
04
73

95
   

 B
1

047395    B
1

(19) Евразийское
патентное
ведомство

(11) 047395 (13) B1

(12) ОПИСАНИЕ ИЗОБРЕТЕНИЯ К ЕВРАЗИЙСКОМУ ПАТЕНТУ

(45) Дата публикации и выдачи патента

2024.07.15
(21) Номер заявки

202190708
(22) Дата подачи заявки

2019.09.18

(51)  Int. Cl. C12N 15/113 (2010.01)

(54) МОДУЛЯТОРЫ ЭКСПРЕССИИ PNPLA3

(31) 62/733,152
(32) 2018.09.19
(33) US
(43) 2021.07.19
(86) PCT/US2019/051743
(87) WO 2020/061200 2020.03.26
(71)(73) Заявитель и патентовладелец:

АЙОНИС ФАРМАСЬЮТИКАЛЗ,
ИНК. (US)

(72) Изобретатель:
Фрейер Сьюзан М., Бый Хюнх-Хоа
(US)

(74) Представитель:
Поликарпов А.В., Соколова М.В.,
Путинцев А.И., Черкас Д.А., Игнатьев
А.В., Билык А.В., Дмитриев А.В.,
Бучака С.М., Бельтюкова М.В. (RU)

(56)  US-A1-20180201936
WO-A1-2017106283

(57) В изобретении предусмотрены соединения, включающие модифицированные олигонуклеотиды
с последовательностью нуклеиновых оснований под SEQ ID NO: 1089, а также композиции,
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Перечень последовательностей 

Настоящая заявка подается вместе с перечнем последовательностей в электронной форме. Перечень 

последовательностей представлен в виде файла под названием BIOL0317USLSEQ_ST25.txt, созданного 

13 сентября 2018 г., размер которого составляет 480 кБ. Информация из перечня в электронной форме 

включена в данный документ посредством ссылки во всей своей полноте. 

Область техники 

В вариантах осуществления настоящего изобретения предусматриваются способы, соединения и 

композиции, применимые для подавления экспрессии PNPLA3 (содержащий домен пататин-подобной 

фосфолипазы белок 3; гипотетический белок dJ796I17.1; адипонутрин; DJ796I17.1) и в некоторых случа-

ях снижения количества белка PNPLA3 в клетке или у животного, что может быть применимо для лече-

ния, предупреждения или уменьшения выраженности заболевания, ассоциированного с PNPLA3. 

Предпосылки изобретения 

Неалкогольная жировая болезнь печени (NAFLD) охватывает целый спектр заболеваний печени от 

стеатоза до неалкогольного стеатогепатита (NASH) и цирроза. NAFLD определяется как накопление жи-

ра в печени, превышающее 5% по весу, при отсутствии значительного употребления алкоголя, приема 

стеатогенного лекарственного препарата или наследственного заболевания (Kotronen et al., Arterioscler 

Thromb. Vasc. Biol. 2008, 28:27-38). 

Неалкогольный стеатогепатит (NASH) представляет собой NAFLD с наличием признаков воспале-

ния и повреждения печени. Гистологически NASH определяется по наличию макровезикулярного стеа-

тоза, гепатоцеллюлярного баллонирования и лобулярных воспалительных инфильтратов (Sanyal, Hepatol. 

Res. 2011. 41:670-4). По оценкам NASH затрагивает 2-3% общей численности населения. При наличии 

других патологий, таких как ожирение или диабет, прогнозируемая частота встречаемости возрастает до 

7 и 62% соответственно (Hashimoto et al., J. Gastroenterol. 2011. 46(1):63-69). 

PNPLA3 является составляющим 481 аминокислот представителем семейства содержащих домен 

пататин-подобной фосфолипазы белков, который экспрессируется в ER и на липидных каплях. У людей 

PNPLA3 экспрессируется на высоком уровне в печени, тогда как уровень экспрессии в жировой ткани в 

пять раз ниже (Huang et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 2010. 107:7892-7). 

Краткое изложение сущности изобретения 

Согласно одному аспекту настоящего изобретения предложено соединение, анионная форма кото-

рого характеризуется следующей формулой (SEQ ID NO: 1089): 

 
в виде его фармацевтически приемлемой соли. 

Согласно еще одному аспекту настоящего изобретения предложено соединение, содержащее моди-

фицированный олигонуклеотид и конъюгированную группу, где модифицированный олигонуклеотид 

имеет длину 16 связанных нуклеозидов и состоит из последовательности нуклеиновых оснований под 

SEQ ID NO: 1089, при этом модифицированный олигонуклеотид содержит: 

гэп-сегмент, состоящий из десяти связанных дезоксинуклеозидов; 

5'-концевой фланговый сегмент, состоящий из трех связанных нуклеозидов; и 

3'-концевой фланговый сегмент, состоящий из трех связанных нуклеозидов; 

при этом гэп-сегмент расположен между 5'-концевым фланговым сегментом и 3'-концевым фланго-
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вым сегментом, при этом каждый нуклеозид каждого флангового сегмента содержит cEt-caxap; при этом 

каждая межнуклеозидная связь представляет собой фосфотиоатную связь; при этом каждый цитозин 

представляет собой 5-метилцитозин; и при этом конъюгированная группа расположена на 5'-конце мо-

дифицированного олигонуклеотида и представляет собой: 

 
Согласно еще одному аспекту настоящего изобретения предложено соединение, анионная форма 

которого характеризуется следующей формулой (SEQ ID NO: 1089): 

 
в виде его фармацевтически приемлемой соли. 

Согласно еще одному аспекту настоящего изобретения предложено соединение, содержащее моди-

фицированный олигонуклеотид и конъюгированную группу, где модифицированный олигонуклеотид 

имеет длину 16 связанных нуклеозидов и состоит из последовательности нуклеиновых оснований под 

SEQ ID NO: 1089, при этом модифицированный олигонуклеотид содержит: 

гэп-сегмент, состоящий из десяти связанных дезоксинуклеозидов; 

5'-концевой фланговый сегмент, состоящий из трех связанных нуклеозидов; и 

3'-концевой фланговый сегмент, состоящий из трех связанных нуклеозидов; 

при этом гэп-сегмент расположен между 5'-концевым фланговым сегментом и 3'-концевым фланго-

вым сегментом, при этом каждый нуклеозид каждого флангового сегмента содержит cEt-caxap; при этом 

по меньшей мере одна межнуклеозидная связь представляет собой фосфотиоатную связь; при этом каж-

дый цитозин представляет собой 5-метилцитозин; и при этом конъюгированная группа содержит кластер 

GalNAc, содержащий 1-3 GalNAc-лиганда. 

Согласно еще одному аспекту настоящего изобретения предложено соединение, содержащее моди-

фицированный олигонуклеотид и конъюгированную группу, где модифицированный олигонуклеотид 

имеет длину 16 связанных нуклеозидов и имеет последовательность нуклеиновых оснований под  

SEQ ID NO: 1089, где модифицированный олигонуклеотид содержит: 

гэп-сегмент, состоящий из десяти связанных дезоксинуклеозидов; 

5'-концевой фланговый сегмент, состоящий из трех связанных нуклеозидов; и 

3'-концевой фланговый сегмент, состоящий из трех связанных нуклеозидов; 

при этом гэп-сегмент расположен между 5'-концевым фланговым сегментом и 3'-концевым фланго-

вым сегментом; при этом каждый нуклеозид каждого флангового сегмента содержит cEt-caxap; при этом 

каждая межнуклеозидная связь представляет собой фосфотиоатную связь; при этом каждый цитозин 
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представляет собой 5-метилцитозин; и при этом конъюгированная группа содержит кластер GalNAc, со-

держащий 1-3 GalNAc-лиганда. 

Согласно еще одному аспекту настоящего изобретения предложен модифицированный олигонукле-

отид, состоящий из 16 связанных нуклеозидов и имеющий последовательность нуклеиновых оснований 

под SEQ ID NO: 1089, при этом модифицированный олигонуклеотид содержит: 

гэп-сегмент, состоящий из десяти связанных дезоксинуклеозидов; 

5'-концевой фланговый сегмент, состоящий из трех связанных нуклеозидов; и 

3'-концевой фланговый сегмент, состоящий из трех связанных нуклеозидов; 

при этом гэп-сегмент расположен между 5'-концевым фланговым сегментом и 3'-концевым фланго-

вым сегментом, при этом каждый нуклеозид каждого флангового сегмента содержит cEt-caxap; при этом 

каждая межнуклеозидная связь представляет собой фосфотиоатную связь; при этом каждый цитозин 

представляет собой 5-метилцитозин. 

В одном предпочтительном воплощении указанная фармацевтически приемлемая соль представляет 

собой натриевую соль. 

В другом предпочтительном воплощении указанная фармацевтически приемлемая соль представля-

ет собой калиевую соль. 

Согласно еще одному аспекту настоящего изобретения предложена фармацевтическая композиция, 

содержащая соединение или модифицированный олигонуклеотид по настоящему изобретению и фарма-

цевтически приемлемый носитель. 

Предложенные в данном документе эффективные и переносимые соединения и композиции приме-

нимы для подавления экспрессии PNPLA3 и могут быть применимы для лечения, предупреждения, 

уменьшения выраженности или замедления прогрессирования заболеваний печени. Определенные вари-

анты осуществления, предусматриваемые в данном документе, направлены на соединения и композиции, 

которые являются более эффективными или имеют большее терапевтическое значение, чем публично 

раскрытые соединения. 

Подробное описание 

Следует понимать, что как вышеприведенное общее описание, так и нижеследующее подробное 

описание являются лишь иллюстративными и пояснительными и не ограничивают заявляемые варианты 

осуществления. В данном документе применение формы единственного числа включает форму множест-

венного числа, если специально не указано иное. В данном документе применение "или" означает 

"и/или", если не указано иное. Более того, применение термина "включающий", а также других форм, 

таких как "включает" и "включен", не является ограничивающим. 

Применяемые в данном документе заголовки разделов служат только в организационных целях и не 

должны пониматься как ограничивающие описываемый объект. Все документы или части документов, 

процитированные в настоящем документе, включая без ограничения патенты, патентные заявки, статьи, 

книги, научные труды и записи эталонных последовательностей в GenBank и NCBI, настоящим явно 

включены посредством ссылки на части документа, обсуждаемые в данном документе, а также во всей 

их полноте. 

Понятно, что последовательность, приведенная под каждым из SEQ ID NO в примерах, содержа-

щихся в данном документе, не зависит от какой-либо модификации сахарного компонента, межнуклео-

зидной связи или нуклеинового основания. В силу этого соединения, определенные под SEQ ID NO, мо-

гут независимо содержать одну или несколько модификаций сахарного компонента, межнуклеозидной 

связи или нуклеинового основания. Номер ION у описанных под ним соединений указывает на комбина-

цию последовательности нуклеиновых оснований, химической модификации и мотива. 

Определения 

Если не указано иное, следующие термины имеют следующие значения. 

"2'-дезоксинуклеозид" означает нуклеозид, содержащий 2'-Н(Н)-фуранозильный сахарный компо-

нент, обнаруживаемый во встречающихся в природе дезоксирибонуклеиновых кислотах (ДНК). В опре-

деленных вариантах осуществления 2'-дезоксинуклеозид может содержать модифицированное нуклеи-

новое основание или может содержать нуклеиновое основание РНК (урацил). 

