoérek docelowych. Unitiwia to endogenne dostarczanie funkcjonalnych lKdmagu-
kleinowych, ktore wykazuje zalety w poréwnaniu zg}ciowym charakterem egzogen-
nego dostarczania.

[0085] Stad rekombinowane nienaruszone minikomorki mages¢ plazmidowy DNA ko-
dujacy jedmy lub wiecej sekwencji SIRNA nakierowanych na wyciszanieGyemekoopor-
nosci lub oporndci na apoptoz Przy wyciu minikomoérek, ktére kodwgjwiele funkcjo-
nalnych kwaséw nukleinowych, miowe jest traktowanie komarek, ktére eksprymuijie-
le mechanizmoéw lekooporéa. R&zne sekwencje siRNA nina eksprymowaindywidu-
alnie z r@nych promotoréw. Na przyktad, siRNA nakierowanenm@NA Pgp mana eks-
prymowa& z promotora U6, a siRNA nakierowane na mRNABcl-@na eksprymowaz
promotora H1. Te liczne kasety do ekspresji koragsznajdug si¢ na pojedynczym pla-
zmidzie, ale mogréwniez wysepowa na r@nych plazmidach. Rie sekwencje siRNA
mozna rownie eksprymowa z pojedynczego promotora, przy czym rekombinowglay
zmid niesie kasetdo ekspresji zkong z wielu sekwencji kodggych siRNA, ktére & po-
laczone ze sapza pomog niekodujcych sekwenciji polinukleotydow. Pojedynczy termi-
nator transkrypcji genu mioa umidci¢ ponizej kompletnej kasety do ekspresiji.

[0086] W jednej strategii, plazmid koduje nici sensgwrantysensow# siRNA jako dwa
niezalene transkrypty, ktore, po ekspresji w etie komorki docelowej, hybrydyzayj

z utworzeniem funkcjonalnych dupleksow siRNA. W glaj korzystnej strategii, plazmid
koduje jeden lub wicej siRNAs, z ktorych wszystkieg £ksprymowane jako pojedynczy
transkrypt, ktéry tworzy strukter pien-petla krétkiego RNA typu spinka do wioséw.
Struktura spinki do wiosow nie by poddawana obrobce przez enzym Dicer do postaci
funkcjonalnych siRNA.

F. Elementy reporterowe

[0087] Czasteczka kwasu nukleinowego do wprowadzenia za perpodefcia wedtug
wynalazku mae zawierd element reporterowy. Element reporterowy naddgemaino-
wanemu gospodarzowi tatwo wykrywalny fenotyp lulsleg typowo przez kodowanie po-
lipeptydu, nieprodukowanego w innych warunkach prgespodarza, ktory mna wy-
krywac, po ekspresji, za pomganalizy histologicznej lub in situ, tak jak za pmaptech-

nik obrazowania w warunkacim vivo. Na przykiad, element reporterowy dostarczany
przez nienaruszg@nminikomorke, wedtug wynalazku, mogtby kodowdiatko, ktére po-
woduje, przy pochtogciu przez komork gospodarza, kolorymetryczriub fluorome-
tryczrg zmiarg, ktora jest wykrywalna za pomganalizy in situ i ktéra jest ikziows lub
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potilosciowsg funkcjg aktywaciji transkrypciji. llustragjtych biatek g esterazy, fosfatazy,
proteazy i inne enzymy, ktorych aktywsdayeneruje wykrywalny chromofor lub fluorofor.

[0088] Korzystne przyktady t@-galaktozydaz#. coli, ktéra powoduje zmiankoloru po-
przez c¢cie indygogennego substratu, indolfed-galaktozydu, i lucyferaza, ktora utlenia
diugotarcuchowy aldehyd (bakteryjna lucyferaza) lub hetgkbiczny karboksylowy kwas
(lucyferyna), z rownoczesnym uwolnienigmiatta. Rownig, uzytecznym w tym kontek-
scie jest element reporterowy, ktéry koduje biatkelanej fluorescencji (GFP) z meduzy,
Aequorea victoria, jak opisano w Prasher et al9%)9Dziedzig technologii powdzanej

z GFP ilustriy dwa opublikowane zgtoszenia PCT, WO 095/21191w(ma polinukleo-
tydows sekweng} kodujgca 238 aminokwasowe apoproteiGFP, zawieraca chromofor
utworzony z aminokwaséw 65 do 67) i WO 095/2119avmia modyfikacj cDNA dla
apopeptydu GFP A. victoria, zapewn@jpeptyd o zmienionych wdaiwosciach fluore-
scencyjnych), i zgtoszenie Heim et al. (1994) dmdge zmutowanego GFP, charaktery-
zowanego przez 4- do 6-kratpoprave w amplitudzie wzbudzenia.

[0089] Kolejny rodzaj elementu reporterowego jest pmany z produktem ekspresiji, kto-
ry czyni rekombinowas minikomérke oporry na toksyg. Na przyktad, gen neo chroni
gospodarza przed toksycznymi poziomami antybiot§d4i8, podczas gdy gen kodcy
reduktaz dihydrofolianows nadaje oporn@ na metotreksat, a gen acetylotransferazy
chloramfenikolu (CAT) nadaje oporfiona chloramfenikol.

[0090] Innymi genami do stosowania jako elementy repovierq te, ktore mog trans-
formowa: minikomoérke gospodarza, do celdow ekspresji adndjagcych antygenéw po-
wierzchni komorkowej, np. biatka otoczki wirusowtgkie jak HIV gp120 lub herpes gD,
ktore g tatwo wykrywalne w immunooznaczeniach.

G. Elementy regqulatorowe

[0091] Czssteczka kwasu nukleinowego do wprowadzenia za pgrpodefcia wedtug
wynalazku mae réwnieg mie¢ pozagdany kodujcy segment patzony funkcjonalnie
z elementem regulatorowym, takim jak promotor, ieator, enhancer i/lub sekwencja sy-
gnatowa. Odpowiedni promotor m® by tkankowo-specyficzny lub nawet nowotworo-
wo-specyficzny, na miarpotrzeb kontekstu terapeutycznego.

[0092] Promotor jest ,tkankowo-specyficzny” gdy jest akbwany preferencyjnie w da-
nej tkance, i s jest skuteczny w kierowaniu ekspegsy docelowej tkance, funkcjonal-
nie pohczonej sekwencji strukturalnej. Kategoria tkankaspecyficznych promotoréw
obejmuje, na przykitad: swoisty dla hepatocytow pstondla albuminy i aantytrypsyny,
odpowiednio; region kontrolny genu elastazy I, ktjast aktywny w komérkach zraziko-
wych trzustki; region kontrolny genu insuliny, aktyy w trzustkowych komorkach beta;
mysi region kontrolny wirusa nowotworu gruczotulsawwego, ktéry jest aktywny w ko-
morkach gdra, sutka, limfatycznych i tucznych; region koitgogenu zasadowego biatka
mieliny, aktywny w komorkach oligodendrocytow; igren kontrolny genu hormonu
uwalniapcego gonadotropin ktéry jest aktywny w komorkach podwzgoérza. Zotaif et
al. (1990), Ciliberto et al. (1985), Pinkert et, #1.987), Kelsey et al. (1987), Swift et al.
(1984), MacDonald (1987), Hanahan, (1985), Ledex.gt1986), Readhead et al. (1987), i
Mason et al. (1986).

[0093] Istniejg rowniez promotory, ktdre & eksprymowane preferencyjnie w oflmnych
komorkach nowotworowych lub w komorkach nowotworatvyer se, i ktGreagsuzytecz-
ne w leczeniu rinych rakow, zgodnie z wynalazkiem. Klasa promotqrkidre g swoiste
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dla komorek rakowych jest ilustrowana przez: pramdyrozynazy, do celowania w czer-
niaki; promotor MUC1/Df3 do celowania w raka sutkaybrydowy myoD enhan-
cer/promotor SV40, celggy w ekspreg migsniakomesaka pgzkowanego (RMS); pro-
motor antygenu karcynoembrionalnego (CEA), ktost @voisty dla komorek eksprymu-
jacych CEA, takich jak komorki raka afmicy, i promotor genu heksokinazy typu I, do
celowania w niedrobnokomaérkowe raki ptuc. Zob. HA®96), Morton & Potter (1998),
Kurane et al. (1998) i Katabi et al. (1999).

[0094] Promotory, ktére gzalezne od polimerazy RNA (pol) Il lub pol Il to korzysdt
promotory. Wysoce korzystne promotory to promofeolimerazy RNA 11, H1 i U6.

[0095] Mozna stosowa sekwengj sygnatowy, wedtug wynalazku, do powodowania wy-
dzielania produktu ekspresiji lub lokalizowania preil ekspresji w ok&onym przedzia-
le komorkowym. Sid terapeutyczna polinukleotydowagsieczka, ktéra jest dostarczana
za pdrednictwem nienaruszonych minikomérek zacawiera sekweng sygnatovs, we
wiasciwej ramce odczytu, take przedmiotowy produkt ekspresji jest wydzielanyear
komoérke pochtaniajca lub jej potomstwo, oddziatgg tym samym na otaczae komorki,
zgodnie z wybranym paradygmatem leczenia. llugteisekwencje sygnatowe obejmuj
C-koncowg sekwengj wydzielniczz hemolizyny, opisan w patencie amerykakim nr
5,143,830, sekwengjwydzielnicz BAR1, ujawniom w patencie amerykakim nr
5,037,743, i cg¢ sekwencji sygnatowej polipeptydu zsig32, opisanpatencie amery-
kanskim nr 6,025,197.

H. Obiekty docelowe funkcjonalnych kwaséw nukleiryov

[0096] Funkcjonalne kwasy nukleinowe wedtug wynalazlgunakierowane na gen lub
transkrypt biatka, ktéry stymuluje lekoopo#&do inhibuje apoptog lub przyczynia s do
fenotypu nowotworowego. Porige zastosowanie strategii funkcjonalnych kwaséw nu
kleinowych w takich sytuacjach zostata joshgnicte w stanie techniki, jednak bez korzy-
sci z wektorow minikomérkowych. Zob. np. Sioud (200€aplen (2003), Wu et al.
(2003), Nieth et al. (2003), Caplen i Mousses (2008ixbury et al. (2004), Yague et al.
(2004), Duan et al. (2004),

[0097] Biatka, ktore przyczyniajsie do lekoopornéci stanowi korzystne obiekty doce-
lowe funkcjonalnych kwasow nukleinowych. Biatka mauzyczyni& sic do nabytej le-
kooporndci lub do wewntrznej lekoopornéci. Nabywanie opornego fenotypu wystije,
gdy komorki obgte choroly, takie jak komorki nowotworu, pogtkowo reaguj na leki,
ale stag sic oporne po kolejnych cyklach leczenia. Przydatneldl docelowe zaange-
wane w nabyt lekooporné¢ obejmug, transportery mage kaset wigzacg ATP, takie jak
P-glikoproteina (P-gp, P-170, PGY1, MDR1, ABCBlatkd zwhzane z MDR, biatko
oporndaci wielolekowej 1), MDR-2 i MDR-3, MRP2 (biatko ze#zane z oporniciag wielo-
lekowg), BCR-ABL (region klastréw ztanfa— protoonkogen Abelsona), STI-571 biatko
Zwigzane z oporritia, biatko zwhgzane z opornieia w ptucach, cyklooksygenaza 2,
czynnik pdrowy kappa, XRCC1 (komplementacja kiawa uszkodz& powodowanych
promieniowaniem X; grupa 1), ERCC1 (gen wgia i komplementacji krzxowej),
GSTP1 (S-transferaza glutationowa), mufgttibuliny i czynniki wzrostu, takie jak IL-6
s3 dodatkowymi obiektami docelowymi zaamgavanymi w nabyg lekoopornéé¢. Gdy
nieleczone wczmiej komorki nie odpowiadajna jeden lub wicej lekéw, fenotyp opor-
nosci jest wewrtrzny. Przykiad biatka przyczynigjego s¢ do wewrrtrznej opornéci to
LRP (biatko powdzane z opornieia w ptucach).

[0098] Uzyteczne obiekty docelowe obejmujéwniez biatka, ktore przyczynigjsic do
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opornaci na apoptogz. Obejmuj one Bcl-2 (biataczk z komérek B/chtoniaka), Bcl+X
Al/Bfl 1, kinaz adhezyjno-ogniskoyvi zmutowane biatko p53.

[0099] Uzyteczne obiekty docelowe obejmuponadto biatka onkogenne i zmutowane
biatka supresorowe nowotworéw. Przyktady obepritkatenire, PKC-a (kinaz biatko-
wa C), C-RAF, K-Ras (V12), helikgzZRNA typu Dead box DP97, DNMT1 (metylotrans-
feraz DNA 1), FLIP (biatko hamujce podobne do Flice), C-Sfc, 53BPI, biatko grupy
Polycomb EZH2 (wzmacniacz homologu zeste), ErbBIRY-16 E5 i E7 (wirus brodaw-
czaka ludzkiego wczesny 5 i wczesny 7), fortilinirMCILP (biatko 1 biataczki komorek
szpikowych), DIP1a (biatko 13a reagage z DDC), MBD2 (domena wiaca metylo
CpG), p21, KLF4 (czynnik podobny do Kruppela 4Y/TRETP (biatko guza kontrolowane
przez translae), SPK1 i SPK2 (kinagsfingozynow), P300, PLK1 (kinaz 1 podobg do
Polo), Trp53, Ras, ErbB1, VEGF (czynnik wzrostadbtonka naczyniowego) oraz BAG-
1 (atanogen 1 zwrany z BCL2).

[0100] W odniesieniu do zakania HIV, obiekty docelowe obejmuHIV-Tat, HIV-Rev,
HIV-Vif, HIV-Nef, HIV-Gag, HIV-Env, LTR, CD4, CXCR4(receptor chemokin) i CCR5
(receptor chemokin).

[0101] Ze wzgkdu na heterogenicziéd komorek guza, wieléciezek oporndci na r@ne
leki lub oporndci na apoptogz maze by uruchamianych w komorkach docelowych. Za
tem funkcjonalne kwasy nukleinowe stosowane w spasio wediug wynalazku meg
wymaga zmiany w czasie. Na przyktad siieprobki biopsji ujawniag nowe mutacje, kto-
re prowadz do nabytej lekooporrici, to mazna zaprojektow@aswoiste siRNAs i kodowa
na odpowiednim plazmidzie do ekspres;ji, ktorym sfammowany bdzie szczep bakteryj-
ny wytwarzagcy minikomorki, stosowany do produkcji rekombinowah minikomorek,
zatadowé go do nienaruszonych minikomorek, ktogepodawane w celu uzyskania od-
powiedzi na nabytlekooporngé.

[ll. Sposéb przezwyerania lekooporngi i leczenia choroby

[0102] W kolejnym aspekcie wynalazek zapewnia sposob ppkania lekooporngi

i leczenia podmiotu z choroby takiej jak rak lubDE. Sposob obejmuje (a) zapewnianie
nienaruszonej minikomorki, ktéra zawiera funkcjonatzasteczk kwasu nukleinowego
lub plazmid zawieragy segment, ktory koduje funkcjonalozasteczk kwasu nukleino-
wego, przy czym funkcjonalna gteczka kwasu nukleinowego jest nakierowana na tran
skrypt biatka, ktéry stymuluje lekoopor§® (b) doprowadzanie do kontaktu minikomaorki
z docelovy komorlkg ssaca, tak, ze komérka ssacza pochtania minikomgrkc) dostar-
czanie leku do docelowej komorki ssaczej. Korzystetap (c) prowadzigpo etapach (a)

I (b), aby umailiwi ¢ funkcjonalnemu kwasowi nukleinowemu zmniejszerperacci na
lek przed podaniem leku. Dostarczanie leku i wpeaie funkcjonalnego kwasu nukle-
inowego mae zachodd kolejno, w dowolnej kolejriei, lub rownoczénie.

[0103] Wedtug wynalazku, leki magby¢ dostarczane dowolnymi konwencjonalnymi spo-
sobami. Na przyktad, leki magoy¢ dostarczane doustnie, pozajelitowo (w tym podskor-
nie, daylnie, domgsniowo, dootrzewnowo i przez infugj miejscowo, przezskornie lub
przez inhalag. Odpowiedni tryb dostarczania i dawkowaniedego leku jest tatwe do
ustalenia przez znawcow dziedzin medycznych.

A. Dostarczanie leku za pednictwem minikomérek

[0104] Chocia dostarczanie leku me nasgpowa poprzezrodki konwencjonalne, to ko-
rzystne jest dostarczanie przez minikomérki. Twancyym zakresie stwierdzilze te sa-
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me komorki ssacze megonownie by skutecznie transfekowane przez nakierowywane
nienaruszone minikomorki, ktore svypakowane rinymi zawartéciami. Na przyktad,
minikomérki wypakowane plazmidem kodaym siRNA mog transfekowé& komorke
ssacz, po czym wypakowane lekiem minikomorki myodostarczé lek do tej samej ko-
morki ssaczej. Stwierdzenie to bylo zaskakaj i wskazujeze wewnitrzkomorkowe pro-
cesy powizane z rozpadem minikomorek, endosomalnym uwal@mnzawartéci i
ucieczk zawartdci do wewntrzkomorkowych obiektow docelowych pozostay petni
funkcjonalne po pierwszej rundzie transfekcji i doszania zawartai.

[0105] Lek maze by pakowany do oddzielnej minikomérki wzdem tej dla funkcjonal-
nego kwasu nukleinowego lub plazmidu kegego funkcjonalny kwas nukleinowy. Al-
ternatywnie lek mze by pakowany do tej samej minikomorki co funkcjonabzasteczka
kwasu nukleinowego lub plazmid koday funkcjonalm czasteczk kwasu nukleinowego.
Niektore leki mog oddziatyw& z kwasami nukleinowymi i unienibwiaja wspoélne pa-
kowanie leku i kwasu nukleinowego do tej samej komorki. Na przykiad, wiadomae
doksorubicyna oddziatuje z DNA.

[0106] Korzystnie minikomorki wedtug wynalazku zawierayystarczajca ilosé leku do
wywierania dziatania fizjologicznego lub farmakoicmnego leku na docelepwkomorie.
Rowniez korzystnie leki zawarte w offsie minikomorek g heterologiczne lub obce mini-
komorkom, co oznaczae macierzyste komorki bakteryjne minikomérek nomelnie
wytwarzap leku.

[0107] Zaréwno leki hydrofilowe, jak i hydrofobowe mp@y¢ pakowane do minikomaérek
przez tworzenie gradientu¢senia leku pomidzy srodowiskiem zewgtrzkomorkowym
zawierajcym minikomorki i cytoplazrp minikomorki. Gdysrodowisko pozakomorkowe
ma wyzsze s¢zenie leku nt cytoplazma minikomorki, to lek naturalnie przeswsiaw dot
tego gradientu stenia, do cytoplazmy minikomoérki. Jednak, gdy gratistzenia jest
odwrdécony to lek nie wychodzi na zeytre z minikomorek.

[0108] W celu zatadowania minikomorek lekami, ktére nie mvykle rozpuszczalne
w wodzie leki mog by¢ wskpnie rozpuszczane w odpowiednim rozpuszczalniku. Na
przyktad, paklitaksel mae by rozpuszczany w mieszance 1:1 etanolu i kremofdru E
(polietoksylowany olej rycynowy), a ngphie przez rozcieczenie w PBS w celu osi
gniecia roztworu paklitakselu, ktéry jest @ziowo rozpuszczony w mediach wodnych i
nosi minimalne iléci rozpuszczalnika organicznego, dla zapewniengalek pozostaje
w roztworze. Minikomorki mog by¢ inkubowane w tym ostatecznyénodowisku w celu
obtadowania lekiem. Zatem tworcy stwierdzite nawet leki hydrofobowe maglyfun-
dowa® do cytoplazmy minikomdrek, w celu gghiccia wysokiego i istotnego terapeu-
tycznie obtadowania lekiem cytoplazmy. Jest to czes&iwane, poniewabtona miniko-
morki jest ztaona z hydrofobowej dwuwarstwy fosfolipidowej, odidj oczekiwanoze
bedzie ona zapobiegata dyfuzjigsteczek hydrofobowych do cytoplazmy.

[0109] Inny sposéb tadowania minikomorek lekiem obejmigelowanie rekombinowa-
nych macierzystych komérek bakteryjnych w takichrwmkach,ze macierzysta komorka
bakteryjna prowadzi transkrypcj translacg kwasu nukleinowego kodagego lek i lek
jest uwalniany do cytoplazmy macierzystej komorakteryjnej. Na przyktad, klaster ge-
nowy kodujcy szlak biosyntezy komérkowej pglanego leku mae by klonowany i
przenoszony do macierzystego szczepu bakteriiy kgst zdolny do wytwarzania mini-
komorek. Transkrypcja genu i translacja klastruayeego skutkuje biosyntedeku w ob-
rebie cytoplazmy macierzystych komorek bakteryjnyalypetniapc lekiem cytoplazm
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bakteryjra. Gdy macierzysta komorka bakteryjna dzigdiigiworzy minikomaorki potomne,
to minikomorki rownig zawierag lek w swojej cytoplazmie. Wgbnie obtadowane mini-
komérki mog by¢ oczyszczane dowolnym odpowiednim sposobem oczgsrzmini-
komorek, whczapc metodologi opisanm powyzej.

[0110] Podobnie inny spos6b obtadowywania minikomérekdekiobejmuje hodowanie
rekombinowanej minikomorki, ktora zawiera plazmial ekspresji kodugry lek w takich
warunkachze gen kodujcy lek jest poddawany transkrypcji i translacji Wwrgbie mini-
komorki.

B. Leki

[0111] Leki uzyteczne w wynalazku magoznacza fizjologicznie lub farmakologicznie
czynry substangj, ktéra daje pmdane dziatanie miejscowe lub uktadowe u zwierz
szczegoOlnie ssakow i ludzi. Leki mpgznacza zwigzki nieorganiczne lub organiczne,
nieograniczajco, w tym peptydy, biatka, kwasy nukleinowe i drelmmsteczki, z ktorych
wszystkie mog by¢ scharakteryzowane lub niescharakteryzowane.gMog@ wysgpowa

w réznych postaciach, takich jak niezmienion@steczki, kompleksy @steczkowe, far-
makologicznie dopuszczalne sole, takie jak chlomovek, bromowodorek, siarczan, lau-
rynian, palmitynian, fosforan, azotyn, azotan, boiectan, maleinian, winian, oleinian, sa-
licylan i podobne. W przypadku lekow kwasowychzma stosowasole metali, aminy lub
organiczne kationy, na przyktad czwartgtawe zwjzki amoniowe. Mana rownie sto-
sowa pochodne leku, takie jak zasady, estry i amidy, L€ory jest nierozpuszczalny
w wodzie mana stosowaw postaci, ktéra oznacza jej rozpuszczainwodzie pochodn
lub jako jej zasadogvpochodn, ktora w ktorymkolwiek z przypadkow, lub poprzes |
dostarczanie, jest konwertowana przez enzymy, ligdwana w pH organizmu, lub za
pomog innych proceséw metabolicznych do worpwej terapeutycznie czynnej postaci.

[0112] Uzyteczne leki obejmuyj srodki chemoterapeutycznérodki immunosupresyjne,

cytokiny, srodki cytotoksyczne, zwkki nukleolityczne, izotopy promieniotworcze, reeep
tory i enzymy aktywujce proleki, ktére magoznaczé wystkpujace naturalnie lub produ-

kowane sposobami rekombinaciji.

[0113] Leki, na ktére oddziatuje klasyczna oposeiavielolekowa maj szczegdlne zasto-
sowanie w wynalazku, takie jak alkaloidy barwinka@.(winblastyna i winkrystyna), antra-
cykliny (np. doksorubicyna i daunorubicyna), inhdoy transkrypcji RNA
(np. aktynomycyna-D) i leki stabilizage mikrotubule (np. paklitaksel). (Ambudkar et al.,
1999)

[0114] Na ogot,srodki do chemioterapii nowotworow oznacg&przystnie leki. @ytecz-
ne leki do chemioterapii nowotworéw obejmuperyty azotowe, nitrozomoczniki, etyle-
noiminy, alkanosulfoniany, tetrazynzwiagzki platyny, analogi pirymidyny, analogi pury-
ny, antymetabolity, analogi kwasu foliowego, anyidiny, taksany, alkaloidy barwinka,
inhibitory topoizomerazy srodki hormonalne. Przyktadowe leki do chemioterapiakty-
nomycyna-D, alkeran, Ara-C, anastrozol, asparaginBECNU, bikalutamid, bleomycyna,
busulfan, kapecytabina, karboplatyna, karboplatinkexmustyna, CCNU, chlorambucil,
cisplatyna, kladrybina, CPT-11, cyklofosfamid, egtaina, arabinozyd cytozyny, cytoksan,
dakarbazyna, daktynomycyna, daunorubicyna, dekksarp docetaksel, doksorubicyna,
DTIC, epirubicyna, etylenoimina, etopozyd, floksdypa, fludarabina, fluorouracyl, flu-
tamid, fotemustyna, gemcytabina, herceptin, heksdosmina, hydroksymocznik, idaru-
bicyna, ifosfamid, irynotekan, lomustyna, mechlareina, melfalan, merkaptopuryna, me-
totreksat, mitomycyna, mitotan, mitoksantron, oigatyna, paklitaksel, pamidronian,
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pentostatyna, plikamycyna, prokarbazyna, rytuksynsaéroidy, streptozocyna, STI-571,
streptozocyna, tamoksyfen, temozolomid, tenipozgtiazyna, tioguanina, tiotepa, tomu-
deks, topotekan, treosulfan, trimetreksat, winlglzest winkrystyna, windezyna, winorelbi-
na, VP-16 i Xeloda.