"2'-О-метоксиэтил" (также 2'-MOE) относится к 2'-О(CH2)2-OCH3) вместо группы 2'-OH рибозиль-

ного кольца. 2'-О-метоксиэтил-модифицированный сахар является модифицированным сахаром. 

"2'-МОЕ-нуклеозид" (также 2'-О-метоксиэтилнуклеозид) означает нуклеозид, содержащий  

2'-МОЕ-модифицированный сахарный компонент. 

"2'-замещенный нуклеозид" или "2-модифицированный нуклеозид" означает нуклеозид, содержа-

щий 2'-замещенный или 2'-модифицированный сахарный компонент. Как используется в данном доку-

менте, "2'-замещенный" или "2-модифицированный" применительно к сахарному компоненту означает, 

что сахарный компонент содержит по меньшей мере одну 2'-замещающую группу, отличную от H или 

OH. 

"3'-концевой сайт-мишень" относится к нуклеотиду нуклеиновой кислоты-мишени, который явля-

ется комплементарным самому крайнему 3'-концевому нуклеотиду конкретного соединения. 

"5'-концевой сайт-мишень" относится к нуклеотиду нуклеиновой кислоты-мишени, который явля-
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ется комплементарным самому крайнему 5'-концевому нуклеотиду конкретного соединения. 

"5'-метилцитозин" означает цитозин с присоединенной в 5'-положении метильной группой. 

"Приблизительно" означает в пределах ±10% от значения. Например, если указано, что "соединения 

осуществляли подавление PNPLA3 по меньшей мере приблизительно на 70%", подразумевается, что 

уровни PNPLA3 подавляются на величину в диапазоне от 60 до 80%. 

"Введение" или "осуществление введения" относится к путям введения индивидууму соединения 

или композиции, предусматриваемых в данном документе, для выполнения их предполагаемой функции. 

Пример пути введения, который можно применять, включает без ограничения парентеральное введение, 

такое как подкожная, внутривенная или внутримышечная инъекция или инфузия. 

"Вводимые одновременно" или "совместное введение" означает введение двух или более соедине-

ний любым способом, при котором у пациента проявляются фармакологические эффекты их обоих. Для 

одновременного введения не требуется, чтобы оба соединения вводились в одной и той же фармацевти-

ческой композиции, в одной и той же лекарственной форме, посредством одного и того же пути введения 

или в одно и то же время. Эффекты обоих соединений необязательно должны проявляться в одно и то же 

время. Эффекты должны перекрываться только в течение определенного периода времени и необяза-

тельно должны иметь одинаковую длительность. Одновременное введение или совместное введение ох-

ватывает параллельное или последовательное введение. 

"Уменьшение интенсивности" относится к улучшению или ослаблению по меньшей мере одного 

проявления, признака или симптома ассоциированного заболевания, нарушения или состояния. В опре-

деленных вариантах осуществления уменьшение интенсивности включает задержку или замедление про-

грессирования или снижение степени тяжести одного или нескольких проявлений состояния или заболе-

вания. Прогрессирование или степень тяжести проявлений может определяться с помощью субъектив-

ных или объективных показателей, которые известны специалистам в данной области. 

"Животное" относится к человеку или отличному от человека животному, в том числе без ограни-

чения мышам, крысам, кроликам, собакам, кошкам, свиньям и отличным от человека приматам, в том 

числе без ограничения нечеловекообразным обезьянам и шимпанзе. 

"Антисмысловая активность" означает любую поддающуюся обнаружению и/или измерению ак-

тивность, связанную с гибридизацией антисмыслового соединения с его нуклеиновой кислотой-

мишенью. В определенных вариантах осуществления антисмысловая активность представляет собой 

уменьшение количества или экспрессии нуклеиновой кислоты-мишени или белка, кодируемого такой 

нуклеиновой кислотой-мишенью, по сравнению с уровнями нуклеиновой кислоты-мишени или уровнями 

белка-мишени в отсутствие антисмыслового соединения для мишени. 

"Антисмысловое соединение" означает соединение, содержащее олигонуклеотид и необязательно 

один или несколько дополнительных компонентов, таких как конъюгированная группа или концевая 

группа. Примеры антисмысловых соединений включают однонитевые и двухнитевые соединения, такие 

как олигонуклеотиды, рибозимы, siRNA, shRNA, ssRNA, и соединения, активность которых зависит от 

степени занятости активных центров. 

"Антисмысловое подавление" означает снижение уровней нуклеиновой кислоты-мишени в присут-

ствии антисмыслового соединения, комплементарного нуклеиновой кислоте-мишени, по сравнению с 

уровнями нуклеиновой кислоты-мишени в отсутствие антисмыслового соединения. 

"Антисмысловые механизмы" представляют собой все такие механизмы, предполагающие гибриди-

зацию соединения с нуклеиновой кислотой-мишенью, где результатом или эффектом гибридизации яв-

ляется либо разрушение мишени, либо занятие мишени с сопутствующей блокировкой клеточного меха-

низма, предполагающего, например, транскрипцию или сплайсинг. 

"Антисмысловой олигонуклеотид" означает олигонуклеотид, имеющий последовательность нук-

леиновых оснований, комплементарную нуклеиновой кислоте-мишени или ее области или сегменту. В 

определенных вариантах осуществления антисмысловой олигонуклеотид способен к специфической гиб-

ридизации с нуклеиновой кислотой-мишенью или ее областью или сегментом. 

"Бициклический нуклеозид" или "BNA" означает нуклеозид, содержащий бициклический сахарный 

компонент. "Бициклический сахар" или "бициклический сахарный компонент" означает модифициро-

ванный сахарный компонент, содержащий два кольца, где второе кольцо образовано с помощью мости-

ка, соединяющего два атома в первом кольце, за счет чего обеспечивается образование бициклической 

структуры. В определенных вариантах осуществления первое кольцо бициклического сахарного компо-

нента представляет собой фуранозильный компонент. В определенных вариантах осуществления бицик-

лический сахарный компонент не содержит фуранозильный компонент. 

"Разветвляющая группа" означает группу атомов по меньшей мере с 3 положениями, которые могут 

образовывать ковалентные связи по меньшей мере с 3 группами. В определенных вариантах осуществле-

ния разветвляющаяся группа обеспечивает несколько реакционноспособных сайтов для присоединения 

связанных лигандов к олигонуклеотиду с помощью конъюгирующего линкера и/или расщепляемого 

компонента. 

"Нацеливающий на клетку компонент" означает конъюгированную группу или фрагмент конъюги-

рованной группы, которые способны связываться с клеткой конкретного типа или с клетками конкрет-
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ных типов. 

"cEt" или "конформационно ограниченный этилом" означает бициклический рибозильный сахар-

ный компонент, где второе кольцо бициклического сахара образовано посредством мостика, соединяю-

щего 4'-атом углерода и 2'-атом углерода, при этом мостик имеет формулу: 4'-CH(CH3)-О-2', и при этом 

метильная группа мостика находится в S-конфигурации. 

"cEt-нуклеозид" означает нуклеозид, содержащий cEt-модифицированный сахарный компонент. 

"Химическая модификация" в соединении описывает замещения или изменения в результате хими-

ческой реакции любой из структурных единиц в соединении по сравнению с исходным состоянием такой 

структурной единицы. "Модифицированный нуклеозид" означает нуклеозид, независимо имеющий мо-

дифицированный сахарный компонент и/или модифицированное нуклеиновое основание. "Модифициро-

ванный олигонуклеотид" означает олигонуклеотид, содержащий по меньшей мере одну модифицирован-

ную межнуклеозидную связь, модифицированный сахар и/или модифицированное нуклеиновое  

основание. 

"Химически отличная область" относится к области соединения, которая некоторым образом  

химически отличается от другой области того же самого соединения. Например, область с  

2'-О-метоксиэтилнуклеотидами химически отличается от области с нуклеотидами без  

2'-О-метоксиэтильных модификаций. 

"Химерные антисмысловые соединения" означают антисмысловые соединения, которые имеют по 

меньшей мере две химически отличные области, при этом на каждое положение приходится несколько 

субъединиц. 

"Расщепляемая связь" означает любую химическую связь, которая может быть разорвана. В опре-

деленных вариантах осуществления расщепляемая связь выбрана из амидной, полиамидной, сложно-

эфирной, эфирной, одной или обеих сложноэфирных в фосфодиэфирной связи, фосфоэфирной, карба-

матной, дисульфидной или пептидной. 

"Расщепляемый компонент" означает связь или группу атомов, которые расщепляются в физиоло-

гических условиях, например внутри клетки, животного или человека. 

"Комплементарный" применительно к олигонуклеотиду означает, что последовательность нуклеи-

новых оснований такого олигонуклеотида или одной или нескольких его областей соответствует после-

довательности нуклеиновых оснований другого олигонуклеотида или нуклеиновой кислоты или одной 

или нескольких их областей при выравнивании двух последовательностей нуклеиновых оснований в 

противоположных направлениях. Описанные в данном документе совпадения нуклеиновых оснований 

или комплементарные нуклеиновые основания ограничены следующими парами: аденин (А) и тимин (Т), 

аденин (А) и урацил (U), цитозин (С) и гуанин (G) и 5-метилцитозин (
m

C) и гуанин (G), если не указано 

иное. Комплементарные олигонуклеотиды и/или нуклеиновые кислоты не должны характеризоваться 

комплементарностью нуклеиновых оснований по каждому нуклеозиду и могут содержать одно или не-

сколько несовпадений нуклеиновых оснований. В отличие от этого, "полностью комплементарные" или 

"на 100% комплементарные" применительно к олигонуклеотидам означает, что такие олигонуклеотиды 

характеризуются совпадениями нуклеиновых оснований по каждому нуклеозиду без каких-либо несов-

падений нуклеиновых оснований. 

"Конъюгированная группа" означает группу атомов, которая присоединена к олигонуклеотиду. 

Конъюгированные группы содержат конъюгированный компонент и конъюгирующий линкер, который 

присоединяет конъюгированный компонент к олигонуклеотиду. 

"Конъюгирующий линкер" означает группу атомов, содержащую по меньшей мере одну связь, ко-

торая соединяет конъюгированный компонент с олигонуклеотидом. 

"Конъюгированный компонент" означает группу атомов, которая присоединена к олигонуклеотиду 

посредством конъюгирующего линкера. 

"Смежный" применительно к олигонуклеотиду относится к нуклеозидам, нуклеиновым основани-

ям, сахарным компонентам или межнуклеозидным связям, которые непосредственно примыкают друг к 

другу. Например, "смежные нуклеиновые основания" означают нуклеиновые основания, которые непо-

средственно примыкают друг к другу в последовательности. 

"Конструирование" или "сконструированный для" относится к способу конструирования соедине-

ния, которое специфически гибридизируется с выбранной молекулой нуклеиновой кислоты. 

"Разбавитель" означает ингредиент в композиции, который не обладает фармакологической актив-

ностью, но является фармацевтически необходимым или желательным. Например, разбавитель в компо-

зиции для инъекции может быть жидкостью, например физиологическим раствором. 