[0115] Uzyteczne leki do chemioterapii nowotworéw obejmtgwniez srodki alkilujagce
takie jak tiotepa i cyklofosfamid; alkilosulfonianytakie jak busulfan, improsulfan
I piposulfan; azyrydyny, takie jak benzodopa, k&seon, meturedopa i uredopa; etyleno-
iminy i metylamelaminy, w tym altretamina, trietglemelamina, trietylenofosforamid,
trietylenotiofosforoamid i trimetylolomelamina; pgomdne iperytu azotowego, takie jak
chlorambucyl, chlornafazyna, cholofosfamid, estratyiia, ifosfamid, mechloretamina,
chlorowodorek tlenku mechloretaminy, melfalan, Nobgehin, fenesteryna, prednimusty-
na, trofosfamid, iperyt uracylu; nitromoczniki, taljak karmustyna, chlorozotocyna, fo-
temustyna, lomustyna, nimustyna i ranimustyna,; laotyki, takie jak aklacynomyzyny,
aktynomycyna, autramycyna, azaseryna, bleomycyagtykomycyna, kalicheamycyna,
karabicyna, karminomycyna, karzinofilina, chromomyg, daktynomycyna, daunorubi-
cyna, detorubicyna, 6-diazo-5-okso-L-norleucyn&sdoubicyna, epirubicyna, ezorubicy-
na, idarubicyna, marcellomycyna, mitomycyny, kwagkaienolowy, nogalamycyna, oli-
womycyny, peplomycyna, potfiromycyna, puromycynayekamycyna, rodorubicyna,
streptonigryna, streptozocyna, tubercydyna, ubeksmeynostatyna i zorubicyna; antyme-
tabolity, takie jak metotrksat i 5-fluorouracyl BJ); analogi kwasu foliowego, takie jak
denopteryna, metotreksat, pteropteryna i trimettgkanalogi puryny, takie jak fludarabi-
na, 6-merkaptopuryna, tiamipryna i tioguanina; agapirymidyny, takie jak ancytabina,
azacytydyna, 6-azaurydyna, karmofur, cytarabinageaksyurydyna, doksyflurydyna, eno-
cytabina, floksurydyna i 5-FU; androgeny, takie @tusteron, propionian dromostanolo-
nu, epitiostanol, mepitiostan i testolakton; antagm hormondw kory nadnerczy, jak ami-
noglutetymid, mitotan i trilostargrodki uzupetniajce kwas foliowy, takie jak kwas foli-
nowy; aceglaton; glikozyd aldofosfamidu, kwas anemalinowy; amsakryna; bestrabu-
cyl; bisantren; edatraksat; defofamina; demekolggzykwon; elfomityna; octan elipty-
nium; etoglucyd; azotan galu; hydroksymocznik; ileguh; lonidamina; mitoguazon; mitok-
santron; mopidamol; nitrakryna; pentostatyna; fegamirarubicyna; kwas podofilinowy;
2-etylohydrazyd; prokarbazyna; PSK®; razoksan; fgs&e; spirogerman; kwas tenuazo-
nowy; triazykwon; 2,2',2"-trichlorotrietyloamina;jretan; windezyna, dakarbazyna; man-
nomustyna; mitobronitol; mitolaktol; pipobroman;cgéozyna; arabinozyd (,Ara-C”); cy-
klofosfamid; tiotepa; taksoidy, np. paklitaksel (X@L®, Bristol-Myers Squibb Onco-
logy, Princeton, NJ) i doksetaksel (TAXOTERE®, RbdpPoulenc Rorer, Antony, Fran-
cja); chlorambucil; gemcytabina; 6-tioguanina; nagrifopuryna; metotreksat; analogi pla-
tyny, takie jak cisplatyna i karboplatyna; winblas; platyna; etopozyd (VP-16); ifosfa-
mid; mitomycyna C; mitoksantron; winkrystyna; wietlsina; nawelbina; nowantron; teni-
pozyd; daunomycyna; aminopteryna; Xeloda; ibandnonCPT-11; inhibitor topoizome-
razy RFS 2000; difluorometylornityna (DMFO); kwasinowy; esperamicyny; kapecyta-
bina; i farmaceutycznie dopuszczalne sole, kwaslp pochodne ktérychkolwiek
z powyzszych. Uwzgtdniono réwnie srodki antyhormonalne, ktére dziaday celu regu-
lacji lub hamowania dziatania hormonu na nowotwadakie jak anty-estrogeny, w tym na
przyktad tamoksyfen, raloksyfen, inhiog aromataz 4(5)-imidazole, 4-
hydroksytamoksyfen, trioksyfen, keoksyfen, onapnsi toremifen (Fareston); i anty-
androgeny, takie jak flutamid, nilutamid, bikalutdm leuprolid i goserelina;

i farmaceutycznie dopuszczalne sole, kwasy lub pdicl ktdrychkolwiek z powaszych.
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[0116] Uzyteczne leki obejmygjréwniez cytokiny. Przyktadami takich cytokirg dimfoki-
ny, monokiny i tradycyjne hormony polipeptydowe.sfal cytokin ujmuje s hormony
wzrostu, takie jak ludzki hormon wzrostu, N-metitowy ludzki hormon wzrostu i byel
cy hormon wzrostu; hormon przytarczyc; tyroksymsuling; proinsulire; relaksyr; pro-
relaksyr; hormony glikoproteinowe, takie jak hormon foliktdopowy (FSH), tarczyco-
wy hormon stymulujcy (TSH) i hormon luteinizagy (LH); watrobowy czynnik wzrostu;
fibroblastowy czynnik wzrostu; prolaktgnlaktogen tayskowy; czynnik martwicy nowo-
tworéw -6 oraz
—B; substangl hamujca funkcje przewoddéw Millera; mysi peptyd pawany

z gonadotropig inhibine; aktywing; naczyniowysrodbtonkowy czynnik wzrostu; integry-
ng; trombopoetyn (TPO); czynniki wzrostu nerwdw, takie jak NGEptytkowy czynnik
wzrostu; transformygpge czynniki wzrostu (TGF) takie jak TGkt TGF; insulinopodob-
ne czynniki wzrostu —I i —Il; erytropoetyr{(EPO); czynniki osteoinduktywne; interferony,
takie jak interferon e, -8 i —y; czynniki stymulugce wzrost hodowli (CSF) takie jak ma-
krofag-CSF (M-CSF); granulocyt-makrofag-CSF (GM-§,SiFgranulocyt-CSF (G-CSF);
interleukiny (IL) takie jak IL-1, IL-la, IL-2, IL-3 IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-11,
IL-12, IL-15; czynnik martwicy nowotworow taki jakNF-o lub TNF; i inne czynniki
polipeptydowe, w tym LIF i ligand kit (KL). Wedtugpisu, pogcie cytokina obejmuje
biatka z naturalnyctzrodet lub z rekombinowanej hodowli komérkowej i loigicznie
czynne odpowiedniki natywnych sekwencji cytokin.

[0117] Leki mogy oznaczé proleki, aktywowane w dalszej kolegw przez enzym akty-
wujacy prolek, ktory przeksztatca prolek, taki jak peplowy srodek chemoterapeutycz-
ny, do postaci czynnego leku przeciwnowotworowegob. np. WO 88/07378, WO
81/01145; patent amerykski nr 4,975,278. Na ogoét, sktadnik enzymatyczngjotuje
wszelkie enzymy zdolne do oddziatywania na probdk tby podlegat konwersji do bar-
dziej aktywnej, cytotoksycznej postaci.

IV. Kierowanie minikomérek do okénych komdrek ssaczych

[0118] Wedtug wynalazku, minikomorka jest kierowana deelowej komorki ssaczej za
pasrednictwem dwuswoistego ligandu, jak opisano w WID3056749. Dwuswoisty li-
gand, o swoisti zaréwno dla sktadnikdw minikomorki, jak i komédsaczej, powoduje
wigzanie minikomodrki do komorki ssaczej, tate minikomorka jest pochtaniana przez
komorke ssacg, a komorka ssacza produkuje funkcjonatmsteczle kwasu nukleinowe-
go. Ten sposéb ukierunkowanego dostarczaniznmoealizowa w warunkachin vivo lub
invitro, lub zaréwnan vivo, jak iin vitro.

[0119] Kontakt pom¢dzy dwuswoistym ligandem, minikomark komorky ssacz maze
zachodz na szereg tmych sposobow. W przypadku dostarczaniaivo, korzystne jest
podawanie minikomorki, ktéra mazuofgczony do niej dwuswoisty ligand. g8t docho-
dzi do kontaktu wszystkich: minikomorki, dwusworpteligandu i komérki docelowej,
gdy dwuswoisty ligand-ukierunkowana minikomorkaagsip komérke docelovg w wa-
runkachinvivo. Alternatywnie, dwuswoisty ligand i minikomorka mpg@y¢ podawane
oddzielniein vivo.

[0120] Kontakt pom¢dzy dwuswoistymi ligandami, minikomorkami i komérka ssa-
czymi maze réwniez zachodzi podczas jednej lub wiej inkubacjiin vitro. W jednym
przyktadzie wykonania trzy elementy mkubowane ze s@bwszystkie naraz. Alternatyw-
nie, maena prowadz inkubacje etapami. W jednym przyktadzie pddej etapowego,
minikomorki i dwuswoiste ligandyasnajpierw inkubowane razem, dla utworzenia dwu-
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swoistego ligandu-ukierunkowanych minikomérek, ktos nastpnie inkubowane
z komorkami docelowymi. W kolejnym przyktadzie dwumste ligandy g najpierw inku-
bowane z komérkami docelowymi, z ngstzy inkubacf z minikomérkami. Kombinacja
jednej lub wecej inkubacijiin vitro i podawaniain vivo rowniez maze doprowadz do
kontaktu dwuswoistych ligandéw, minikomorek i ssatzkomérek docelowych.

[0121] Tworcy stwierdzili,ze podejcie ukierunkowanego dostarczania znajduje ogolne
zastosowanie do komérek ssaczych, w tym komoreékekiormalnie soporne na swoigt
adhez¢ i endocytoz minikomorek. Na przyktad, dwuswoiste ligandy pinegata

0 swoistdci anty-O-polisacharyd na jednym ramieniu i swaist@nty-receptor HER2 lub
anty-receptor androgenu na drugim ramieniu skuiec&iyza minikomorki do odnénych
receptorow na szeregu docelowych niefagoggiigh komorek. Te komorki obejmyj
komorki raka ptuc, jajnika, mozgu, sutka, gruczktakowego i raka skory. Ponadto, sku-
teczne wizanie poprzedza szypk endocytoz minikomérek przez kalg

Z niefagocytuyjcych komorek.

[0122] Komorki docelowe wedtug wynalazku obejruyszelkie komorki, do ktérych ma
by¢ wprowadzony funkcjonalny kwas nukleinowy. Zgdane komorki doceloweg sscha-
rakteryzowane przez ekspresgceptora powierzchniowego komoérki, co — po gaaniu
ligandu — ufatwia endocyt@z Korzystne komorki docelowe siiefagocytujce, co ozna-
cza,ze komorki nie § wyspecjalizowanymi fagocytami, takimi jak makrofagomorki
dendrytyczne i komérki naturalnych zabojcow (NK)orKystne komorki docelowe row-
niez oznaczaj komorki ssacze.

[0123] Ligandy wyteczne w sposobach ukierunkowanego dostarczardaigv&vynalazku
obejmup wszelkiesrodki, ktére wiza sie do sktadnika powierzchniowego na komérce do-
celowej i do sktadnika powierzchniowego na minikoogd Korzystnie, skiadnik po-
wierzchniowy na komérce docelowej oznacza receptmzegolnie receptor zdolny do po-
sredniczenia w endocytozie. Ligandy mozpwierd polipeptyd i/lub sktadnik waglowo-
danu. Przeciwciata oznaczdkorzystne ligandy. Na przyktad, dwuswoiste przetaho,
ktore niesie podwojne swoistm dla sktadnika powierzchniowego na nienaruszonych
nikomorkach pochodzenia bakteryjnego i dla skladmkwierzchniowego na docelowych
komorkach ssaczych, mma skutecznie stosowado nakierowywania minikomorek na
komorki docelowe ssacie vitro i in vivo. Uzyteczne ligandy obejmaijréwniez receptory,
enzymy, peptydy wizace, biatka fuzyjne/chimeryczne i drobneysteczki.

[0124] Selekcg okreslonego ligandu prowadzi gina podstawie dwéch giéwnych kryte-
riow: (i) swoiste wizanie do jednej lub wcej domen na powierzchni nienaruszonych mi-
nikomorek i (ii) swoiste wizanie do jednej lub wcej domen na powierzchni komérek do-
celowych. S4d ligandy korzystnie majpierwsze rami, ktore niesie swoisto dla struktu-

ry powierzchniowej nienaruszonej minikomorki pochedia bakteryjnego i drugie ragni
ktore niesie swoistg dla struktury powierzchniowej komorki ssaczejzHa z pierwszego

I drugiego ramienia magby¢ wielowartgciowe. Korzystnie, kade ram¢ jest monoswoi-
ste, nawet jdi jest wielowartgciowe.

[0125] Do celéw wizania do minikomorek pochodzenia bakteryjnegaag@ane jest, dla
jednego ramienia ligandu, aby byto swoiste dla dikilea O-polisacharydowego lipopoli-
sacharydu znajdowanego na macierzystej komorcebygkej. Inne struktury powierzch-
niowe minikomorki, ktére mina wykorzysta do wigzania ligandu obejmajpolipeptydy
eksponowane na powierzchni komorki ¢glowodany na btonach zewtnznych, ekspo-
nowane na powierzchni komorki segmenty peptydoly pimbri i wici.
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[0126] Do celéw wazania do komdrek docelowych, jedno rarigandu jest swoiste dla
sktadnika powierzchniowego komorki ssaczej. Takiadniki obejmujy biatka, peptydy

i weglowodany powierzchni komorkowej, czy to scharaktewane czy niescharaktery-
zowane. Receptory powierzchniowe komoérki, szczegdia zdolne do aktywowania en-
docytozy za p&rednictwem receptora,g spazgdanymi sktadnikami powierzchniowymi
komorki do nakierowywania. Takie receptorysliesa nadeksprymowane na powierzchni
komorki docelowej nadajdodatkov selektywné¢ dla nakierowywania na komorki do
leczenia, zmniejszgg tym samym maiwos¢ dostarczania do komorek innychz oce-
lowe.