"Модифицированные разными способами" означает химические модификации или химические за-

местители, которые отличаются друг от друга, включая отсутствие модификаций. Так, например,  

МОЕ-нуклеозид и немодифицированный нуклеозид ДНК являются "модифицированными разными спо-

собами", даже несмотря на то, что нуклеозид ДНК является немодифицированным. Аналогичным обра-

зом, ДНК и РНК являются "модифицированными разными способами", даже несмотря на то, что оба они 

представляют собой встречающиеся в природе немодифицированные нуклеозиды. Нуклеозиды, которые 

являются одинаковыми, но содержат различные нуклеиновые основания, не являются модифицирован-
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ными разными способами. Например, нуклеозид, содержащий 2'-ОМе-модифицированный сахар и  

немодифицированное адениновое нуклеиновое основание, и нуклеозид, содержащий  

2'-ОМе-модифицированный сахар и немодифицированное тиминовое нуклеиновое основание, не явля-

ются модифицированными разными способами. 

"Доза" означает определенное количество соединения или фармацевтического средства, предостав-

ляемое за одно введение или за определенный период времени. В определенных вариантах осуществле-

ния доза может быть введена в виде двух или более болюсов, таблеток или инъекций. Например, в опре-

деленных вариантах осуществления, если необходимо подкожное введение, для необходимой дозы мо-

жет потребоваться объем, который трудно вместить в одну инъекцию. В таких вариантах осуществления 

для достижения необходимой дозы можно применять две или более инъекции. В определенных вариан-

тах осуществления дозу можно вводить двумя или более инъекциями для уменьшения реакции в месте 

инъекции у индивидуума. В других вариантах осуществления соединение или фармацевтическое средст-

во вводят путем инфузии в течение длительного периода времени или непрерывно. Дозы могут быть ука-

заны в виде количества фармацевтического средства в час, день, неделю или месяц. 

"Схема введения доз" представляет собой комбинацию доз, разработанную для достижения одного 

или нескольких необходимых эффектов. 

"Двухнитевое антисмысловое соединение" означает антисмысловое соединение, содержащее два 

олигомерных соединения, которые являются комплементарными друг другу и формируют дуплекс, и где 

одно из двух указанных олигомерных соединений содержит олигонуклеотид. 

"Эффективное количество" означает количество соединения, достаточное для достижения необхо-

димого физиологического результата у индивидуума, нуждающегося в соединении. Эффективное коли-

чество может варьироваться для индивидуумов в зависимости от состояния здоровья и физического со-

стояния индивидуума, подлежащего лечению, таксономической группы индивидуумов, подлежащих ле-

чению, состава композиции, оценки медицинского состояния индивидуума, а также других учитываемых 

факторов. 

"Эффективность" означает способность обеспечивать желаемый эффект. 

"Экспрессия" включает все функции, посредством которых закодированная в гене информация пре-

образуется в присутствующие и функционирующие в клетке структуры. Такие структуры включают без 

ограничения продукты транскрипции и трансляции. 

"Гэпмер" означает олигонуклеотид, содержащий внутреннюю область, имеющую несколько нук-

леозидов, которые способствуют расщеплению под действием РНКазы Н, расположенную между внеш-

ними областями, имеющими один или несколько нуклеозидов, где нуклеозиды, образующие внутрен-

нюю область, химически отличаются от нуклеозида или нуклеозидов, образующих внешние области. 

Внутренняя область может называться "гэпом", а внешние области могут называться "флангами". 

"Гибридизация" означает отжиг олигонуклеотидов и/или нуклеиновых кислот. Без ограничения 

конкретным механизмом, наиболее распространенный механизм гибридизации предполагает образова-

ние водородных связей, которое может представлять собой образование водородных связей по типу  

уотсон-криковского, хугстиновского или обратного хугстиновского взаимодействия между комплемен-

тарными нуклеиновыми основаниями. В определенных вариантах осуществления комплементарные мо-

лекулы нуклеиновой кислоты включают без ограничения антисмысловое соединение и нуклеиновую 

кислоту-мишень. В определенных вариантах осуществления комплементарные молекулы нуклеиновой 

кислоты включают без ограничения олигонуклеотид и нуклеиновую кислоту-мишень. 

"Непосредственно примыкающий" означает, что между непосредственно примыкающими элемен-

тами одного типа отсутствуют промежуточные элементы (например, между непосредственно примы-

кающими нуклеиновыми основаниями отсутствуют промежуточные нуклеиновые основания). 

"Индивидуум" означает человека или отличного от человека животного, выбранного для лечения 

или терапии. 

"Подавление экспрессии или активности" относится к снижению или блокированию экспрессии или 

активности по сравнению с экспрессией или активностью в необработанном или контрольном образце и 

не обязательно указывает на полное устранение экспрессии или активности. 

"Межнуклеозидная связь" означает группу или связь, которые образуют ковалентную связь между 

примыкающими друг к другу нуклеозидами в олигонуклеотиде. "Модифицированная межнуклеозидная 

связь" означает любую межнуклеозидную связь, отличную от встречающейся в природе фосфатной меж-

нуклеозидной связи. Нефосфатные связи называются в данном документе модифицированными межнук-

леозидными связями. 

"Удлиненные олигонуклеотиды" представляют собой олигонуклеотиды, которые содержат один 

или несколько дополнительных нуклеозидов по сравнению с олигонуклеотидом, раскрытым в данном 

документе, например, исходным олигонуклеотидом. 

"Связанные нуклеозиды" означают примыкающие друг к другу нуклеозиды, связанные между со-

бой межнуклеозидной связью. 

"Линкерный нуклеозид" означает нуклеозид, который связывает олигонуклеотид с конъюгирован-

ным компонентом. Линкерные нуклеозиды расположены в конъюгирующем линкере соединения. Лин-
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керные нуклеозиды не считаются частью олигонуклеотидной части соединения, даже если они являются 

смежными с олигонуклеотидом. 

"Несовпадающее" или "некомплементарное" означает нуклеиновое основание первого олигонукле-

отида, которое не является комплементарным соответствующему нуклеотидному основанию второго 

олигонуклеотида или нуклеиновой кислоты-мишени при выравнивании первого и второго олигонуклео-

тидов. Например, нуклеиновые основания, в том числе без ограничения универсальные нуклеиновые 

основания инозин и гипоксантин, способны гибридизироваться по меньшей мере с одним нуклеиновым 

основанием, но тем не менее являются несовпадающими или некомплементарными относительно нук-

леинового основания, с которым они гибридизируются. В качестве другого примера, нуклеиновое осно-

вание первого олигонуклеотида, которое не способно гибридизироваться с соответствующим нуклеино-

вым основанием второго олигонуклеотида или нуклеиновой кислоты-мишени, при выравнивании перво-

го и второго олигонуклеотидов является несовпадающим или некомплементарным нуклеиновым основа-

нием. 

"Модулирование" относится к изменению или корректировке признака в клетке, ткани, органе или 

организме. Например, модулирование РНК PNPLA3 может означать увеличение или уменьшение уровня 

РНК PNPLA3 и/или белка PNPLA3 в клетке, ткани, органе или организме. "Модулятор" осуществляет 

изменение в клетке, ткани, органе или организме. Например, оказывающее воздействие на PNPLA3 со-

единение может представлять собой модулятор, который обеспечивает уменьшение количества РНК 

PNPLA3 и/или белка PNPLA3 в клетке, ткани, органе или организме. 

"МОЕ" означает метоксиэтил. 

"Мономер" относится к одной структурной единице олигомера. Мономеры включают без ограниче-

ния нуклеозиды и нуклеотиды. 

"Мотив" означает характерный участок из немодифицированных и/или модифицированных сахар-

ных компонентов, нуклеиновых оснований и/или межнуклеозидных связей в олигонуклеотиде. 

"Природные" или "встречающиеся в природе" средства обнаруживаются в природе. 

"Небициклический модифицированный сахар" или "небициклический модифицированный сахар-

ный компонент" означает модифицированный сахарный компонент, который содержит модификацию, 

такую как заместитель, который не образует мостик между двумя атомами сахара с образованием второ-

го кольца. 

"Нуклеиновая кислота" относится к молекулам, состоящим из мономерных нуклеотидов. Нуклеи-

новая кислота включает без ограничения рибонуклеиновые кислоты (РНК), дезоксирибонуклеиновые 

кислоты (ДНК), однонитевые нуклеиновые кислоты и двухнитевые нуклеиновые кислоты. 

"Нуклеиновое основание" означает гетероциклический компонент, способный к спариванию с ос-

нованием другой нуклеиновой кислоты. Как используется в данном документе, "встречающееся в приро-

де нуклеиновое основание" представляет собой аденин (А), тимин (Т), цитозин (С), урацил (U) и  

гуанин (G). "Модифицированное нуклеиновое основание" представляет собой встречающееся в природе 

нуклеиновое основание, которое является химически модифицированным. "Универсальное основание" 

или "универсальное нуклеиновое основание" представляет собой нуклеиновое основание, отличное от 

встречающегося в природе нуклеинового основания и модифицированного нуклеинового основания и 

способное к спариванию с любым нуклеиновым основанием. 

"Последовательность нуклеиновых оснований" означает порядок расположения смежных нуклеи-

новых оснований в нуклеиновой кислоте или олигонуклеотиде независимо от какого-либо сахара или 

межнуклеозидной связи. 

"Нуклеозид" означает соединение, содержащее нуклеиновое основание и сахарный компонент. 

Нуклеиновое основание и сахарный компонент независимо друг от друга являются немодифицирован-

ными или модифицированными. "Модифицированный нуклеозид" означает нуклеозид, содержащий мо-

дифицированное нуклеиновое основание и/или модифицированный сахарный компонент. Модифициро-

ванные нуклеозиды включают в себя нуклеозиды с удаленными азотистыми основаниями, у которых 

отсутствует нуклеиновое основание. 

"Олигомерное соединение" означает соединение, содержащее один олигонуклеотид и необязатель-

но один или несколько дополнительных компонентов, таких как конъюгированная группа или концевая 

группа. 

"Олигонуклеотид" означает полимер из связанных нуклеозидов, каждый из которых может быть 

модифицированным или немодифицированным независимо друг от друга. Если не указано иное, олиго-

нуклеотиды состоят из 8-80 связанных нуклеозидов. "Модифицированный олигонуклеотид" означает 

олигонуклеотид, где по меньшей мере один сахар, нуклеиновое основание или межнуклеозидная связь 

являются модифицированными. "Немодифицированный олигонуклеотид" означает олигонуклеотид, ко-

торый не содержит какую-либо модификацию сахара, нуклеинового основания или межнуклеозидной 

связи. 

"Исходный олигонуклеотид" означает олигонуклеотид, последовательность которого применяют в 

качестве основы для конструирования большего количества олигонуклеотидов со сходной последова-

тельностью, но с различной длиной, мотивами и/или химическими структурами. Новые сконструирован-
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ные олигонуклеотиды могут иметь такую же или перекрывающуюся последовательность в сравнении с 

исходным олигонуклеотидом. 