[0127] W charakterze przyktadu, mama nakierowywé sie na komorki nowotworowe,
komorki przerzutowe, komorki uktadu naczyniowegaki¢ jak komorki srédbtonka

i komorki migsni gtadkich, komérki ptuc, komorki nerek, komérkivki, komorki szpiku
kostnego, komérki mozgu, komérkiatwoby itd., lub prekursory wszelkich wybranych
komorek, poprzez selekcligandu, ktory swaicie wigze motyw receptora powierzchnio-
wego komoérki na pmdanych komorkach. Przyktady receptoréw powierzohgih ko-
morki obejmuj antygen karcynoembrionalny (CEA), ktory jest napekmowany w
wigkszaci nowotworéw okegznicy, odbytu, sutka, ptuca, trzustki i przewodu gokowe-
go (Marshall, 2003); receptory hereguliny (HERAa2y lub c-erbB-2), ktére § czsto na-
deksprymowane w rakach sutka, jajnika, egkicy, ptuca, gruczotu krokowego i raka
szyjki macicy (Hunget al., 2000); receptor naskérkowego czynnika wzrostu (B¥;kto-
ry podlega wysokiej ekspresji w wielu nowotworaitiadh, w tym tych sutka, gtowy i szyi,
niedrobnokomaorkowego raka ptuc i gruczotu krokowg¢g8alomon et al 1995); receptor
asjaloglikoproteiny (Stockert, 1995); receptor sfanyny (Singh, 1999); receptor kom-
pleksu enzymatycznego serpiny, ktéry jest ekspryamomwna hepatocytach (Ziady et al.,
1997); receptor fibroblastowego czynnika wzrostGHR), ktéry jest nadeksprymowany
na komorkach gruczolakoraka przewodowego trzustlad(ff et al., 2002); receptor czyn-
nika wzrostusrédbtonka naczyniowego (VEGFR), do terapii genopregeciw angiogene-
zie (Becker et al.2002; Hoshida et al2002); receptor folianu, ktory jest selektywnie na
deksprymowany w 90% rakow glazotwdrczych jajnika (Gosselin i Lee, 2002); ghle
liks powierzchni komoérki (Batra et all994); receptory wglowodanow (Thurnher et al.,
1994); i polimeryczny receptor immunoglobulin, ktgest wyteczny przy dostarczaniu
genow do komérek nabtonka oddechowego i atrakcgimyeczenia chorob ptuc, takich
jak zwtoknienie torbielowate (Kaetzel et,d997).

[0128] Korzystne ligandy obejmajprzeciwciata i/lub pochodne przeciwciata. Wedtug
opisu pogcie ,przeciwciato” obejmuje eiteczk immunoglobuliny uzyskanna drodze
generowanian vitro lub in vivo odpowiedzi immunogennej. Rgje ,przeciwciato” obej-
muje poliklonalne, monoswoiste i monoklonalne pize@ta, jak réwnie pochodne prze-
ciwciat, takie jak pojedynczot@uchowe fragmenty przeciwciat (scFv). Przeciwcigh®-
chodne przeciwciatayteczne w wynalazku nioa rownie otrzyma technikami rekom-
binowanego DNA.

[0129] Przeciwciata typu dzikiego mgpztery polipeptydowe feuchy, dwa identyczne
tancuchy cezkie i dwa identyczne fecuchy lekkie. Oba typy polipeptydowychmtauchow
maja regiony state, ktére nieg zrdznicowane lub rénig sic w minimalnym stopniu po-
migdzy przeciwciatami z tej samej klasy, i regiony emme. Regiony zmienng sinikato-
we dla okrélonego przeciwciata i zawiergdomer wigzaca antygen, ktora rozpoznaje
swoisty epitop. Regiony domeny aiacej antygen, ktdregsnajbardziej bezpmednio za-
angaowane w wizanie przeciwciala to ,regiony determinpcg komplementarr$é”
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(CDR).

[0130] Pokcie ,przeciwciato” obejmuje rowniepochodne przeciwciat, takie jak fragmen-
ty przeciwcial, ktore zachowwjzdolnGé¢ wigzania s¢ swokcie do antygenow. Takie
fragmenty przeciwciat obejmajragmenty Fab (fragment, ktory zawiera domenazaca
antygen i zawiera fecuch lekki i czs$¢ tancucha agzkiego, poyczone mostkiem wezania
dwusiarczkowego), Fab' (fragment przeciwciata zeayey pojedyncz domemr wigzaca
antygen zawiergfa Fab i dodatkow cze$¢ tancucha o¢zkiego, przez region zawiasowy,
F(ab")2 (dwie czsteczki Fab' pagtzone przez wgzania dwusiarczkowe ruzy taxcucha-
mi w regionach zawiasowychrauchdw cezkich), dwuswoiste Fab (ggteczka Fab magj
ca dwie domeny wizgce antygeny, z ktorych kda mae by skierowana na inny epitop) i
scFv (zmienny, wizacy antygen determinggy region pojedynczegoiaucha lekkiego i
ciezkiego przeciwciata, pgtzony taixcuchem aminokwaséw).

[0131] Gdy przeciwciata, w tym fragmenty przeciwciat, rsiwvia cze$¢ lub catdgé¢ ligan-
dow, g one korzystnie pochodzenia ludzkiego lglmsodyfikowane, aby byty odpowied-
nie do stosowania u ludzi. Tzw. ,humanizowane przei@ta” s3 dobrze znane ze stanu
techniki. Zob. np. Osbourn et al., 2003. Modyfikmwage za pomag manipulacji gene-
tycznej i/lub traktowanian vitro dla zmniejszenia ich antygeno$eou cztowieka. Sposo-
by humanizowania przeciwciah ®pisane, np. w amerykskich patentach nr 6,639,055,
nr 5,585,089 i nr 5,530,101. W najprostszym przWoadumanizowane przeciwciata s
tworzone przez przeszczepianiglipwi gzacych antygen, znanych jako regiony determinu-
jace komplementarrsé (CDR), z mysiego mAb na ludzkie 1gG. Zob. Jonegslet 1986;
Riechmann et al., 1988; Verhoeyen et al., 1988.e@emanie humanizowanych przeciw-
ciat o wysokim powinowactwie wymaga jednak na ogdeniesienia jednej lub wdej
dodatkowych reszt z tzw. regiondwekowych (FR) mysiego macierzystego mAb. Opra-
cowano rownie kilka wariantow technologii humanizowania. Zob.\gaan et al., 1998.

[0132] W wynalazku mena réwnie stosowad ludzkie przeciwciata, raczej ni,humani-
zowane przeciwciala”. Majone wysokie powinowactwo dla ich odmgch antygendw i
S3 rutynowo otrzymywane z bardzoaeh, pojedynczolacuchowych fragmentow zmien-
nych (scFv) lub bibliotek Fab do prezentacji fagpv®b. Griffiths et al., 1994; Vaughan
et al., 1996; Sheets et,al998; de Haard et al., 1999; i Knappik et al.,@200

[0133] Uzyteczne ligandy obejmaijréwniez dwuswoiste pojedynczatauchowe przeciw-
ciata, ktore typowo oznaczajekombinowane polipeptydy skladeg s¢ z czsci zmien-
nej tancucha lekkiego kowalencyjnie dgkzonej przez cgsteczk tacznika do odpowiada-
jacej czsci zmiennej tacucha agzkiego. Zob. patenty amerykskie nr 5,455,030, nr
5,260,203 i nr 4,496,778. Dwuswoiste przeciwcialezma réwnie otrzymywa& innymi
sposobami. Na przykfad, mma generowachemiczne heterokoniugaty, przez chemiczne
taczenie nienaruszonych przeciwciat lub fragmentozepivciat o rénych swoistéciach.
Zob. Karpovsky et al., 1984. Jednak takie heteralgaty g trudne do otrzymania
w powtarzalny sposob igsco najmniej dwukrotnie wksze nk normalne monoklonalne
przeciwciata. Dwuswoiste przeciwciata ama rOwnie. generowa przez wymian dwu-
siarczkéw, co jest powkane z gjciem enzymatycznym i reasocjadragmentow prze-
ciwciat. Zob. Glennie et al., 1987.

[0134] Poniewa fragmenty Fab i scF\ggednowartéciowe, mag one czsto niskie powi-
nowactwo dla struktur docelowych. Tym samym, komagsligandy otrzymywane z tych
sktadnikbéw g wprowadzane na drodzezymierii do dimerycznych, trimerycznych lub te-
tramerycznych koniugatoéw, dla zkszenia powinowactwa funkcjonalnego. Zob.



10

15

20

25

30

35

40

45

28

Tomlinson i Holliger, 2000; Carter, 2001; Hudso®auriau, 2001; i Todorovska et al.,
2001. Takie struktury koniugatéw rix@a generow&za pomog sieciowania chemicznego
i/lub genetycznego.

[0135] Dwuswoiste ligandy wedtug wynalazku korzystnie rmonoswoiste na kaym

z koacow, tj. swoiste dla pojedynczego skfadnika na kumiérkach na jednym kaou

i swoiste dla pojedynczego sktadnika na komérkamtetbwych na drugim kau. Ligan-

dy mog; by¢ wielowartgciowe na jednym lub obu koach, na przyklad, w postaci tzw.
diaciat, triciat i tetraciat. Zob. Hudson i Sourj&2003. Diaciatlo oznacza dwuwaitowy
dimer utworzony poprzez niekowalencyjnegaaenie dwoch scFv, ktére daje dwa miejsca
wigzace Fv. Podobnie, triciato jest wynikiem utworzetri@wartasciowego trimeru trzech
scFv, co daje trzy miejsca aigce, a tetraciato jest wynikiem utworzenia czterdormar
sciowego tetrameru czterech scFv, co daje czteryspaevipzace.

[0136] Kilka humanizowanych, ludzkich i mysich monoklomath przeciwciat i ich frag-
mentow, ktore maj swoistdci dla receptorow na komorkach ssaczych zatwierolzibm
uzytku terapeutycznego u ludzi, a lista ta gwaltowsierozrasta. Zob. Hudson i Souriau,
2003. Przykiad takiego przeciwciata, ktorezma stosowado utworzenia jednego ramie-
nia dwuswoistego ligandu ma swoigtalla HER2: Herceptin; Trastuzumab.

[0137] Regiony zmienne przeciwciata orma rownig sprzgat do szerokiej gamy biatko-
wych domen. Fuzja z domenami ludzkiej immunoglabyliakimi jak CH3 IgG1 zaréwno
zwicksza mas, jak i stymuluje dimeryza¢j Zob. Hu et al., 1996. Fuzja z ludzkimi regio-
nami zawiasowymi Ig Fc me dodé funkcje efektorowe. Rownig fuzja do heterolo-
gicznych domen biatka z multimerowych biatek stympelmultimeryzagj. Na przyktad,
stosowano fuzj krotkiego scFv do krétkich amfipatycznych helis, @elow produkcji mi-
niprzeciwciat. Zob. Pack i Pluckthun, 1992. Domenliatek, ktore tworg heterodimery,
takich jak fos/jun, mana stosowado produkcji dwuswoistych ggteczek (Kostelny et al.,
1992) oraz, alternatywnie, domeny homodimeryzacizma modyfikow& na drodze iay-
nierii, dla utworzenia heterodimerow za pomatrategii irtynierii takich jak ,knobs-into-
holes” [tworzenie wypukkxi pasujcych do otworéw] (Ridgway et al., 1996). Wreszcie,
mozna prowadz selekcg partneréw biatka fuzyjnego, ktéra zapewni zaréwmdtimery-
zacg, jak rowniez dodatkovd funkcje, np. streptawidyna. Zob. Dubel et al., 1995.

V. Dostarczanie do komoérek kompetentnych patgia fagocytozy lub endocytozy

[0138] Wynalazek zapewnia dodatkowo dostarczanie, popitaprowadzanie do kontaktu
minikomdérek pochodzenia bakteryjnego z komorkaracsgmi, ktére $ kompetentne pod
katem fagocytozy lub endocytozy. Takie komorki ssag&tére g zdolne do pochtogcia
macierzystych komérek bakteryjnych sposobem vggmmkomadrkowych bakteryjnych pa-
togenéw, podobnie pochtandaj minikomorki, ktére uwalniaj swop zawartd¢
w cytoplazmie komorek ssaczych. Takie péde do dostarczania me by prowadzone
bez wycia ukierunkowanych ligandéw.

[0139] Szereg mechanizméw m® by zaangaowanych w pochtanianie minikomorek
przez dany typ komoérki, a wynalazek nie jest pad tyzgkdem zaleny odzadnego okre-
slonego mechanizmu. Na przyktad, fagocytoza jestrzmlidokumentowanym procesem,
w ktérym makrofagi i inne komoérki fagocytow, takj@k neutrofile, pochtanigj czastki
przez wydtidanie nibyngek nad powierzchniczastki, do momentu catkowitego pochto-
nigcia czstki. Chocia opisuje s to jako ,nieswois” fagocytoz, wykazano udziat swoi-
stych receptoréw w procesie. Zob. Wright i Jong8@)9 Speert et al., (1988).
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[0140] Stad jedna posta fagocytozy wymaga oddziatywapomidzy ligandami po-
wierzchniowymi i receptorami ligandéw znajdaymi sk w btonach nibyngek (Shaw
I Griffin, 1981). Ten etap przytzenia, regulowany przez swoiste receptory, aast za
zaleeny od bakteryjnych adhezyn powierzchniowych. W edi@niu do mniej wirulent-
nych bakterii, takich jak nieenterotoksynogerhecoli, fagocytoza mze réwnie: zacho-
dzi¢ pod nieobecni ligandéw powierzchniowych dla receptoréw fagocyt@eb. np. Pi-
kaar et al. (1995). & wynalazek obejmuje, nieograniczap, stosowanie minikomoérek,
ktdre may — lub nie — adhezyny powierzchniowe, w zgodzieatum ich macierzystych
komorek bakteryjnych, igspochtaniane przez fagocyty.(tkompetentne poddgtem fago-
cytozy” komorki gospodarza), z ktdrych neutrofilenakrofagi § gtdwnymi rodzajami
u ssakow.

[0141] Kolejnym procesem pochtfaniania jest endocytozegpaaog ktorej wewmntrzko-
moérkowe patogeny, na przyktadzie gatunk&aimonella, Escherichia, Shigella, Helico-
bacter, Pseudomonas i Lactobacilli uzyskup dostp do ssaczych komérek nabtonkowych,
gdzie podlegaj replikacji. Dwa podstawowe mechanizmy w tym zalede endocytoza
zalezna od klatryny, regulowana przez receptor, znamaiex jako ,endocytoza optasz-
czonych jamek [klatrynowych]” (Riezman, 1993) i egngitoza niezalena od klatryny
(Sandvig & Deurs, 1994). Jedna lub obie mbgé zaangaowane, gdy kompetentna pod
katem pochtaniania komérka, ktéra dziata na drodzoeytozy (ij. .kompetentna podik
tem endocytozy” komérka gospodarza) pochtania romi&rki zgodnie z wynalazkiem.
Reprezentatywne kompetentne patekn endocytozy komérki oznaczdjomorki nabton-
kowe sutka, enterocyty w przewodzie pokarmowym, @&dkinnabtonkowezotadka, ko-
morki nabtonkowe ptuc i komorki nabtonkowe przewanoczowego i gcherza moczo-
wego.

[0142] Przy prowadzeniu dostarczania do kompetentnejlateim pochtaniania komorki
ssaczej bez stosowania ukierunkoygego ligandu, charakter rozsamnego zastosowania
bedzie wpltywa& na wybor bakteryjnegarddia wytych minikomérek. Na przyktad, gatun-
ki Salmonella, Escherichia i Shigella niosy adhezyny, ktéreasrozpoznawane przez po-
srednicace w endocytozie receptory na enterocytach w prdeiggookarmowym, i mag
by¢ odpowiednie do dostarczenia leku, ktory jest skartg wobec komoérek raka aini-

cy. Podobnie, minikomorki pochogtze odHelicobacter pylori, niossce adhezyny swoiste
dla komorek nabtonkowychotadka, mog by¢ odpowiednie do dostarczania nakierowa-
nego na komoérki rakaotagdka. Inhalacja lub insuflacja medy¢ idealne do podawania
nienaruszonych minikomorek pochadych z gatunkuPseudomonas, ktory niesie adhe-
zyny rozpoznawane przez receptory na komérkachonkhtptuc. Minikomérki pochodz

ce z bakteriLactobacilli, ktére niog adhezyny swoiste dla komorek nabtonkowych uktadu
moczowego i pcherza moczowego, medy¢ dobrze dostosowane do dostarczenia leku
do cewki moczowej w przypadku raka drog moczowyithrika pcherza moczowego.

VI. Formulacje

[0143] Wynalazek obejmuje zakresem kompozycje, lub foragjalgak zdefiniowano po-
wyzej. Funkcjonalny kwas nukleinowy m® oznaczé& dowolny z przedstawionych
w opisie SiRNA, shRNA, rybozymdw lub gteczek antysensownych. Funkcjonalny kwas
nukleinowy mae roéwniez by¢ kodowany przez inny kwas nukleinowy, taki jak prad,

jak przedstawiono w opisie. Kwas nukleinowy kaghyj funkcjonalny kwas nukleinowy
moze mi&€ dowolne z elementdw regulatorowych lub element@porterowych, jak
przedstawiono w opisie.
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[0144] Formulacja opcjonalnie zawiera lek, jak przedstawiw opisie. Korzystnie, mini-
komorka z formulacji zawiera lek. Alternatywnie,nitkomorka mae zawiera czasteczk
kwasu nukleinowego, takak plazmid, ktéry koduje lek.

[0145] Stad formulacje zawiergce minikomork korzystnie zawiergjmniej niz okoto 1
zanieczyszczaga macierzyst komorke bakteryjy na 13 minikomorek, bardziej korzyst-
nie zawieraj mniej niz okoto 1 zanieczyszczaja macierzyst komorke bakteryjm na 16
minikomérek, nawet bardziej korzystnie zawierajniej niz okoto 1 zanieczyszczgaja
macierzysi komorke bakteryjm na 18 minikomorek, jeszcze bardziej korzystnie zawiera-
ja mniej niz okoto 1 zanieczyszczaia macierzyst komorke bakteryjy na 18° miniko-
morek i najbardziej korzystnie zawieganniej niz okoto 1 zanieczyszczglg macierzyss
komorke bakteryjm na 16 minikomérek.

[0146] Jak zdefiniowano powyj, formulacje réwnig zawierag dwuswoisty ligand do
ukierunkowywania minikomorki na komagldocelows. Minikomérka i ligand mog ozna-
cza dowolne z tych przedstawionych w opisiegdSminikomorka zawiera kwas nuklei-
nowy kodugcy funkcjonalny kwas nukleinowy i dwuswoisty ligajest zdolny do wijza-
nia st do sktadnika powierzchniowego minikomorki i do akhika powierzchniowego
docelowej komérki ssaczej.

[0147] Mozna otrzymywa formulacg skladajca sic zasadniczo z minikomérek oraz, op-
cjonalnie lekéw, wedtug wynalazku (to jest, formaji ktora obejmuje takie minikomor-
ki, leki i ligandy z innymi sktadowymi, ktore niaterferup nadmiernie z kwasem nuklei-
nowym lub widciwosciami dostarczania leku dla kompozycji), w konwemgjiny sposdb,
przy wyciu jednego lub wicej farmaceutycznie dopuszczalnychimkow lub rozczynni-
kow.

[0148] Formulacje mena prezentow@d w jednostkowej postaci dawkowania,
np. w amputkach lub fiolkach, lub w pojemnikach Elma dawkami, z dodanym kon-
serwantem lub bez. Formulacja meowystpowa w postaci roztworu, zawiesiny lub
emulsji w olejowych lub wodnych zardbkach, i meozawierd srodki do formutowania,
takie jaksrodki zawieszajce, stabilizujce i/lub dysperguce. Odpowiedni roztwor jest
izotoniczny z krwa biorcy i ilustrup go roztwor soli fizjologicznej, roztwor Ringeradz-
twor dekstrozy. Alternatywnie, formulacje mpgiec posta liofilizowanego proszku, do
odtworzenia z odpowiedfizaréblg, np. jatowg wodg wolng od pirogendéw lub roztworem
soli fizjologicznej. Formulacje magréwniez mie¢ posta& preparatu do umieszczenia
w tkankach. Takie formulacje o dlugotrwatym dziatamazna podawé przez wszczepie-
nie (na przyktad podskaornie lub daggmiowo) lub przez wstrzykacie domegsniowe.

A. Drogi podawania

[0149] Formulacje wedtug wynalazku mpgy¢ podawane rinymi drogami i do rénych
miejsc w organizmie ssaka, dla qggiiccia pazagdanego dziatania terapeutycznego, miej-
scowo lub uktadowo. Dostarczenie ma osiygnagé, na przyktad, przez podawanie doust-
ne, przez podanie formulacji do jamy ciata, pragziacg lub insuflacg, lub przez poda-
wanie pozajelitowe, dorgniowe, daylne, dozyly wrotnej, wewntrzwatrobowe, otrzew-
nowe, podskoérne, dorakowe létddskorne. Tryb i miejsce podawania zgled lokaliza-

cji komorek docelowych. Na przyktad, komorki tordoate z wioknieniem magbyc
skutecznym celem dla dostarczania w drodze inhal&ggrunkowanych minikomorek.
Podobnie, przerzut nowotworu tma skuteczniej leczypoprzez deylne dostarczanie
ukierunkowanych minikomérek. Pierwotny rak jajnikenzna leczy na drodze podawania
srodotrzewnowego ukierunkowanych minikomaorek.
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B. Czystd¢

[0150] Minikomorki wedtug wynalazkugzasadniczo wolne od zanieczyszgeggh ma-
cierzystych komorek bakteryjnych.a8tformulacje zawiergge minikomork wedtug wy-
nalazku korzystnie zawierkgjmniej niz okoto 1 zanieczyszczgjg macierzyst komorke
bakteryjy na 13 minikomdrek, bardziej korzystnie zawiegapnniej niz okoto 1 zanie-
czyszczajca macierzyst komorlke bakteryjm na 18 minikomoérek, nawet bardziej ko-
rzystnie zawierajmniej niz okoto 1 zanieczyszczgajg macierzysi komoérlke bakteryjry na
10° minikomorek, jeszcze bardziej korzystnie zawigraniej niz okoto 1 zanieczyszcza-
jaca macierzysf komorke bakteryjr na 168° minikomorek i najbardziej korzystnie zawie-
raja mniej niz okoto 1 zanieczyszczaia macierzyst komorke bakteryjmy na 168! miniko-
morek.

[0151] Sposoby oczyszczania minikomérek snane ze stanu techniki i opisane w
WO 03/033519. Jeden taki spos@bzy filtracje w przeptywie krzgowym (przeptyw na-
dawy jest rownoleglty do powierzchni membrany; FerhE987) i filtrac typu dead-end
[z przeptywem jednokierunkowym] (przeptyw nadawstjg@rostopadty do powierzchni
membrany). Opcjonalnie, kombinacfiltracji moze poprzedza wirowanie r@nicowe,
przy niskiej sile oérodkowej, dla usumcia pewnej cgsci komorek bakteryjnych

I w konsekwencji wzbogacenia supernatantu w minidudm

[0152] Kolejny sposOb oczyszczania wykorzystuje wirowame gradiencie ¢stacsci

w osrodku biologicznie kompatybilnym. Po wirowaniu pasminikomorek zbiera si

z gradientu, oraz, opcjonalnie, minikomorki goddawane kolejnym rundom wirowania
w gradiencie gstaici, dla zwkkszenia czystwi. Sposdb mze dodatkowo obejmowia
wstepny etap prowadzenia wirowaniazndcowego na probce zawiegagj minikomorki.
Przy prowadzeniu w niskiej sile eddkowej, wirowanie rénicowe usunie pewnczesé
macierzystych  komérek bakteryjnych, wzbogacaj tym samym supernatant
w minikomorki.

[0153] Szczegdlnie skuteczne sposoby oczyszczania wykiizywiokienka bakteryjne

do zwkkszenia czystei minikomérek. S§d, sposob oczyszczania minikomoérek z@o

obejmowa etapy (a) poddawania probki zawieragj minikomorki na dziatanie stanu, kto-
ry indukuje w macierzystych komaorkach bakteryjnyehybieranie postaci wiokienkowej,
z nas¢pczym (b) filtrowaniem prébki, do uzyskania oczygsmeego preparatu minikomo-
rek.

[0154] Znane sposoby oczyszczania minikomorekzmaorownie taczy¢. Jedna wysoce
skuteczna kombinacja sposobdw jest jak¢mage:

Krok A: Réznicowe wirowanie produkggej minikomorki hodowli komorek bakte-
ryjnych. Ten etap, ktory nima prowadz przy 2000 g przez okoto 20 minut, usu-
wa wiekszas¢ macierzystych komérek bakteryjnych, pozostaygajdwnoczeénie
minikomarki w supernatancie.

Krok B: Wirowanie w gradiencie¢gtasci przy wyciu izotonicznego i nietoksycz-
nego dérodka na potrzeby wykonania gradienigstgsci. Ten etap oddziela mini-
komorki od wielu zanieczyszcaew tym macierzystych komorek bakteryjnych, z
minimalmg utrag minikomorek. Korzystnie, etap ten jest powtarzangamach me-
tody oczyszczania.

Krok C: Filtracja w przeptywie krzzyowym przez filtr 0,45 um dla dalszego
zmniejszenia zanieczyszczenia macierzystymi konmarkeakteryjnymi.
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Krok D: Indukowane stresem tworzenie wiokienek w@atatych macierzystych
komodrkach bakteryjnych. Mma tego dokonaprzez poddawanie zawiesiny mini-
komorek dziataniu dowolnego z kilku stresogennyeiumkowsrodowiskowych.

Krok E: Traktowanie antybiotykiem w celu zabicia cigazystych komérek bakte-
ryjnych.

Krok F: Filtracja w przeptywie krzzowym, w celu usugtia drobnych zanieczysz-
czen, takich jak gcherzyki btonowe, fragmenty bton, pozostaiobakteryjne,
kwasy nukleinowe, sktadniki ggwek itd., i dla zaizenia minikomorek. Mana
zastosowa filtr 0,2 um do oddzielenia minikomérek od drobhyzanieczyszcze
a filtr 0,1 um mana stosowado zatzania minikomorek.

Krok G: Filtracja typu dead-end, dla usggia widkienkowych martwych komérek
bakteryjnych. Mana zastosowsfiltr 0,45 um w tym etapie.

Krok H: Usuwanie endotoksyn z preparatu minikomonglozna stosowaé kulki
magnetyczne pokryte anty-lipidem A w tym etapie.

C. Schematy podawania

[0155] Na ogdt, formulacje ujawnione w opisie ama stosowaw odpowiednich dawko-
waniach, zdefiniowanych w rutynowych testach, dlaymania optymalnego efektu fizjo-
logicznego, z rownoczesnym minimalizowaniem wszglpotencjalnej toksyczioi.
Schemat dawkowania maea dobré zgodnie z szeregiem czynnikdéw, w tym takich jak
wiek, waga, pté, stan zdrowia pacjenta; nasilenie schorzenia deel@ia, droga podawa-
nia, i czynnaéc¢ nerek i watroby pacjenta.

[0156] Optymalna precyzja w agjaniu s¢zen minikomorek i leku w zakresie, ktory daje
maksymalg skuteczné& z minimalnymi dziataniami niepgdanymi mae wymaga
schematu opartego na kinetyce minikomorki i ejostsci leku dla miejsc docelowych

i komorek docelowych. Dystrybugjrownowag i usuwanie minikomoérek lub leku moa
rozwazy¢ przy okrdlaniu optymalnego stenia na potrzeby schematu leczenia. Dawko-
wanie minikomoérek i lekbw mima dostosowyw® przy stosowaniu w kombinacji, dla
osiggniecia pargdanego efektu.

[0157] Ponadto, podawanie dawek formulacji zna optymalizowé stosujc system mo-
delowania farmakokinetycznego/farmakodynamicznagm.przyktad, ména wybr& je-
den lub wécej schematéw dawkowania, a model farmakokinety§anpakodynamiczny
maozna stosowado okrélenia profilu farmakokinetycznego/farmakodynamicgmgedne-
go lub wikcej schematéw dawkowania. Ngstie mana wybra jeden schemat dawkowa-
nia do podawania, dla ktérego giga s¢ pazgdaryg odpowied farmakokinetyczg farma-
kodynamiczg na podstawie okénego profilu farmakokinetycznego/ farmakodynamicz
nego. Zob. np. WO 00/67776.