"Парентеральное введение" означает введение путем инъекции или инфузии. Парентеральное вве-

дение включает подкожное введение, внутривенное введение, внутримышечное введение, внутриартери-

альное введение, внутрибрюшинное введение или внутричерепное введение, например интратекальное 

или интрацеребровентрикулярное введение. 

"Фармацевтически приемлемый носитель или разбавитель" означает любое вещество, подходящее 

для применения при введении индивидууму. Например, фармацевтически приемлемый носитель может 

представлять собой стерильный водный раствор, такой как PBS или вода для инъекций. 

"Фармацевтически приемлемые соли" означают физиологически и фармацевтически приемлемые 

соли соединений, таких как олигомерные соединения или олигонуклеотиды, т.е. соли, которые сохраня-

ют необходимую биологическую активность исходного соединения и не придают ему нежелательных 

токсикологических свойств. 

"Фармацевтическое средство" означает соединение, которое оказывает терапевтически благоприят-

ный эффект при введении индивидууму. 

"Фармацевтическая композиция" означает смесь веществ, подходящих для введения индивидууму. 

Например, фармацевтическая композиция может содержать одно или несколько соединений или их соль 

и стерильный водный раствор. 

"Фосфотиоатная связь" означает модифицированную фосфатную связь, в которой один из немости-

ковых атомов кислорода замещен атомом серы. Фосфотиоатная межнуклеозидная связь представляет 

собой модифицированную межнуклеозидную связь. 

"Фосфорный компонент" означает группу атомов, содержащую атом фосфора. В определенных ва-

риантах осуществления фосфорный компонент включает в себя моно-, ди- или трифосфат или  

фосфотиоат. 

"Фрагмент" означает определенное количество смежных (т.е. связанных) нуклеиновых оснований 

нуклеиновой кислоты. В определенных вариантах осуществления фрагмент представляет собой опреде-

ленное количество смежных нуклеиновых оснований нуклеиновой кислоты-мишени. В определенных 

вариантах осуществления фрагмент представляет собой определенное количество смежных нуклеиновых 

оснований олигомерного соединения. 

"Предупреждение" относится к задержке или предотвращению начала проявления, развития или 

прогрессирования заболевания, нарушения или состояния в течение периода времени от нескольких ми-

нут до неопределенного срока. 

"Пролекарство" означает соединение в форме вне организма, которое при введении индивидууму 

метаболизируется до другой формы внутри его организма или клеток. В определенных вариантах осуще-

ствления метаболизированная форма является активной или более активной формой соединения (напри-

мер, лекарственного средства). Как правило, превращение пролекарства внутри организма облегчается 

благодаря действию фермента(ферментов) (например, эндогенного или вирусного фермента) или хими-

ческого(химических) вещества(веществ), присутствующих в клетках или тканях, и/или физиологическим 

условиям. 

"Снижение" означает доведение до меньших степени, размера, количества или числа. 

"№ в RefSeq" представляет собой уникальную комбинацию букв и цифр, присвоенных последова-

тельности, которые указывают на то, что последовательность соответствует конкретному транскрипту-

мишени (например, гену-мишени). Такая последовательность и информация о гене-мишени (в совокуп-

ности, запись о гене) могут быть найдены в базе данных генетических последовательностей. Базы дан-

ных генетических последовательностей включают базу данных эталонных последовательностей NCBI, 

GenBank, Европейский архив нуклеотидов и Японский банк данных о ДНК (последние три образуют 

Международное сотрудничество баз данных по нуклеотидным последовательностям или INSDC). 

"Область" определяется как фрагмент нуклеиновой кислоты-мишени, имеющий по меньшей мере 

одну идентифицируемую структуру, функцию или характеристику. 

"Соединение для RNAi" означает антисмысловое соединение, которое действует, по меньшей мере 

частично, посредством RISC или Ago2, но не посредством РНКазы Н, модулируя нуклеиновую кислоту-

мишень и/или белок, кодируемый нуклеиновой кислотой-мишенью. Соединения для RNAi включают без 

ограничения двухнитевую siRNA, однонитевую РНК (ssRNA) и microRNA, в том числе миметики  

microRNA. 

"Сегменты" определяются как более мелкие фрагменты или субфрагменты областей в пределах 

нуклеиновой кислоты. 

"Побочные эффекты" означают физиологическое заболевание и/или состояния, связанные с лечени-

ем, которые отличаются от желаемых эффектов. В определенных вариантах осуществления побочные 

эффекты включают реакции в месте инъекции, аномалии функциональных печеночных проб, аномалии 

функционирования почек, гепатотоксичность, почечную токсичность, аномалии функционирования цен-

тральной нервной системы, миопатии и недомогание. Например, повышенные уровни аминотрансферазы 

в сыворотке крови могут указывать на гепатотоксичность или аномалию функционирования печени. На-
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пример, повышенные уровни билирубина могут указывать на гепатотоксичность или аномалию функ-

ционирования печени. 

"Однонитевое" применительно к соединению означает, что соединение имеет только один олиго-

нуклеотид. "Самокомплементарный" означает олигонуклеотид, который по меньшей мере частично гиб-

ридизируется сам с собой. Соединение, состоящее из одного олигонуклеотида, где олигонуклеотид со-

единения является самокомплементарным, является однонитевым соединением. Однонитевое соедине-

ние может быть способно связываться с комплементарным соединением с образованием дуплекса. 

"Сайты" определяются как уникальные положения нуклеиновых оснований в пределах нуклеино-

вой кислоты-мишени. 

"Специфически гибридизирующийся" относится к олигонуклеотиду, характеризующемуся доста-

точной степенью комплементарности между олигонуклеотидом и нуклеиновой кислотой-мишенью для 

индуцирования желаемого эффекта, проявляющему в то же время минимальные эффекты или не прояв-

ляющему такие эффекты в отношении нуклеиновых кислот, не являющихся мишенями. В определенных 

вариантах осуществления специфическая гибридизация происходит в физиологических условиях. 

"Специфическое подавление" применительно к нуклеиновой кислоте-мишени означает снижение 

или блокирование экспрессии нуклеиновой кислоты-мишени при проявлении в то же время меньших, 

минимальных эффектов или без проявления таких эффектов в отношении нуклеиновых кислот, не яв-

ляющихся мишенями. Снижение не обязательно указывает на полное устранение экспрессии нуклеино-

вой кислоты-мишени. 

"Стандартный клеточный анализ" означает анализ(анализы), описанные в примерах, и их приемле-

мые варианты. 

"Стандартный эксперимент in vivo" означает процедуру(процедуры), описанные в приме-

ре(примерах), и их приемлемые варианты. 

"Стереослучайный хиральный центр" в контексте совокупности молекул с идентичной молекуляр-

ной формулой означает хиральный центр, имеющий случайную стереохимическую конфигурацию. На-

пример, в совокупности молекул, содержащих стереослучайный хиральный центр, количество молекул, 

имеющих (S)-конфигурацию стереослучайного хирального центра, может необязательно являться таким 

же, как количество молекул, имеющих (S)-конфигурацию стереослучайного хирального центра. Стерео-

химическая конфигурация хирального центра считается случайной, если она является результатом спо-

соба синтеза, который не предназначен для контроля стереохимической конфигурации. В определенных 

вариантах осуществления стереослучайный хиральный центр представляет собой стереослучайную фос-

фотиоатную межнуклеозидную связь. 

"Сахарный компонент" означает немодифицированный сахарный компонент или модифицирован-

ный сахарный компонент. "Немодифицированный сахарный компонент" или "немодифицированный са-

хар" означает 2'-OH(Н)-рибозильный компонент, обнаруживаемый в РНК ("немодифицированный сахар-

ный компонент РНК"), или 2'-Н(Н)-компонент, обнаруживаемый в ДНК ("немодифицированный сахар-

ный компонент ДНК"). "Модифицированный сахарный компонент" или "модифицированный сахар" оз-

начает модифицированный фуранозильный сахарный компонент или имитатор сахара. "Модифициро-

ванный фуранозильный сахарный компонент" означает фуранозильный сахар, содержащий отличный от 

атома водорода заместитель вместо по меньшей мере одного атома водорода или гидроксила немодифи-

цированного сахарного компонента. В определенных вариантах осуществления модифицированный фу-

ранозильный сахарный компонент представляет собой 2'-замещенный сахарный компонент. Такие моди-

фицированные фуранозильные сахарные компоненты включают в себя бициклические сахара и небицик-

лические сахара. 

"Имитатор сахара" означает модифицированный сахарный компонент, отличный от фуранозильно-

го компонента, который может связывать нуклеиновое основание с другой группой, такой как межнук-

леозидная связь, конъюгированная группа или концевая группа, в олигонуклеотиде. Модифицированные 

нуклеозиды, содержащие имитаторы сахаров, могут быть включены в состав олигонуклеотида в одном 

или нескольких положениях, и такие олигонуклеотиды способны к гибридизации с комплементарными 

соединениями или нуклеиновыми кислотами. 

"Синергизм" или "действовать синергетическим образом" относится к эффекту комбинации, кото-

рый превышает совокупный эффект каждого компонента по отдельности в тех же дозах. 

"PNPLA3" означает любую нуклеиновую кислоту или белок PNPLA3. "Нуклеиновая кислота 

PNPLA3" означает любую нуклеиновую кислоту, кодирующую PNPLA3. Например, в определенных ва-

риантах осуществления нуклеиновая кислота PNPLA3 включает последовательность ДНК, кодирующую 

PNPLA3, последовательность РНК, транскрибируемую из ДНК, кодирующей PNPLA3 (включая геном-

ную ДНК, содержащую интроны и экзоны), и последовательность mRNA, кодирующую PNPLA3. 

"mRNA PNPLA3" означает mRNA, кодирующую белок PNPLA3. Мишень может быть указана в верхнем 

или нижнем регистре. 

"Специфический ингибитор PNPLA3" относится к любому средству, способному к специфическому 

подавлению экспрессии или активности РНК PNPLA3 и/или белка PNPLA3 на молекулярном уровне. 

Например, специфические ингибиторы PNPLA3 включают нуклеиновые кислоты (в том числе антисмы-
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словые соединения), пептиды, антитела, малые молекулы и другие средства, способные к подавлению 

экспрессии РНК PNPLA3 и/или белка PNPLA3. 

"Ген-мишень" относится к гену, кодирующему мишень. 

"Нацеливание" означает специфическую гибридизацию соединения с нуклеиновой кислотой-

мишенью с целью индуцирования желаемого эффекта. 

Все из "нуклеиновой кислоты-мишени", "РНК-мишени", "РНК-транскрипта-мишени" и "нуклеино-

вой кислоты-мишени" означают нуклеиновую кислоту, на которую способны нацеливаться соединения, 

описанные в данном документе. 

"Область-мишень" означает фрагмент нуклеиновой кислоты-мишени, на который нацеливается од-

но или несколько соединений. 

"Сегмент-мишень" означает последовательность нуклеотидов нуклеиновой кислоты-мишени, на ко-

торую нацеливается соединение. "5'-концевой сайт-мишень" относится к самому крайнему 5'-концевому 

нуклеотиду сегмента-мишени. "3'-концевой сайт-мишень" относится к самому крайнему 3'-концевому 

нуклеотиду сегмента-мишени. 

"Концевая группа" означает химическую группу или группу атомов, которая ковалентно связана с 

концом олигонуклеотида. 

"Терапевтически эффективное количество" означает количество соединения, фармацевтического 

средства или композиции, которое оказывает терапевтически благоприятный эффект в отношении инди-

видуума. 

"Лечение" относится к введению соединения или фармацевтической композиции животному с це-

лью осуществления изменения или улучшения в отношении заболевания, нарушения или состояния у 

животного. 

Определенные варианты осуществления 

В определенных вариантах осуществления предусмотрены способы, соединения и композиции для 

подавления экспрессии PNPLA3 (PNPLA3). 

В определенных вариантах осуществления предусмотрены соединения, нацеленные на нуклеино-

вую кислоту PNPLA3. В определенных вариантах осуществления нуклеиновая кислота PNPLA3 имеет 

последовательность, приведенную в RefSeq или GENBANK под номером доступа NM_025225.2 (вклю-

чена посредством ссылки, раскрыта в данном документе под SEQ ID NO: 1); NC_000022.11 с усечением 

нуклеотидов от 43921001 до 43954500 (включена посредством ссылки, раскрыта в данном документе под 

SEQ ID NO: 2); AK123806.1 (включена посредством ссылки, раскрыта в данном документе под  

SEQ ID NO: 3); BQ686328.1 (включена посредством ссылки, раскрыта в данном документе под  

SEQ ID NO: 4); BF762711.1 (включена посредством ссылки, раскрыта в данном документе под  

SEQ ID NO: 5); DA290491.1 (включена посредством ссылки, раскрыта в данном документе под  

SEQ ID NO: 6); и последовательности, перечисленные под SEQ ID NO: 7, 8, 9 и 10. В определенных ва-

риантах осуществления соединение представляет собой антисмысловое соединение или олигомерное 

соединение. В определенных вариантах осуществления соединение является однонитевым. В определен-

ных вариантах осуществления соединение является двухнитевым. 

В определенных вариантах осуществления соединение содержит модифицированный олигонуклео-

тид, имеющий длину 16 связанных нуклеозидов. В определенных вариантах осуществления соединение 

представляет собой антисмысловое соединение или олигомерное соединение. 

В определенных вариантах осуществления предусмотрено соединение, содержащее модифициро-

ванный олигонуклеотид, имеющий длину 16 связанных нуклеозидов, и который имеет последователь-

ность нуклеиновых оснований, содержащую последовательность нуклеиновых оснований под  

SEQ ID NO: 1089. В определенных вариантах осуществления соединение представляет собой антисмы-

словое соединение или олигомерное соединение. В определенных вариантах осуществления соединение 

является однонитевым. В определенных вариантах осуществления соединение является двухнитевым. 

В определенных вариантах осуществления предусматривается соединение, содержащее модифици-

рованный олигонуклеотид, состоящий из последовательности нуклеиновых оснований под  

SEQ ID NO: 1089. В определенных вариантах осуществления соединение представляет собой антисмы-

словое соединение или олигомерное соединение. В определенных вариантах осуществления соединение 

является однонитевым. В определенных вариантах осуществления соединение является двухнитевым. 

В определенных вариантах осуществления предусмотрено соединение, содержащее модифициро-

ванный олигонуклеотид, имеющий длину 16 связанных нуклеозидов и в пределах нуклеотидных основа-

ний 5567-5642, 5644-5731, 5567-5731, 5567-5620, 13697-13733, 20553-20676, 20664-20824, 20553-20824 и 

25844-25912 и являющийся комплементарным по отношению к SEQ ID NO: 2, где указанный модифици-

рованный олигонуклеотид является по меньшей мере на 85%, по меньшей мере на 90%, по меньшей мере 

на 95 или 100% комплементарным по отношению к SEQ ID NO: 2. В определенных вариантах осуществ-

ления соединение представляет собой антисмысловое соединение или олигомерное соединение. В опре-

деленных вариантах осуществления соединение является однонитевым. В определенных вариантах осу-

ществления соединение является двухнитевым. 

В определенных вариантах осуществления соединения нацеливаются на нуклеотиды 5567-5620 
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нуклеиновой кислоты PNPLA3. В определенных вариантах осуществления соединения нацеливаются на 

участок в пределах нуклеотидов 5567-5642, 5644-5731, 5567-5731, 5567-5620 нуклеиновой кислоты 

PNPLA3, имеющей последовательность нуклеиновых оснований под SEQ ID NO: 2. В определенных ва-

риантах осуществления соединения содержат фрагмент по меньшей мере из 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 или 

16 смежных нуклеиновых оснований, комплементарный фрагменту равной длины в пределах нуклеоти-

дов 5567-5642, 5644-5731, 5567-5731, 5567-5620 нуклеиновой кислоты PNPLA3, имеющей последова-

тельность нуклеиновых оснований под SEQ ID NO: 2. В определенных вариантах осуществления  

такие соединения представляют собой антисмысловые соединения, олигомерные соединения или  

олигонуклеотиды. 

В определенных вариантах осуществления соединение содержит модифицированный олигонуклео-

тид, имеющий длину 16 связанных нуклеозидов, и который имеет последовательность нуклеиновых ос-

нований, содержащую фрагмент по меньшей мере из 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 или 16 смежных нуклеи-

новых оснований из SEQ ID NO: 1089. 

В определенных вариантах осуществления соединение содержит модифицированный олигонуклео-

тид, имеющий длину 16 связанных нуклеозидов, и который имеет последовательность нуклеиновых ос-

нований, содержащую SEQ ID NO: 1089. 

В определенных вариантах осуществления соединение содержит модифицированный олигонуклео-

тид, который имеет последовательность нуклеиновых оснований, состоящую из SEQ ID NO: 1089. 

В определенных вариантах осуществления соединения, нацеленные на PNPLA3, представляют со-

бой ION 975616, 994284, 975605, 994282, 975613, 975617, 975735, 975736 или 975612. Из более чем 2384 

соединений, которые были подвергнуты скринингу, как описано в разделе "Примеры" ниже, ION 975616, 

994284, 975605, 994282, 975613, 975617, 975735, 975736 и 975612 оказались наилучшими лидерными 

соединениями. 

В определенных вариантах осуществления любой из вышеперечисленных модифицированных оли-

гонуклеотидов содержит по меньшей мере одну модифицированную межнуклеозидную связь, по мень-

шей мере один модифицированный сахар и/или по меньшей мере одно модифицированное нуклеиновое 

основание. 

В определенных вариантах осуществления любой из вышеперечисленных модифицированных оли-

гонуклеотидов содержит по меньшей мере один модифицированный сахар. В определенных вариантах 

осуществления по меньшей мере один модифицированный сахар содержит 2'-О-метоксиэтильную груп-

пу. В определенных вариантах осуществления по меньшей мере один модифицированный сахар пред-

ставляет собой бициклический сахар, такой как содержащий группу 4'-CH(CH3)-О-2', группу 4'-CH2-О-2' 

или группу 4'-(CH2)2-О-2'. 

В определенных вариантах осуществления модифицированный олигонуклеотид содержит по мень-

шей мере одну модифицированную межнуклеозидную связь, такую как фосфотиоатная межнуклеозидная 

связь. 

В определенных вариантах осуществления любой из вышеперечисленных модифицированных оли-

гонуклеотидов содержит по меньшей мере одно модифицированное нуклеиновое основание, такое как  

5-метилцитозин. 

В определенных вариантах осуществления любой из вышеперечисленных модифицированных оли-

гонуклеотидов содержит: 

гэп-сегмент, состоящий из связанных дезоксинуклеозидов; 

5'-концевой фланговый сегмент, состоящий из связанных нуклеозидов; и 

3'-концевой фланговый сегмент, состоящий из связанных нуклеозидов; 

где гэп-сегмент расположен между 5'-концевым фланговым сегментом и 3'-концевым фланговым 

сегментом, и 

где каждый нуклеозид каждого флангового сегмента содержит модифицированный сахар. 

В определенных вариантах осуществления модифицированный олигонуклеотид имеет длину  

16 связанных нуклеозидов, при этом он имеет последовательность нуклеиновых оснований, предусмат-

ривающую последовательность, приведенную под SEQ ID NO: 1089. В определенных вариантах осуще-

ствления модифицированный олигонуклеотид имеет длину 16 связанных нуклеозидов, при этом он имеет 

последовательность нуклеиновых оснований, состоящую из последовательности, приведенной под SEQ 

ID NO: 1089. 

В определенных вариантах осуществления соединение содержит или состоит из модифицированно-

го олигонуклеотида, имеющего длину 16 связанных нуклеиновых оснований, при этом он имеет после-

довательность нуклеиновых оснований, предусматривающую последовательность, приведенную под 

SEQ ID NO: 1089, где модифицированный олигонуклеотид содержит: 

гэп-сегмент, состоящий из десяти связанных дезоксинуклеозидов; 

5'-концевой фланговый сегмент, состоящий из трех связанных нуклеозидов; и 

3'-концевой фланговый сегмент, состоящий из трех связанных нуклеозидов; 

при этом гэп-сегмент расположен между 5'-концевым фланговым сегментом и 3'-концевым фланго-

вым сегментом, при этом каждый нуклеозид каждого флангового сегмента содержит cEt-caxap; при этом 
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каждая межнуклеозидная связь представляет собой фосфотиоатную связь, и при этом каждый цитозин 

представляет собой 5-метилцитозин. 

В определенных вариантах осуществления модифицированный олигонуклеотид состоит из 16 свя-

занных нуклеозидов. 

В определенных вариантах осуществления соединение состоит из модифицированного олигонукле-

отида и конъюгированной группы, где модифицированный олигонуклеотид имеет длину 16 связанных 

нуклеозидов и состоит из последовательности под SEQ ID NO: 1089, при этом модифицированный оли-

гонуклеотид содержит: 

гэп-сегмент, состоящий из десяти связанных дезоксинуклеозидов; 

5'-концевой фланговый сегмент, состоящий из трех связанных нуклеозидов; и 

3'-концевой фланговый сегмент, состоящий из трех связанных нуклеозидов; 

при этом гэп-сегмент расположен между 5'-концевым фланговым сегментом и 3'-концевым фланго-

вым сегментом, при этом каждый нуклеозид каждого флангового сегмента содержит cEt-caxap; при этом 

каждая межнуклеозидная связь представляет собой фосфотиоатную связь; при этом каждый цитозин 

представляет собой 5-метилцитозин; и при этом конъюгированная группа расположена на 5'-конце мо-

дифицированного олигонуклеотида и представляет собой: 

 
В определенных вариантах осуществления соединение содержит ION 916333 или его соль или со-

стоит из них, при этом они имеют следующую химическую структуру: 

 
В определенных вариантах осуществления соединение содержит ION 975616 или его соль или со-

стоит из них, при этом они имеют следующую химическую структуру: 
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В определенных вариантах осуществления соединение содержит натриевую соль 975616 или состо-

ит из нее, при этом она имеет следующую химическую структуру: 

 
В определенных вариантах осуществления соединение содержит ION 975613 или его соль или со-

стоит из них, при этом они имеют следующую химическую структуру: 
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В определенных вариантах осуществления соединение содержит натриевую соль 975613 или состо-

ит из нее, при этом она имеет следующую химическую структуру: 

 
В определенных вариантах осуществления соединение содержит ION 975612 или его соль или со-

стоит из них, при этом они имеют следующую химическую структуру: 
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В определенных вариантах осуществления соединение содержит натриевую соль 975612 или состо-

ит из нее, при этом она имеет следующую химическую структуру: 

 
В определенных вариантах осуществления соединение содержит ION 916789 или его соль или со-

стоит из них, при этом они имеют следующую химическую структуру: 
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В определенных вариантах осуществления соединение содержит натриевую соль 916789 или состо-

ит из нее, при этом она имеет следующую химическую структуру: 

 
В определенных вариантах осуществления соединение содержит ION 916602 или его соль или со-

стоит из них, при этом они имеют следующую химическую структуру: 
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В определенных вариантах осуществления соединение содержит натриевую соль 916602 или состо-

ит из нее, при этом она имеет следующую химическую структуру: 
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В любом из вышеперечисленных вариантов осуществления соединение или олигонуклеотид могут 

быть по меньшей мере на 85%, по меньшей мере на 90%, по меньшей мере на 95%, по меньшей мере на  

98%, по меньшей мере на 99 или 100% комплементарными нуклеиновой кислоте, кодирующей PNPLA3. 