[0158] Swokcie, formulacje mogby¢ podawane co najmniej raz na tydzig ciaggu kilku
tygodni. W jednym przyktadzie wykonania, formulasjgpodawane co najmniej raz w ty-
godniu przez kilka tygodni do kilku miesiy.

[0159] Doktadniej, formulacje magby¢ podawane co najmniej raz dziennie przez okoto
2,3,4,5/6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15,116,18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30 lub 31 dni. Alternatywnie, formulacje mdgy¢ podawane okoto raz dziennie, oko-
lorazna?2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 3,16, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25,
26, 27, 28, 29, 30 lub 31 dni lubgekgj.



10

15

20

25

30

35

40

45

33

[0160] Formulacje mog alternatywnie b§ podawane okoto raz na tyd#jeokoto raz na 2,
3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,187 19 lub 20 tygodni lub wiej. Alterna-

tywnie, formulacje mog by¢ podawane co najmniej raz na tydeijgzez okoto 2, 3, 4, 5,
6,7,8,9, 10,11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18ubP0 tygodni lub wicej.

[0161] Alternatywnie, formulacje maegby¢ podawane okoto raz na migsj okoto raz na
2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11 lub 12 mé¢eyilub wiccej.

[0162] Formulacje ména podawé w pojedynczej dawce dziennej, lub catkowite dawko-
wanie dzienne mma podawa w dawkach podzielonych dwa, trzy lub cztery razied-
nie.

[0163] W sposobie, w ktérym minikomorkiggoodawane przed lekiem, podawanie leku
moze zachodz w dowolnym czasie, od kilku minut do kilku godzm podaniu miniko-
morek. Lek mana alternatywnie podawav dowolnym czasie, od kilku godzin do kilku
dni, potencjalnie kilka tygodnizado kilku mies¢cy po minikomaorkach.

[0164] Doktadniej, minikomorki mgna podawa co najmniej okoto 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 222ub 24 godziny przed lekiem. Ponadto,
minikomorki mog by¢ podawane co najmniej okoto 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8,80, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 2527628, 29, 30 lub 31 dni przed podaniem
leku. Minikomorki mog by¢ podawane co najmniej okoto 1, 2, 3, 4, 5, 6, R,80, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 lub 20 tygodni Iuboej przed lekiem. Minikomorki mag
by¢ podawane co najmniej okoto 1, 2, 3, 4, 5, 6, A,80, 11 lub 12 miesty przed le-
kiem.

[0165] W innym przyktadzie wykonania minikomorka jest pagina po leku. Podawanie
minikomérek mae zachodzi w dowolnym czasie, od kilku minut do kilku godzo po-
daniu leku. Minikomérki mena alternatywnie podawav dowolnym czasie, od kilku go-
dzin do kilku dni, potencjalnie kilka tygodnt @o kilku miesgcy po leku.

[0166] Ponizsze przyktady maj wytacznie charakter ilustrggy, a nieograniczagy,

| zapewniag petniejsze zrozumienie wynalazku. Przyktady dertrons ze lekooporne
komorki nowotworowe mina skutecznie leczyin vivo poprzez (1) podawanie ukierun-
kowanych rekombinowanych minikomérek niogch sekwencje RNAI zaprojektowane do
zmniejszania lub eliminowania ekspresji genu (genkedupcych lekoopornge i (2) po-
dawanie ukierunkowanych, wypakowanych lekiem minikoek niogcych lek, na ktory
uwrazliwiono komorki rakowe.

Przyktad 1. Plazmidy do ekspresji anty-MDR1 i antybcl-2 ShRNA i oczyszczanie re-
kombinowanych minikomérek.

[0167] Rekombinowane minikomorki nigse plazmidy kodujce sekwencje shRNA
(Mdrl lub bcl-2) generowano jak nagstije. Sekwencja Mdrl shRNA zastosowana w tym
badaniu byta opisana przez Wu et al., 2003 (5'- TGS AAACCAACTGTCAGTGTA
gagtactg TACACTGACAGTTGGTTTCTT TTTTT-3") (SEQ ID NQ) a uyta sekwencja
SsnRNA bcl-2 byta jak opisano w Wacheck et al, 20035-
TCGATGTGGATGACTGAGTACCTGA gagtactg TCAGGTACTCAGTCAICA-
CATTTTT-3') (SEQ ID NO: 2). Odrime sekwencje shRNA syntetyzowano i indywidual-
nie podklonowywano do plazmidu IMG-800 (Imgenex ©pSan Diego, CA, USA) tak,
ze sekwencje mogty lByeksprymowane z plazmidowego promotora U6. Plaznmdie
miejsce inicjacji replikacji pUC, ktore umliwia osigganie duaej liczby kopii plazmidu w
komorkach bakteryjnych. Rekombinowane plazmidy ssisjonowano, dla zapewnienia,
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ze sekwencje shRNA byly poprawne i w ramce odczytiekspresji z promotora U6. Re-
kombinowanymi plazmidami transformowano zmutowangczep S. typhimurium
minCDE, a minikomorki niagce plazmidy oczyszczano jak opisano w U.S.76118&5.
kombinowane minikomérki oznaczano odpowiednio jakimikomorkisnrna-mpr1 i mMini-
komorkishrna-bel2

Przyktad 2. Zademonstrowanie kierowanego receptoremekombinowanego dostar-
czania plazmidu shRNA za pérednictwem minikomoérek do lekoopornych komérek
rakowych i odwracanie lekooporndci w warunkach in vitro.

[0168] Gdy wykazanoze siRNA skierowane przeciwko szeregowimgch kodugcych
lekoopornd¢ transkryptow odwracajlekooporné¢ w komaorkach rakowycin vitro, kry-
tyczm przeszkod jest ukierunkowane dostarczanie siRNA do komoedowych, szcze-
golniein vivo. Rekombinowane minikomorki nigse plazmid anty-MDR1 shRNA (mini-
komorkisnrna-mpr1) | kontrola shRNA przeciwko nonsensownej sekweRHjA (miniko-
MOrkishrNA-nonsenge 0CZYSzCzano i otrzymywano dwuswoiste przeciwcratimce swoisto-
sci przeciwko antygenowi @&. typhimuriumi przeciwko ludzkiemu EGFR i dgézano do
rekombinowanych minikomoérek, jak opisano w zgtoszgratentowym WO 2005/056749.
Ukierunkowane rekombinowane minikomarki oznaczaaim fS fminikomorkishrna-mpr-1

i ESFRminikomorkishrna-nonsense Otrzymywano rowniz minikomorki upakowane chemote-
rapeutykami 5-FU i irynotekanem, ukierunkowane pakvyzej i oznaczano odpowiednio
jako ECFRminikomorkis-ru i ESFRminikomorkKiryno.

[0169] Wybrano ling komérkows ludzkiego raka ok#znicy Caco-2 (ATCC), ktora jest
wysoce oporna na irynotekan i 5-FU, na potrzeby tegdanian vitro przede wszystkim,
aby okrdli¢, czy ukierunkowane na EGFR rekombinowane minikd&indrog z powo-
dzeniem dostarczgplazmidy shRNA do komérek rakowych i po drugiey ekspresja an-
ty-MDR-1 siRNA mae odwracé lekooporné¢ i uczync komérki Caco-2 wraiwymi na
ukierunkowane na EGFR i wypakowane lekiem minikdindKomorki Caco-2 zaszcze-
piano po 3 x 1®komadrek na kolb z pazywka Minimum Essential Medium, z 10% suro-
wicg typu cosmic calf i inkubowano przez 3 godziny Ww@,/5% CQ.

[0170] Komorki traktowano(a) EFRminikomérkaminrna-mpr-1, oraz (b) EFRminikomor-
kamishrna-nonsense Uwzglkdniono kontrolg kolbe, bezzadnego traktowania. Minikomorki
dodawano w steniu 16°na kolle, i inkubowano wszystkie kolby przez 72 godz. Komor
ki z kazdego traktowania trypsynizowano i zaszczepianoxi@®1komorek/ml/studzienk
w 24-studzienkowych ptytkach i inkubowano przezadlg w 37°C, 5% C® Kontrok z
nietraktowanych komérek ngghie inkubowano z (6 studzienek/traktowar(g) wolnym
irynotekanem (2mM), (b) wolnym 5-FU (25uM), (c) EFRminikomérkaminyne, i (d) E¢
FRminikomaérkamé.ev.

[0171] Traktowane EGFRminikomorkaeakna-mpr-1 komorki Caco-2 inkubowano z (6
studzienek/traktowaniefa) “MVminikomorkami.ry (nieswoicie ukierunkowane jakae
dwuswoiste przeciwciato jest ukierunkowane na paxadeniowe biatko na cytomegalowi-
rusie), (b) wolnym irynotekanem(c) wolnym 5-FU, (d) EFRminikomérkamiyno, i (€)
ERFRmMinikomorkami.ru. Traktowaneé S minikomorkaminrna-nonsenskomorki Caco-2rak-
towano nasgpnie EFFminikomaérkams.ru.

[0172] Wszystkie komérki inkubowano przez kolejne 72 gpdznasipnie wykonywano
kolorymetryczne oznaczenie MTT proliferacji komor@Rory et al., 1991) przyayciu
oznaczenia proliferacji komérek CellTiter 96 AQueddne Solution (Promega Corp., Ma-
dison, WI, USA), wedtug instrukcji producenta. Panyi kolorymetryczne odczytywano
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przy 490 nm.

[0173] Wyniki pokazaly,ze (fig. 1) komorki Caco-2 byly wysoce oporne na jgkrwsze-
go rzutu do chemioterapii, dla raka ekmicy, tj. irynotekan i 5-FU. Ponadto, komorki po-
zostaly oporne po traktowaniuECFRminikomaérkamiyno, ECFRminikomorkams.ru

i ECFRminikomorkaminrna-mpr-. Komorki,  ktére otrzymaty podwojne leczenie,
tj. ESFRminikomorkishrna-mpr-1 @ nasgpnie ESFFminikomorkinno lub E€FFminikomorkis.ru
pokazaly,ze to leczenie bylo wysoce skuteczne w odwracarkadpornd@ci, i po poje-
dynczej kombinacji leczenia obserwowarimierc >50% komorek. Kontrastowo,
a podwadjne traktowani&C Fminikomorkaménrnanonsensed nNasgpnie EFiminikomarka-
mi5-Fu nie miato wptywu na lekooporég co sugerujeze ekspresja anty-MDR-1 shRNA
w komodrkach Caco-2 byta swgie odpowiedzialna za odwrdcenie lekoopagaioKombi-
nacja traktowani&® ™ minikomdrkaminrna-mpr-1 @ Nasgpnie wolnym irynotekanem lub 5-
FU byta réwnie skuteczna w odwracaniu lekoopofoi ale w mniejszym stopniu co dato
~30% zmniejszenie przgwalnasci komoérek. Te dane rowniesugerwy, ze dostarczanie
chemoterapeutyku za frednictwem kierowanych receptorem i wypakowanydtiela
minikomoérek mae dostarczawicksze s¢zenie leku wewgtrzkomorkowo w poréwnaniu
do wolnego leku zapewnionegosmwdowisku pozakomérkowym.

[0174] Wynik ten wykazatze (a) ShRNA mog by¢ skutecznie dostarczane do niefagocy-
tujacych komorek ssaczych zagpednictwem kierowanych receptorem rekombinowanych
minikomorek, (b) funkcjonalny kwas nukleinowy (shRNA) kodaoy plazmidy ucieka od
wewngtrzkomaorkowych organelli, w ktorych minikomorka sozktadane(c) plazmid jest
transportowany doaglra komorki ssaczej, w ktorym shRNA jest eksprymioyyad)
ShRNA jest skuteczny w degradowaniu mRNA kadago biatko oporniei wielolekowej,
MDR-1, (e) te same komorki ssacze wrazliwe na kolejn fale kierowanych receptorem
minikomoérek, ktére niasteraz lek zamiast plazmid(f) protokét podwdjnego traktowa-
nia, tj. dostarczania shRNA za pednictwem kierowanych receptorem minikomorek, a
nastpnie dostarczania chemoterapeutyku zé&gunictwem kierowanych receptorem mi-
nikomorek jest wysoce skuteczne w odwracaniu lekowogci w niefagocytujcych ko-
morkach ssaczych.

Przyktad 3. Zademonstrowanie w warunkachin vivo regresji howotworu oshgniete
sposobem wedtug wynalazku tj. podwdjnego traktowai za p&rednictwem kierowa-
nych receptorem dostarczagcych shRNA minikomorek, a nas¢pnie dostarczanie le-
ku za pdsrednictwem minikomorek.

[0175] Ten przyktad demonstrujee kierowane receptorem minikomorki pma stosowa
do odwracania lekooporéa w komorkach rakowych w warunkaamvivo.