В любом из вышеперечисленных вариантов осуществления соединение может быть однонитевым. 

В определенных вариантах осуществления соединение содержит дезоксирибонуклеотиды. В определен-

ных вариантах осуществления соединение является двухнитевым. В определенных вариантах осуществ-

ления соединение является двухнитевым и содержит рибонуклеотиды. В любом из вышеперечисленных 

вариантов осуществления соединение может представлять собой антисмысловое соединение или олиго-

мерное соединение. 

В определенных вариантах осуществления соединение содержит модифицированный олигонуклео-

тид, описанный в данном документе, и конъюгированную группу. В определенных вариантах осуществ-

ления конъюгированная группа связана с модифицированным олигонуклеотидом на 5'-конце модифици-

рованного олигонуклеотида. В определенных вариантах осуществления конъюгированная группа связана 

с модифицированным олигонуклеотидом на 3'-конце модифицированного олигонуклеотида. В опреде-

ленных вариантах осуществления конъюгированная группа содержит по меньшей мере один  

N-ацетилгалактозамин (GalNAc), по меньшей мере два N-ацетилгалактозамина (GalNAc) или по меньшей 

мере три N-ацетилгалактозамина (GalNAc). 

В определенных вариантах осуществления соединения или композиции, предусмотренные в данном 

документе, содержат фармацевтически приемлемую соль модифицированного олигонуклеотида. В опре-

деленных вариантах осуществления соль представляет собой натриевую соль. В определенных вариантах 

осуществления соль представляет собой калиевую соль. 

В определенных вариантах осуществления соединения или композиции, описанные в данном доку-

менте, являются активными в силу того, что они характеризуются по меньшей мере одной из IC50 in vitro, 

составляющей менее 2 мкМ, менее 1,5 мкМ, менее 1 мкМ, менее 0,9 мкМ, менее 0,8 мкМ, менее 0,7 мкМ, 

менее 0,6 мкМ, менее 0,5 мкМ, менее 0,4 мкМ, менее 0,3 мкМ, менее 0,2 мкМ, менее 0,1 мкМ,  

менее 0,05 мкМ, менее 0,04 мкМ, менее 0,03 мкМ, менее 0,02 мкМ или менее 0,01 мкМ. 

В определенных вариантах осуществления соединения или композиции, описываемые в данном до-

кументе, хорошо переносятся, что показано с помощью того, что они характеризуются по меньшей мере 

одним из значений повышения уровня аланинаминотрансферазы (ALT) или аспартаттрансаминазы 

(AST), составляющим не более чем в 4 раза, в 3 раза или в 2 раза, по сравнению с контрольными живот-

ными или повышением массы печени, селезенки или почки, составляющим не более чем на 30, 20, 15, 12, 

10, 5 или 2%, по сравнению с контрольными животными. В определенных вариантах осуществления со-

единения или композиции, описанные в данном документе, хорошо переносятся, что демонстрируется 

отсутствием повышения уровней ALT или AST по сравнению с контрольными животными. В опреде-

ленных вариантах осуществления соединения или композиции, описанные в данном документе, хорошо 

переносятся, что демонстрируется отсутствием повышения массы печени, селезенки или почки по срав-

нению с контрольными животными. 

В определенных вариантах осуществления предусматривается композиция, содержащая соединение 

согласно любому из вышеуказанных вариантов осуществления или любую его фармацевтически прием-

лемую соль и по меньшей мере один из фармацевтически приемлемого носителя или разбавителя. В оп-

ределенных вариантах осуществления композиция имеет вязкость, составляющую менее чем приблизи-

тельно 40 сП (сантипуаз), менее чем приблизительно 30 сП, менее чем приблизительно 20 сП, менее чем 

приблизительно 15 сП или менее чем приблизительно 10 сП. В определенных вариантах осуществления 

композиция, имеющая любое из вышеуказанных значений вязкости, содержит соединение, предусмот-

ренное в данном документе, в концентрации приблизительно 100 мг/мл, приблизительно 125 мг/мл, при-

близительно 150 мг/мл, приблизительно 175 мг/мл, приблизительно 200 мг/мл, приблизительно  

225 мг/мл, приблизительно 250 мг/мл, приблизительно 275 мг/мл или приблизительно 300 мг/мл. В опре-

деленных вариантах осуществления композиция, имеющая любое из вышеуказанных значений вязкости 

и/или концентрации соединения, имеет температуру, соответствующую комнатной температуре или со-

ставляющую приблизительно 20°С, приблизительно 21°С, приблизительно 22°С, приблизительно 23°С, 

приблизительно 24°С, приблизительно 25°С, приблизительно 26°С, приблизительно 27°С, приблизитель-

но 28°С, приблизительно 29°С или приблизительно 30°С. 

Некоторые показания. 

Определенные варианты осуществления, предусмотренные в данном документе, относятся к спосо-

бам подавления экспрессии PNPLA3, которые могут быть применимыми для лечения, предупреждения 

или уменьшения выраженности заболевания, ассоциированного с PNPLA3, у индивидуума путем введе-

ния соединения, которое нацеливается на PNPLA3. В определенных вариантах осуществления соедине-

ние может представлять собой специфический ингибитор PNPLA3. В определенных вариантах осущест-

вления соединение может представлять собой антисмысловое соединение, олигомерное соединение или 

олигонуклеотид, нацеленный на PNPLA3. 

Примеры заболеваний, ассоциированных с PNPLA3, поддающихся лечению, предупреждению 

и/или уменьшению их выраженности с помощью способов, предусмотренных в данном документе, 
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включают заболевание печени, NAFLD, стеатоз печени, неалкогольный стеатогепатит (NASH), цирроз 

печени, гепатоцеллюлярную карциному, алкогольную болезнь печени, алкогольный стеатогепатит 

(ASH), гепатит, вызванный HCV, хронический гепатит, наследственный гемохроматоз или первичный 

склерозирующий холангит. Определенные соединения, представленные в данном документе, направлены 

на соединения и композиции, которые обеспечивают снижение повреждения печени, стеатоза, фиброза 

печени, воспаления печени, рубцевания печени или цирроза, печеночной недостаточности, увеличения 

печени, повышенных уровней трансаминаз или накопления жира в печени у животного. 

В определенных вариантах осуществления способ лечения, предупреждения или уменьшения вы-

раженности заболевания, ассоциированного с PNPLA3, у индивидуума включает введение индивидууму 

соединения, содержащего специфический ингибитор PNPLA3, за счет чего осуществляется лечение, пре-

дупреждение или уменьшение выраженности заболевания. В определенных вариантах осуществления 

индивидуум идентифицирован как имеющий заболевание, ассоциированное с PNPLA3, или подвержен-

ный риску его развития. В определенных вариантах осуществления заболевание представляет собой за-

болевание печени. В определенных вариантах осуществления соединение содержит антисмысловое со-

единение, нацеленное на PNPLA3. В определенных вариантах осуществления соединение содержит оли-

гонуклеотид, нацеленный на PNPLA3. В определенных вариантах осуществления соединение содержит 

модифицированный олигонуклеотид, имеющий длину 16 связанных нуклеозидов, и который имеет по-

следовательность нуклеиновых оснований, содержащую по меньшей мере 8 смежных нуклеиновых ос-

нований из последовательностей нуклеиновых оснований под SEQ ID NO: 1089. В определенных вари-

антах осуществления соединение содержит модифицированный олигонуклеотид, имеющий длину  

16 связанных нуклеозидов, и который имеет последовательность нуклеиновых оснований, содержащую 

последовательность нуклеиновых оснований под SEQ ID NO: 1089. В определенных вариантах осущест-

вления соединение содержит модифицированный олигонуклеотид, состоящий из последовательности 

нуклеиновых оснований под SEQ ID NO: 1089. В определенных вариантах осуществления соединение 

представляет собой ION 975616, 994284, 975605, 994282, 975613, 975617, 975735, 975736 или 975612. В 

любом из вышеперечисленных вариантов осуществления соединение может быть однонитевым или 

двухнитевым. В любом из вышеперечисленных вариантов осуществления соединение может представ-

лять собой антисмысловое соединение или олигомерное соединение. В определенных вариантах осуще-

ствления соединение вводят индивидууму парентерально. В определенных вариантах осуществления 

введение соединения обеспечивает улучшение в отношении повреждения печени, стеатоза, фиброза пе-

чени, цирроза, повышенных уровней трансаминаз или накопления жира в печени, профилактику или 

предупреждение таковых у животного. 

В определенных вариантах осуществления способ лечения, предупреждения или уменьшения вы-

раженности повреждения печени, стеатоза, фиброза печени, воспаления печени, рубцевания печени или 

цирроза, печеночной недостаточности, увеличения печени, повышенных уровней трансаминаз или нако-

пления жира в печени у животного включает введение индивидууму соединения, содержащего специфи-

ческий ингибитор PNPLA3, за счет чего осуществляется лечение, предупреждение или уменьшение вы-

раженности повреждения печени, стеатоза, фиброза печени, воспаления печени, рубцевания печени или 

цирроза, печеночной недостаточности, увеличения печени, повышенных уровней трансаминаз или нако-

пления жира в печени. В определенных вариантах осуществления соединение содержит антисмысловое 

соединение, нацеленное на PNPLA3. В определенных вариантах осуществления соединение содержит 

олигонуклеотид, нацеленный на PNPLA3. В определенных вариантах осуществления соединение содер-

жит модифицированный олигонуклеотид, имеющий длину 16 связанных нуклеозидов, и который имеет 

последовательность нуклеиновых оснований, содержащую по меньшей мере 8 смежных нуклеиновых 

оснований из последовательностей нуклеиновых оснований под SEQ ID NO: 1089. В определенных вари-

антах осуществления соединение содержит модифицированный олигонуклеотид, имеющий длину  

16 связанных нуклеозидов, и который имеет последовательность нуклеиновых оснований, содержащую 

последовательность нуклеиновых оснований под SEQ ID NO: 1089. В определенных вариантах осущест-

вления соединение содержит модифицированный олигонуклеотид, состоящий из последовательности 

нуклеиновых оснований под SEQ ID NO: 1089. В определенных вариантах осуществления соединение 

представляет собой ION 975616, 994284, 975605, 994282, 975613, 975617, 975735, 975736 или 975612. В 

любом из вышеперечисленных вариантов осуществления соединение может быть однонитевым или 

двухнитевым. В любом из вышеперечисленных вариантов осуществления соединение может представ-

лять собой антисмысловое соединение или олигомерное соединение. В определенных вариантах осуще-

ствления соединение вводят индивидууму парентерально. В определенных вариантах осуществления 

введение соединения обеспечивает улучшение в отношении повреждения печени, стеатоза, фиброза пе-

чени, воспаления печени, рубцевания печени или цирроза, печеночной недостаточности, увеличения пе-

чени, повышенных уровней трансаминаз или накопления жира в печени, профилактику или предупреж-

дение таковых. В определенных вариантах осуществления индивидуум идентифицирован как имеющий 

заболевание, ассоциированное с PNPLA3, или подверженный риску его развития. 

В определенных вариантах осуществления способ подавления экспрессии PNPLA3 у индивидуума, 

у которого имеется заболевание, ассоциированное с PNPLA3, или который подвержен риску его разви-
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тия, включает введение индивидууму соединения, содержащего специфический ингибитор PNPLA3, за 

счет чего осуществляется подавление экспрессии PNPLA3 у индивидуума. В определенных вариантах 

осуществления введение соединения обеспечивает подавление экспрессии PNPLA3 в печени. В опреде-

ленных вариантах осуществления заболевание представляет собой заболевание печени. В определенных 

вариантах осуществления у индивидуума имеется NAFLD, стеатоз печени, неалкогольный стеатогепатит 

(NASH), цирроз печени, гепатоцеллюлярная карцинома, алкогольная болезнь печени, алкогольный стеа-

тогепатит (ASH), гепатит, вызванный HCV, хронический гепатит, наследственный гемохроматоз или 

первичный склерозирующий холангит, или он подвержен риску их развития. В определенных вариантах 

осуществления у индивидуума имеется повреждение печени, стеатоз, фиброз печени, воспаление печени, 

рубцевание печени или цирроз, печеночная недостаточность, увеличение печени, повышенные уровни 

трансаминаз или накопление жира в печени или, он подвержен риску их развития. В определенных вари-

антах осуществления соединение содержит антисмысловое соединение, нацеленное на PNPLA3. В опре-

деленных вариантах осуществления соединение содержит олигонуклеотид, нацеленный на PNPLA3. В 

определенных вариантах осуществления соединение содержит модифицированный олигонуклеотид, 

имеющий длину 16 связанных нуклеозидов, и который имеет последовательность нуклеиновых основа-

ний, содержащую по меньшей мере 8 смежных нуклеиновых оснований из последовательностей нуклеи-

новых оснований под SEQ ID NO: 1089. В определенных вариантах осуществления соединение содержит 

модифицированный олигонуклеотид, имеющий длину 16 связанных нуклеозидов, и который имеет по-

следовательность нуклеиновых оснований, содержащую последовательность нуклеиновых оснований 

под SEQ ID NO: 1089. В определенных вариантах осуществления соединение содержит модифицирован-

ный олигонуклеотид, состоящий из последовательности нуклеиновых оснований под SEQ ID NO: 1089. 

В определенных вариантах осуществления соединение представляет собой ION 975616, 994284, 975605, 

994282, 975613, 975617, 975735, 975736 или 975612. В любом из вышеперечисленных вариантов осуще-

ствления соединение может быть однонитевым или двухнитевым. В любом из вышеперечисленных ва-

риантов осуществления соединение может представлять собой антисмысловое соединение или олиго-

мерное соединение. В определенных вариантах осуществления соединение вводят индивидууму парен-

терально. В определенных вариантах осуществления введение соединения обеспечивает улучшение в 

отношении повреждения печени, стеатоза, фиброза печени, воспаления печени, рубцевания печени или 

цирроза, печеночной недостаточности, увеличения печени, повышенных уровней трансаминаз или нако-

пления жира в печени, профилактику или предупреждение таковых. 

В определенных вариантах осуществления способ подавления экспрессии PNPLA3 в клетке вклю-

чает приведение клетки в контакт с соединением, содержащим специфический ингибитор PNPLA3, за 

счет чего осуществляется подавление экспрессии PNPLA3 в клетке. В определенных вариантах осущест-

вления клетка представляет собой гепатоцит. В определенных вариантах осуществления клетка находит-

ся в печени. В определенных вариантах осуществления клетка находится в печени индивидуума, у кото-

рого имеется повреждение печени, стеатоз, фиброз печени, воспаление печени, рубцевание печени или 

цирроз, печеночная недостаточность, увеличение печени, повышенные уровни трансаминаз или накоп-

ление жира в печени или который подвержен риску их развития. В определенных вариантах осуществле-

ния соединение содержит антисмысловое соединение, нацеленное на PNPLA3. В определенных вариан-

тах осуществления соединение содержит олигонуклеотид, нацеленный на PNPLA3. В определенных ва-

риантах осуществления соединение содержит модифицированный олигонуклеотид, имеющий длину 16 

связанных нуклеозидов, и который имеет последовательность нуклеиновых оснований, содержащую по 

меньшей мере 8 смежных нуклеиновых оснований из последовательностей нуклеиновых оснований под 

SEQ ID NO: 1089. В определенных вариантах осуществления соединение содержит модифицированный 

олигонуклеотид, имеющий длину 16 связанных нуклеозидов, и который имеет последовательность нук-

леиновых оснований, содержащую последовательность нуклеиновых оснований под  

SEQ ID NO: 1089. В определенных вариантах осуществления соединение содержит модифицированный 

олигонуклеотид, состоящий из последовательности нуклеиновых оснований под SEQ ID NO: 1089. В 

определенных вариантах осуществления соединение представляет собой ION 975616, 994284, 975605, 

994282, 975613, 975617, 975735, 975736 или 975612. В любом из вышеперечисленных вариантов осуще-

ствления соединение может быть однонитевым или двухнитевым. В любом из вышеперечисленных ва-

риантов осуществления соединение может представлять собой антисмысловое соединение или олиго-

мерное соединение. 

В определенных вариантах осуществления способ снижения или подавления повреждения печени, 

стеатоза, фиброза печени, воспаления печени, рубцевания печени или цирроза, печеночной недостаточ-

ности, увеличения печени, повышенных уровней трансаминаз или накопления жира в печени у индиви-

дуума, у которого имеется заболевание, ассоциированное с PNPLA3, или который подвержен риску его 

развития, включает введение индивидууму соединения, содержащего специфический ингибитор 

PNPLA3, за счет чего осуществляется снижение или подавление повреждения печени, стеатоза, фиброза 

печени, воспаления печени, рубцевания печени или цирроза, печеночной недостаточности, увеличения 

печени, повышенных уровней трансаминаз или накопления жира в печени у индивидуума. В определен-

ных вариантах осуществления у индивидуума имеется NAFLD, стеатоз печени, неалкогольный стеатоге-
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патит (NASH), цирроз печени, гепатоцеллюлярная карцинома, алкогольная болезнь печени, алкогольный 

стеатогепатит (ASH), гепатит, вызванный HCV, хронический гепатит, наследственный гемохроматоз или 

первичный склерозирующий холангит, или он подвержен риску их развития. В определенных вариантах 

осуществления соединение содержит антисмысловое соединение, нацеленное на PNPLA3. В определен-

ных вариантах осуществления соединение содержит олигонуклеотид, нацеленный на PNPLA3. В опреде-

ленных вариантах осуществления соединение содержит модифицированный олигонуклеотид, имеющий 

длину 16 связанных нуклеозидов, и который имеет последовательность нуклеиновых оснований, содер-

жащую по меньшей мере 8 смежных нуклеиновых оснований из последовательностей нуклеиновых ос-

нований под SEQ ID NO: 1089. В определенных вариантах осуществления соединение содержит моди-

фицированный олигонуклеотид, имеющий длину 16 связанных нуклеозидов, и который имеет последо-

вательность нуклеиновых оснований, содержащую последовательность нуклеиновых оснований под SEQ 

ID NO: 1089. В определенных вариантах осуществления соединение содержит модифицированный оли-

гонуклеотид, состоящий из последовательности нуклеиновых оснований под SEQ ID NO: 1089. В опре-

деленных вариантах осуществления соединение представляет собой ION 975616, 994284, 975605, 994282, 

975613, 975617, 975735, 975736 или 975612. В любом из вышеперечисленных вариантов осуществления 

соединение может быть однонитевым или двухнитевым. В любом из вышеперечисленных вариантов 

осуществления соединение может представлять собой антисмысловое соединение или олигомерное со-

единение. В определенных вариантах осуществления соединение вводят индивидууму парентерально. В 

определенных вариантах осуществления индивидуум идентифицирован как имеющий заболевание, ассо-

циированное с PNPLA3, или подверженный риску его развития. 

Определенные варианты осуществления охватывают соединение, содержащее специфический ин-

гибитор PNPLA3, для применения в лечении заболевания, ассоциированного с PNPLA3. В определенных 

вариантах осуществления заболевание представляет собой NAFLD, стеатоз печени, неалкогольный стеа-

тогепатит (NASH), цирроз печени, гепатоцеллюлярную карциному, алкогольную болезнь печени, алко-

гольный стеатогепатит (ASH), гепатит, вызванный HCV, хронический гепатит, наследственный гемо-

хроматоз или первичный склерозирующий холангит. В определенных вариантах осуществления соеди-

нение содержит антисмысловое соединение, нацеленное на PNPLA3. В определенных вариантах осуще-

ствления соединение содержит олигонуклеотид, нацеленный на PNPLA3. В определенных вариантах 

осуществления соединение содержит модифицированный олигонуклеотид, имеющий длину 16 связан-

ных нуклеозидов, и который имеет последовательность нуклеиновых оснований, содержащую по мень-

шей мере 8 смежных нуклеиновых оснований из последовательностей нуклеиновых оснований под  

SEQ ID NO: 1089. В определенных вариантах осуществления соединение содержит модифицированный 

олигонуклеотид, имеющий длину 16 связанных нуклеозидов, и который имеет последовательность нук-

леиновых оснований, содержащую последовательность нуклеиновых оснований под SEQ ID NO: 1089. В 

определенных вариантах осуществления соединение содержит модифицированный олигонуклеотид, со-

стоящий из последовательности нуклеиновых оснований под SEQ ID NO: 1089. В определенных вариан-

тах осуществления соединение представляет собой ION 975616, 994284, 975605, 994282, 975613, 975617, 

975735, 975736 или 975612. В любом из вышеперечисленных вариантов осуществления соединение мо-

жет быть однонитевым или двухнитевым. В любом из вышеперечисленных вариантов осуществления 

соединение может представлять собой антисмысловое соединение или олигомерное соединение. В опре-

деленных вариантах осуществления соединение вводят индивидууму парентерально. 