[0176] Pochodzce odS. typhimurium minikomorki minCDE oczyszczano i upakowywano
chemoterapeutykiem — irynotekanem. 7 X finikomorek w roztworze BSG wirowano,
supernatant odrzucano, i minikomaorki zawieszanapare w 940ul BSG i 60ul roztwo-

ru irynotekanu (1 mg/ml; rozpuszczony w sterylngdzie destylowanej). Zawiesinn-
plazmy minikomérki. Nadmiar irynotekanu niesdme wigzat st do zewrtrznej po-
wierzchni minikomorek, i byt nagbnie odmywany za pomacultrafiltracji komorek

z mieszaniem, jak nagtuje. Sktadano kome@rAmicon do ultrafiltracji z mieszaniem, mo-
del 8010 (Millipore, Billerica, MA, USA) wedtug itukcji producenta, z dyskiem mem-
brany ultrafiltracyjnej (polieterosulfon; odcie przy masie esteczkowej 300 kDa; Milli-
pore). Komorki przemywano trzykrotnie sterylwods destylowan, a nasfpnie kolejno
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trzy razy BSG. Komar wypetniano nagpnie 9 mlswiezego BSG i dodawano 1 ml roz-
tworu upakowanych irynotekanem minikomorek. Komimzymano pod énieniem 10 psi,
mieszano do momentu zmniejszeniagtigici do 5 ml i przykrywano 5 ml BSG. Ultrafil-
traci kontynuowano do momentu, gdy ofms¢ ponownie spadta do 5 ml. Procegur
przykrywania/ultrafiltracji wykonywano 6 krotniepg umaliwi¢ dokltadne odmycie ze-
wnetrznych powierzchni minikomérek upakowanych iryrk@eem. Podczas ostatniej ul-
trafiltracji, objgtos¢ zmniejszono do 1 ml, a préblprzeniesiono do sterylnej probowki
Eppendorf, a nagbnie wirowano przy 13,200 rpm przez 10 minut, ogadg/pakowane
irynotekanem minikomaorki.

[0177] Dwuswoiste przeciwciato konstruowano jak opisanwyrej i w opublikowanym
amerykaskim zgtoszeniu patentowym nr 2004-0265994. Pokrdipopolisacharyd anty-

S typhimurium (Biodesign, Saco, Maine, USA) i anty-ludzki reagphaskdérkowego
czynnika wzrostu (EGFR) mysich monoklonalnych pize@t (Oncogene Research Pro-
ducts, Cambridge, MA, USA}¢zono z oczyszczonym rekombinowanym biatkiem A/G za
posrednictwem fragmentéw Fc kdego monoklonalnego przeciwciata. Wybrano mono-
klonalne przeciwciato anty-EGFR, poniesgomadrkami heteroprzeszczepu byty komorki
rakowe ludzkiego raka oftnicy (Caco-2) ktére sznane z nadekspresji EGFR na po-
wierzchni komorki (Nyati et al., 2004).

[0178] Oczyszczone rekombinowane biatko A/G (Pierce Riot®logy, Rockford, IL,
USA) rozcieiczano do stzenia kaxcowego 100 pg/ml w buforze gdigcym Immunopure
(Pierce Biotechnology) i 0,5 ml roztworu inkubowgmzez noc w 4°C ze wginie zmie-
szanym roztworem zawiegaym 20ug/ml kazdego z monoklonalnych przeciwciat arfhy-
typhimurium LPS i anty-human EGFR. Nadmiar przeciwciata nigzamy do biatka A/G
usuwano naspnie jak nasfpuje. Roztwor biatka G Dynabeads® (Dynabeads® [i2nd
powlekany rekombinowanym Biatkiem G kowalencyjn@zgganym do powierzchni ku-
lek magnetycznych; Dynal Biotech, Oslo, Norwegia)ilcatnie mieszano i przenoszono
100ul roztworu do probowki Eppendorf do wirowania. Poalike umieszczano w Dynal
MPC-S (uradzenie do zgtania castek magnetycznych, typ S) dla immobilizacji kulek,
odrzucano supernatant. Kulki zawieszano ponowni®,5vml| roztworu odmywagego
zawierajcego 0,1M bufor Na-fosforanowy (pH 5,0). Etapy inbitiaacji kulek i odmy-
wania powtarzano trzykrotnie. Roztwor zawigcgj mieszanin biatka A/G-dwuswoistego
przeciwciata dodawano do kulek i inkubowano z taged mieszaniem w temperaturze
pokojowej przez 40 min. Probéwkimieszczano na stojaku MPC-S dla immobilizacji ku-
lek i pipet usuwano biatko A/G-dwuswoiste przeciwciato. Teapeeliminowat niezvg-
zany nadmiar monoklonalnych przeciwciat i zapewm@twor, ktory nidést dwuswoiste
przeciwciato padczone z biatkiem A/G za pgeednictwem ich fragmentow Fc. Rekombi-
nowane minikomorki inkubowano z biatkiem A/G-dwusstgm przeciwciatem przez 1
godz. w temperaturze pokojowej, aby pakmyinikomorki przeciwciatem za goednic-
twem jego regionu Fab anty-LPS.

[0179] Myszy stosowane w tym przykiadzie zakupiono od mali Resources Centre
(Perth, WA, Australia), i wszystkie &aiadczenia na zwiegtach prowadzono zgodnie
Z wytycznymi opieki nad i stosowania zwigrzaboratoryjnych, po uzyskaniu akceptacji
Animal Ethics Committee. Bwiadczenia prowadzono w matej placowce dla zwdigrz
z akredytagj NSW Agriculture w EnGenelC Pty Ltd (Sydney, NewuSoWales, Austra-
lia). Ludzkie komorki raka okenicy (Caco-2, ATCC) hodowano w hodowli tkankowej
w pazywce RPMI 1640 z dodatkiem 5% bydej surowicy cigicej (GIBCO-BRL Life
Technologies, Invitrogen Corporation, Carlsbad, G#SA), i glutaminy (Invitrogen)
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w atmosferze z nawianiem, z 95% powietrza i 5% G@ 37°C. 1 x 18komorek w 50 pl
pozywki wolnej od surowicy mieszano z 50 pl czynnikarestu ze zredukowanym matri-
zelem (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA) iraxpkiwano podskornie porgilzy
lopatki kazdej myszy, przy gyciu igly o rozmiarze 23G. Nowotwory mierzono dvezy
w tygodniu, przy ayciu elektronicznej suwmiarki cyfrowej (Mitutoyoagonia, doktad-
nos¢ do 0,001) i wyliczandredni objetos¢ nowotworu przy ayciu wzoru, dtugéé (mm)

x szerok@éé? (mm) X 0,5 = objtos¢ (mn?). Rozpoczynano tde terapie po tym, jak no-
wotwory osigrety objetosci pomiedzy 50 mni i 80 mn¥, i randomizowano myszy do
osSmiu réznych grup po 11 na grgp

[0180] RGzne grupy otrzymywaty ponsze leczenieGrupa 1 (kontrola) nie otrzymywata
zadnego leczeni&Grupa 2 (kontrola), wolny irynotekan (1,2 x Hng/g masy ciata myszy
~2,4 x 16 ng na mysz), doylnie. Te kontrok uwzgkdniono dla potwierdzenia wynikéw
invitro, ze komorki nowotworowe byly oporne na lékrupa 3 (kontrola), ukierunkowa-
ne EGFR, wypakowane irynotekanem minikomorki (ozoae jakoEC ™ minikomorkiry-
no). Grupa 4 (kontrola), E¢Fminikomorkisnrna-vor-1. Grupa 5 (kontrola), E¢miniko-
morkishrnabe-z Grupa 6 (kontrola), ES R minikomorkisnrna-mpr-1, @ nasgpnie wolny iry-
notekan.Grupa 7 (doéwiadczalna), E Ryiniomeérkinrna-MDR-1, @ Nasgpnie ESFRminikomor-
Kiryno. Grupa 8 (expt.), E¢FRminikomorkishrnabeiz @ nasgpnie EFminikomarkiryno. Ba-
dania ilgciowe irynotekanu za pomgdPLC pokazatyze 5 x 16 minikomdrek upako-
wato ~80 ng leku. Wszystkie traktowania minikomdrkabejmowaty 5 x 1®minikomo-
rek, a traktowanie shRNA podawano w dniach 9 i\®3zystkie traktowania lekiem po-
dawano w dniach 15, 18, 29 i 32. Zapewnito tossimeliniong przerwe pomkedzy trakto-
waniem shRNA i lekiem, dla zapewnienia uptyreto wystarczajco dwo czasu na we-
wnatrzkomorkowe i gdrowe dostarczanie shRNA, ekspeeggnu i supregjekspresiji biat-
ka regulugcego lekooporni, tj. MDR-1 lub bcl-2.

[0181] Wyniki ujawnity (fig. 2) uderzajcy kontrast pomidzy srednimi obgtosci nowo-
tworu w grupach kontrolnych (G 1 do 6) i grupacBwiadczalnych (G 7 i 8). Objosci
nowotworu w grupach dwiadczalnych ulegaty szybkiej stabilizacji i wykawaty znacz-
na stabilizacg u wickszaci z 11 zwierat w kazdej grupie. Dla kontrastdrednie obgtosci
nowotworu we wszystkich innych grupach kontrolnyifgle wzrastaty, i do dnia 36 po
ustanowieniu heteroprzeszczepu zakamno déwiadczenie, gdi zwierzta kontrolne by-
ly zbyt obarczone chorgb Doswiadczalne zwierga, z drugiej strony, byly zdrowe i nie
wykazywaty zadnych toksycznych dziataniepazadanych leczenia. Analiza statystyczna
danych przy #yciu jednokierunkowej analizy ANOVA wykazatze grupy déwiadczalne
(7 1 8) byly wysoce istotne w poréwnaniu do grumiolnych 1 do 6 = 0,0004). Wynik
ten jest pierwszym zademonstrowaniem ukierunkowamegtarczanian vivo shRNA, dla
zaradzenia powaemu problemowi lekoopordo w raku. Wynik zademonstrowat row-
niez, ze wynalazek ma zastosowanie ogolne, pontesivéa mechanistycznie ¥de sposo-
by lekoopornéci, tj. nadeksprymowane poazane z btoa biatko pompy (MDR-1)

i cytoplazmatyczne biatko anty-apoptotyczne (bgl-2)ogs uleg& obnieniu ekspresji
w lekoopornych komorkach rakowych w warunkachvivo. Traktowanie tych samych
komorek kolejg falg kierowanych receptorem, wypakowanych chemotergger mi-
nikomorek mogtoby skutecznie legztakie nowotwory.

Przyktad 4. Drugie zademonstrowanie w warunkachn vivo skuteczndci regresji no-
wotworu osigganego sposobem wedtug wynalazku tj. podwéjnego &towania za po-
srednictwem minikomorek dostarczajcych shRNA, a nasgpnie za pdrednictwem
minikomérek dostarczajacych lek.
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[0182] Komorki rakowe jelita grubegoasOwniez znane z tegaze $ wysoce oporne na
inny chemoterapeutyk pierwszego rzutu, 5-fluoroylrd6-FU), a ten przyktad pokazuje,
ze sposoby wedtug wynalazku ushiviajg nie tylko odwrdcenie lekooporsa w warun-
kachin vivo, ale réwnie umazliwiaj g osigniecie stabilizacji/ regresji nowotworu.

[0183] Jak opisano powgj, minikomoérki otrzymywano ze zmutowanego szczepu
S typhimurium minCDE i oczyszczano przy zyciu wirowania gradientowe-
go/filamentacji/ filtracji/procedury usuwania endksyn. Podobnie otrzymywano rekom-
binowane minikomorki niagge plazmidy shRNA, shRNA-MDR-1, shRNA-bcl-2 i
shRNA-nonsens i oczyszczono z oéimgch rekombinowanych szczepd@vtyphimurium
miNnCDE. Oczyszczone puste minikomérki wypakowywanonobierapeutykiem 5-FU jak
opisano dla irynotekanu w Przykiadzie 3. Stosowamaliz HPLC do okrélenia stzenia
5-FU upakowanego w minikomarkach.

[0184] Dwuswoiste przeciwciato zawiergge podwdjne swoistai anty-ludzki EGFR i an-
ty-antygen GS. typhimurium konstruowano jak opisano w Przyktadzie 3. Rekomivarte
minikomorki  (13% inkubowano z dwuswoistym przeciwciatem przez 1dzje
w temperaturze pokojowej, aby pokrgninikomorki przeciwcialem za geednictwem je-
go regionu Fab anty-antygenu O.

[0185] Heteroprzeszczepy linii komorkowej Caco-2 ustamowiu myszy rasy Balb/c nu-
de i po tym, jak nowotwory agijnety objetos¢ pomidzy 50 mni i 80 mn¥, myszy ran-
domizowano do 10 grum(= 11 myszy na grup). Dozylne leczenie obejmowaltda) G1
— jedynie kontrola — nowotwdiG2 (kontrola), wolny 5-FU (5 x 16ng/g masy ciata
myszy ~1 x 10ng na mysz). § kontrok uwzgkdniono dla potwierdzenia wynikoim vi-
tro, ze komérki nowotworowe byty oporne na léB3 (kontrola), ukierunkowane EGFR,
wypakowane 5-FU minikomérki (oznaczone jakgminikomorkis.ry). G4 (kontrola),
ECFRMinikomorkisnrna-wbr-1. G5 (kontrola), ESFRminikomorkishrnabe-z G6 (kontrola),
EGFRMinikomorkisnrna-mpr-, @ nasfpnie “MYminikomorki.ru. Przeciwciato CMV  jest
ukierunkowane na biatko powierzchniowe na cytomegalsie i stiy to jako nieswoi-
scie ukierunkowana kontrol&7 (kontrola), EFRminikomaorkishrnanonsens @ nasgpnie £
FRminikomorkis-ru. G8 (kontrola), ESFRminikomorkishrna-mpr-1, @ nasgpnie wolny 5-FU.
G9 (expt), B minikomdrkishrnaMDR.-1, @ nasgpnie ES Fminikomorkis.ru. G10 (expt) B¢
FRminikomOrkishrna-be-z @ nasgpnie ECminikomorkis.ru. Wszystkie traktowania shRNA
podawano w dniach 9 i 23, a traktowanie lekiem pade w dniach 15, 18, 29 i 32. Za-
pewnito to széciodniowg przerwe pomidzy traktowaniem shRNA i lekiem, dla zapew-
nienia, ze uptyreto wystarczagco dwzo czasu na wewgtrzkomorkowe i gdrowe dostar-
czanie shRNA, ekspresjgenu i supresgj ekspresji biatka regulggego lekooporni,
tj. MDR-1 lub bcl-2.

[0186] Wyniki ujawnity (fig. 3) uderzajcy kontrast pomidzy srednimi obgtosci nowo-
tworu w grupach kontrolnych (G 1 do 8) i grupacBwiadczalnych (G 9 i 10). Oétosci
nowotworu w grupach dwiadczalnych ulegaty szybkiej stabilizacji ugkszasci z 11
zwierzgt w kazdej grupie. Kontrastowasrednie obgtosci nowotworu we wszystkich in-
nych grupach kontrolnychagdle wzrastaty, i do dnia 36 po ustanowieniu heteregzcze-
pu zakaczono déwiadczenie, gdy zwierzta kontrolne byly zbyt obarczone chogob
Doswiadczalne zwierga, z drugiej strony, byty zdrowe i nie wykazywatgdnych tok-
sycznych niepzdanych dziata leczenia. Analiza statystyczna danych przyciu jedno-
kierunkowe] analizy ANOVA wykazataze grupy déwiadczalne (9 i 10) byly wysoce
istotne w poréwnaniu do grup kontrolnych 1 dgp8-(0,0008).
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Przyktad 5. Zademonstrowanie regresji nowotworu w v@runkach in vivo osiggnietego
w opornych na doksoorubicyre komérkach ludzkiego raka sutka sposobem wedtug
wynalazku.

[0187] Tworcy wykazali,ze ludzka linia komorkowa gruczolakoraka sutka, MDUS-468
jest wysoce wrdiwa na doksoorubicyy) i ze mysie heteroprzeszczepy traktowangytdo
nie ESFRminikomorkamiox ulegaj stabilizacji/regresii.

[0188] W tym przyktadzie, komoérki MDA-MB-468 hodowano wodiowli tkankowej

i traktowano wzrastagymi stzeniami Dox, aby uzyskaklon oporny na Dox. Jest dobrze
ugruntowanymze takie traktowanie lekiem w warunkaietwvitro i in vivo podwyzsza eks-
presg biatek opornéci wielolekowej, takich jak MDR-1 i bcl-2. Otrzymarkilka klonow
opornych wobec Dox, iayto jednego do ustanowienia heteroprzeszczepu zymgsy
Balb/c nude. Grupy traktowane @dnie (n = 11 myszy na grup) obejmowalyG2 — EC-
FRminikomorkioox i G3 — EC minikomorkisnrna-mpr-1, @ nasgpnie E€FRminikomérkipox.
G1 myszy stanowity jedynie kontr@ihowotworu. Traktowanie shRNA podawano w dniu
21, a traktowanie lekiem podawano w dniach 27, 84.i

[0189] Wyniki pokazaty (fig. 4)ze traktowaniee®™minikomorkaminrna-mor-1, @ nNasip-
nie ESFRminikomdrkamiox U myszy G3 byto wysoce skuteczne w odwracaniu rgor na
Dox w komoérkach rakowych, 2e nowotwory ulegty stabilizacji. Traktowanie koritre
EGCFRmMinikomorkambox (G2) pokazatoze komorki nowotworowe byly wysoce oporne na
Dox i nowotwory szybko wzrastaty.

Przyktad 6. Zademonstrowanie w warunkachin vivo wptywu schematéw dawkowania
na odwracanie lekooporndci i efekt terapeutyczny.

[0190] Ten przykiad demonstruje wptyw schematow dawkoaarma odwracanie lekoo-
pornaci i efekt terapeutyczny. Zapewnienie wystargzefjo czasu na skuteczne dostar-
czanie shRNA do komdrek nowotworowych przed podanieerowanych receptorem,
wypakowanych lekiem minikomorek poprawia wyniki. Wdyano déwiadczenie przebie-
gu czasowego, przy czyfR¥minikomérkisnrna-mpr-1 podawano diylnie u myszy nude
niosgcych heteroprzeszczep komérek Caco-2. W oddzielgyabach f = 11 myszy na
grupe), myszom podawand fminikomérKirne po 96 godz(G3), 120 godz(G4) lub 144
godz.(G5) po traktowanitFminikomaérkaminrna-mpori. G1 i G2 oznaczaty jedynie kon-
trole nowotworu i wolnego irynotekanu (~2,4 X 1®/dawk). Minikomorki podawano po

5 x 1¢ na dawk i kazda dawka miata ~80ng irynotekanu upakowanego
w minikomorkach, co stanowi dawli8,000-krotnie nisz niz ta podawana jako wolny lek.
Wyniki pokazaty (fig. 5) wyrana korelagi pomidzy czasem zapewnionym na ekspyesj
shRNA i p&niejszym podawanierf® T minikomdrekyno przy czym 144 god2G5) byty
najbardziej skuteczne w odwracaniu lekoopécna osigganiu istotnego efektu terapeu-
tycznego.

Przyktad 7. Drugie zademonstrowanie w warunkachn vivo wptywu schematéw daw-
kowania na odwracanie lekoopornéci i efekt terapeutyczny.

[0191] Ten przyktad demonstrujeze wpltyw schematu dawkowania obserwowany
w przyktadzie 6 ma szerokie zastosowanie.

[0192] Doswiadczenie opisane w przyktadzie 6 powtarzano zi tyamymi kontrolami
I grupami déwiadczalnymi, za wytkiem tego,ze G2 otrzymywata wolny 5-FU (1 x
10° ng /dawk) i w G3, G4 i G5, drugie traktowanie prowadzonoprenmoa ¢ miniko-
moreks.ru. Minikomérki podawano po 1 x ¥(ha dawk i kazda dawka miata ~80 ng 5-
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FU, tj. ~12,500-krotnie mniej aiwolny lek podawany w G2 myszom.

[0193] Wyniki pokazaly (fig. 6)ze podawanié&®Fminikomérek.ru po 144 godz. po po-
daniu E¢FRminikomareknrna-mpr-1 (G5) skutkowato maksymadrskutecznécia w odwra-
caniu lekoopornéri i terapeutyczg skutecznécig. Potencjat wynalazku jest ewidentny,
wobec s¢zenia leku wymaganego do skutecznego leczenia tydoee opornych nowo-
tworow, jakoze minikomorki niosty 3,000-krotnie i 12,500-krotnieniej leku w poréw-
naniu odpowiednio do traktowania wolnym irynotekane5-FU. Wolne leki nie miaty
wptywu na wzrost nowotworu, jak obserwowano na%ig6.
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<210>1

<211>59

<212> DNA

<213> Sekwencja wytworzona sztucznie

<220>

<223> Opis sekwencji wytworzonej sztucznie: syrdetyy oligonukleotyd
<400> 1

tcgaaagaaa ccaactgtca gtgtagagta ctgta_actg agtagttttttt 59

<210>2

<211>59

<212> DNA

<213> Sekwencja wytworzona sztucznie

<220>

<223> Opis sekwencji wytworzonej sztucznie: syrdetyy oligonukleotyd
<400> 2

tcgatgtgga tgactgagta cctgagagta ctgtcaggta ctiagtacattttt 59

Zastrzezenia patentowe

1. Kompozycja zawiergga (a) nienaruszgnminikomorke pochodzenia bakteryjnego,
ktora zawiera funkcjonainczasteczk kwasu nukleinowego lub plazmid zawie@y
segment, ktory koduje funkcjonalrtzasteczk kwasu nukleinowego, minikomorka
zawierajca dodatkowo dwuswoisty ligand, dwuswoisty ligandgcy swoisté¢ za-
rowno dla sktadnika powierzchniowego na minikomoied i sktadnika powierzch-
niowego na niefagocytagej komodrce ssaczej; i (b) farmaceutycznie dopusgngzno-
$nik, przy czym funkcjonalna ggteczka kwasu nukleinowego jest nakierowana na
gen lub transkrypt biatka, ktére przyczyniajc do opornéci na chemoterapeutyk.

2. Kompozycja wedtug zastrzenia 1, zawieraga dodatkowo chemoterapeutyk, wzgl
dem ktérego funkcjonalny kwas nukleinowy zmniejkdaoporngc.

3. Nienaruszona minikomérka pochodzenia bakteryjnemwierapca funkcjonalg cza-
steczk kwasu nukleinowego lub plazmid zawiex@j segment, ktory koduje funkcjo-
nalm czasteczk kwasu nukleinowego, przy czym funkcjonalnasteczka kwasu nu-
kleinowego jest nakierowana na gen lub transkryaikh, ktory stymuluje oporrid
na chemoterapeutyk, minikomérka zawiecaj dodatkowo dwuswoisty ligand, dwu-
swoisty ligand majcy swoistd¢ zarowno dla sktadnika powierzchniowego na mini-
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komorce, jak i sktadnika powierzchniowego na niefagujacej komorce ssaczej; do
stosowania jako lek.

Nienaruszona minikomérka pochodzenia bakteryjnemwierapca funkcjonalg cz-
steczlk kwasu nukleinowego lub plazmid zawiex@j segment, ktory koduje funkcjo-
nalm czasteczk kwasu nukleinowego, przy czym funkcjonalnasteczka kwasu nu-
kleinowego jest nakierowana na gen lub transkryaikh, ktory stymuluje oporrid

na chemoterapeutyk, minikomorka zawigeaj dodatkowo dwuswoisty ligand, dwu-
swoisty ligand majcy swoistd¢ zarowno dla sktadnika powierzchniowego na mini-
komorce, jak i sktadnika powierzchniowego na niefagujacej komorce ssaczej; do
stosowania w leczeniu choroby opornej na chempgertgk, przy czym nienaruszo-
na minikomorka jest podawana rownoaze lub kolejno z chemoterapeutykiem, aby
umazliwi ¢ funkcjonalnemu kwasowi nukleinowemu zmniejszerperagci na che-
moterapeutyk.

Nienaruszona minikomérka pochodzenia bakteryjnegdituwg zastrzeenia 4 do sto-
sowania w leczeniu choroby wedlug zasterea 4, przy czym chemoterapeutyk i
minikomorka g podawane kolejno, w dowolnej kolefob.

Nienaruszona minikomérka pochodzenia bakteryjnegdtwg zastrzeenia 4 do sto-
sowania w leczeniu choroby wedtug zasterea 4, przy czym chemoterapeutyk jest
podawany po minikomaorce.

Nienaruszona minikomérka pochodzenia bakteryjnegdituwg zastrzeenia 4 do sto-
sowania w leczeniu choroby wedlug zasterea 4, przy czym chemoterapeutyk i
minikomorka § podawane rownoczeie.

Nienaruszona minikomérka pochodzenia bakteryjnegdtwg zastrzeenia 4 do sto-
sowania w leczeniu choroby wedtug zasterea 4, przy czym choroba oporna na
chemoterapeutyk jest wybrana z listy skladej st z raka, AIDS i gralicy.

Nienaruszona minikomérka pochodzenia bakteryjnegstdsowania wedtug dowol-
nego z zastrzen 3-8, przy czym dwuswoisty ligand jest wybranystyl sktadajcej
sie z receptorow, enzymoéw, peptydowaadcych, biatek fuzyjnych/chimerycznych i
drobnych czsteczek.

Nienaruszona minikomérka pochodzenia bakteryjnegstdsowania wedtug dowol-
nego z zastrzen 3—-9 do podawania co najmniej raz w tygodniu prizéa tygodni
do kilku miesecy.

Chemoterapeutyk do stosowania w leczeniu lekoogarm@owotworu ziéliwego,
przy czym nienaruszona minikomoérka pochodzenia drgitego zawierara cz-
steczk funkcjonalnego kwasu nukleinowego lub plazmid zxaficy segment, ktory
koduje casteczk funkcjonalnego kwasu nukleinowego, przy czymsteczka funk-
cjonalnego kwasu nukleinowego jest nakierowanaeralgb transkrypt biatka, ktore
stymuluje oporn& na chemoterapeutyk, minikomérka zawigeajdodatkowo dwu-
swoisty ligand, dwuswoisty ligand may swoisté¢ zarowno dla skladnika po-
wierzchniowego na minikomorce, jak i sktadnika pemechniowego na niefagocytu-
jacej komérce ssaczejg podawane rownoczeie lub kolejno z chemoterapeutykiem,
aby umaliwi¢ funkcjonalnemu kwasowi nukleinowemu zmniejszenp®ragci na
chemoterapeutyk.

Chemoterapeutyk wedtug zastreeia 11 do stosowania w leczeniu choroby wedtug
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zastrzeenia 11, przy czym chemoterapeutyk i minikom&kaodawane kolejno, w
dowolnej kolejndci.

Chemoterapeutyk wedtug zastreaia 11 do stosowania w leczeniu choroby wedtug
zastrzeenia 11, przy czym chemoterapeutyk jest podawanyrnpnikomorce.

Chemoterapeutyk wedtug zastreaia 11 do stosowania w leczeniu choroby wedtug
zastrzeenia 11, przy czym chemoterapeutyk i minikoméakaodawane réwnocze-
snie.

Chemoterapeutyk wedtug zastreeia 11 do stosowania w leczeniu choroby wedtug

zastrzeenia 11, przy czym choroba oporna na chemotetgipgest wybrana z listy
sktadajcej skt z raka, AIDS i gralicy.

Chemoterapeutyk wedlug dowolnego z zaswfell-15 do stosowania w leczeniu
choroby wedtug wynalazku 11, przy czym dwuswoiggand jest wybrany z listy
skfadajicej st z receptoréw, enzymow, peptydowaadcych, biatek fuzyjnych/ chi-
merycznych i drobnych gsteczek.

Chemoterapeutyk wedtug dowolnego z zaskfael1l-16 do stosowania w leczeniu
choroby wedtug wynalazku 11, do podawania, co nagjmaz w tygodniu przez kilka
tygodni do kilku miesicy.

Uprawniony: EnGenelC Molecular Delivery Pty Ltd

Pelnomocnik:

mgr Katarzyna Rudnicka
Rzecznik patentowy
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