Определенные варианты осуществления охватывают соединение, содержащее специфический ин-

гибитор PNPLA3, для применения для снижения или подавления повреждения печени, стеатоза, фиброза 

печени, воспаления печени, рубцевания печени или цирроза, печеночной недостаточности, увеличения 

печени, повышенных уровней трансаминаз или накопления жира в печени у индивидуума, у которого 

имеется NAFLD, стеатоз печени, неалкогольный стеатогепатит (NASH), цирроз печени, гепатоцеллю-

лярная карцинома, алкогольная болезнь печени, алкогольный стеатогепатит (ASH), гепатит, вызванный 

HCV, хронический гепатит, наследственный гемохроматоз или первичный склерозирующий холангит 

или который подвержен риску их развития. В определенных вариантах осуществления соединение со-

держит антисмысловое соединение, нацеленное на PNPLA3. В определенных вариантах осуществления 

соединение содержит олигонуклеотид, нацеленный на PNPLA3. В определенных вариантах осуществле-

ния соединение содержит модифицированный олигонуклеотид, имеющий длину 16 связанных нуклеози-

дов, и который имеет последовательность нуклеиновых оснований, содержащую по меньшей мере  

8 смежных нуклеиновых оснований из последовательностей нуклеиновых оснований под  

SEQ ID NO: 1089. В определенных вариантах осуществления соединение содержит модифицированный 

олигонуклеотид, имеющий длину 16 связанных нуклеозидов, и который имеет последовательность нук-

леиновых оснований, содержащую последовательность нуклеиновых оснований под SEQ ID NO: 1089. В 

определенных вариантах осуществления соединение содержит модифицированный олигонуклеотид, со-

стоящий из последовательности нуклеиновых оснований под SEQ ID NO: 1089. В определенных вариан-

тах осуществления соединение представляет собой ION 975616, 994284, 975605, 994282, 975613, 975617, 

975735, 975736 или 975612. В любом из вышеперечисленных вариантов осуществления соединение мо-

жет быть однонитевым или двухнитевым. В любом из вышеперечисленных вариантов осуществления 
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соединение может представлять собой антисмысловое соединение или олигомерное соединение. 

Определенные варианты осуществления охватывают применение соединения, содержащего специ-

фический ингибитор PNPLA3, для изготовления или получения лекарственного препарата для лечения 

заболевания, ассоциированного с PNPLA3. 

Определенные варианты осуществления охватывают применение соединения, содержащего специ-

фический ингибитор PNPLA3, для получения лекарственного препарата, предназначенного для лечения 

заболевания, ассоциированного с PNPLA3. В определенных вариантах осуществления заболевание пред-

ставляет собой заболевание печени. В определенных вариантах осуществления заболевание представляет 

собой NAFLD, стеатоз печени, неалкогольный стеатогепатит (NASH), цирроз печени, гепатоцеллюляр-

ную карциному, алкогольную болезнь печени, алкогольный стеатогепатит (ASH), гепатит, вызванный 

HCV, хронический гепатит, наследственный гемохроматоз или первичный склерозирующий холангит. В 

определенных вариантах осуществления соединение содержит антисмысловое соединение, нацеленное 

на PNPLA3. В определенных вариантах осуществления соединение содержит олигонуклеотид, нацелен-

ный на PNPLA3. В определенных вариантах осуществления соединение содержит модифицированный 

олигонуклеотид, имеющий длину 16 связанных нуклеозидов, и который имеет последовательность нук-

леиновых оснований, содержащую по меньшей мере 8 смежных нуклеиновых оснований из последова-

тельностей нуклеиновых оснований под SEQ ID NO: 1089. В определенных вариантах осуществления 

соединение содержит модифицированный олигонуклеотид, имеющий длину 16 связанных нуклеозидов, 

и который имеет последовательность нуклеиновых оснований, содержащую последовательность нуклеи-

новых оснований под SEQ ID NO: 1089. В определенных вариантах осуществления соединение содержит 

модифицированный олигонуклеотид, состоящий из последовательности нуклеиновых оснований под 

SEQ ID NO: 1089. В определенных вариантах осуществления соединение представляет собой  

ION 975616, 994284, 975605, 994282, 975613, 975617, 975735, 975736 или 975612. В любом из вышепере-

численных вариантов осуществления соединение может быть однонитевым или двухнитевым. В любом 

из вышеперечисленных вариантов осуществления соединение может представлять собой антисмысловое 

соединение или олигомерное соединение. 

Определенные варианты осуществления охватывают применение соединения, содержащего специ-

фический ингибитор PNPLA3, для изготовления или получения лекарственного препарата для снижения 

или подавления повреждения печени, стеатоза, фиброза печени, воспаления печени, рубцевания печени 

или цирроза, печеночной недостаточности, увеличения печени, повышенных уровней трансаминаз или 

накопления жира в печени у индивидуума, у которого имеется заболевание печени, ассоциированное с 

PNPLA3, или который подвержен риску его развития. В определенных вариантах осуществления заболе-

вание представляет собой NAFLD, стеатоз печени, неалкогольный стеатогепатит (NASH), цирроз печени, 

гепатоцеллюлярную карциному, алкогольную болезнь печени, алкогольный стеатогепатит (ASH), гепа-

тит, вызванный HCV, хронический гепатит, наследственный гемохроматоз или первичный склерози-

рующий холангит. Определенные варианты осуществления охватывают применение соединения, содер-

жащего специфический ингибитор PNPLA3, для получения лекарственного препарата для лечения забо-

левания, ассоциированного с PNPLA3. В определенных вариантах осуществления заболевание представ-

ляет собой NAFLD, стеатоз печени, неалкогольный стеатогепатит (NASH), цирроз печени, гепатоцеллю-

лярную карциному, алкогольную болезнь печени, алкогольный стеатогепатит (ASH), гепатит, вызванный 

HCV, хронический гепатит, наследственный гемохроматоз или первичный склерозирующий холангит. В 

определенных вариантах осуществления соединение содержит антисмысловое соединение, нацеленное 

на PNPLA3. В определенных вариантах осуществления соединение содержит олигонуклеотид, нацелен-

ный на PNPLA3. В определенных вариантах осуществления соединение содержит модифицированный 

олигонуклеотид, имеющий длину 16 связанных нуклеозидов, и который имеет последовательность нук-

леиновых оснований, содержащую по меньшей мере 8 смежных нуклеиновых оснований из последова-

тельностей нуклеиновых оснований под SEQ ID NO: 1089. В определенных вариантах осуществления 

соединение содержит модифицированный олигонуклеотид, имеющий длину 16 связанных нуклеозидов, 

и который имеет последовательность нуклеиновых оснований, содержащую последовательность нуклеи-

новых оснований под SEQ ID NO: 1089. В определенных вариантах осуществления соединение содержит 

модифицированный олигонуклеотид, состоящий из последовательности нуклеиновых оснований под 

SEQ ID NO: 1089. В определенных вариантах осуществления соединение представляет собой  

ION 975616, 994284, 975605, 994282, 975613, 975617, 975735, 975736 или 975612. В любом из вышепере-

численных вариантов осуществления соединение может быть однонитевым или двухнитевым. В любом 

из вышеперечисленных вариантов осуществления соединение может представлять собой антисмысловое 

соединение или олигомерное соединение. 

В любом из вышеперечисленных способов или вариантов применения соединение может быть на-

целенным на PNPLA3. В определенных вариантах осуществления соединение содержит или состоит из 

модифицированного олигонуклеотида, например модифицированного олигонуклеотида длиной 16 свя-

занных нуклеозидов. В определенных вариантах осуществления модифицированный олигонуклеотид 

является по меньшей мере на 80%, по меньшей мере на 85%, по меньшей мере на 90%, по меньшей мере 

на 95 или 100% комплементарным любой из последовательностей нуклеиновых оснований, приведенных 
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под SEQ ID NO: 1-10. В определенных вариантах осуществления модифицированный олигонуклеотид 

содержит по меньшей мере одну модифицированную межнуклеозидную связь, по меньшей мере один 

модифицированный сахар и/или по меньшей мере одно модифицированное нуклеиновое основание. В 

определенных вариантах осуществления модифицированная межнуклеозидная связь представляет собой 

фосфотиоатную межнуклеозидную связь, модифицированный сахар представляет собой бициклический 

сахар или 2'-О-метоксиэтил-модифицированный сахар, а модифицированное нуклеиновое основание 

представляет собой 5-метилцитозин. В определенных вариантах осуществления модифицированный 

олигонуклеотид содержит гэп-сегмент, состоящий из связанных дезоксинуклеозидов; 5'-концевой флан-

говый сегмент, состоящий из связанных нуклеозидов; и 3'-концевой фланговый сегмент, состоящий из 

связанных нуклеозидов, где гэп-сегмент расположен между 5'-концевым фланговым сегментом и  

3'-концевым фланговым сегментом, непосредственно примыкая к ним, и где каждый нуклеозид каждого 

флангового сегмента содержит модифицированный сахар. 

В любом из вышеперечисленных вариантов осуществления модифицированный олигонуклеотид 

имеет длину 16 связанных нуклеозидов. В определенных вариантах осуществления модифицированный 

олигонуклеотид является по меньшей мере на 80%, по меньшей мере на 85%, по меньшей мере на 90%, 

по меньшей мере на 95 или 100% комплементарным любой из последовательностей нуклеиновых осно-

ваний, приведенных под SEQ ID NO: 1-10. 

В любом из вышеперечисленных способов или вариантов применения соединение содержит или 

состоит из модифицированного олигонуклеотида, имеющего длину 16 связанных нуклеозидов и имею-

щего последовательность нуклеиновых оснований, содержащую SEQ ID NO: 1089, где модифицирован-

ный олигонуклеотид содержит: 

гэп-сегмент, состоящий из связанных 2'-дезоксинуклеозидов; 

5'-концевой фланговый сегмент, состоящий из связанных нуклеозидов; и 

3'-концевой фланговый сегмент, состоящий из связанных нуклеозидов; 

при этом гэп-сегмент расположен между 5'-концевым фланговым сегментом и 3'-концевым фланго-

вым сегментом, и при этом каждый нуклеозид каждого флангового сегмента содержит модифицирован-

ный сахар. 

В любом из вышеперечисленных способов или вариантов применения соединение содержит моди-

фицированный олигонуклеотид, имеющий длину 16 связанных нуклеозидов, или состоит из него, кото-

рый имеет последовательность нуклеиновых оснований, содержащую последовательность, приведенную 

под SEQ ID NO: 1089, где модифицированный олигонуклеотид содержит: 

гэп-сегмент, состоящий из десяти связанных дезоксинуклеозидов; 

5'-концевой фланговый сегмент, состоящий из трех связанных нуклеозидов; и 

3'-концевой фланговый сегмент, состоящий из трех связанных нуклеозидов; 

при этом гэп-сегмент расположен между 5'-концевым фланговым сегментом и 3'-концевым фланго-

вым сегментом, при этом каждый нуклеозид каждого флангового сегмента содержит cEt-caxap; при этом 

каждая межнуклеозидная связь представляет собой фосфотиоатную связь, и при этом каждый цитозин 

представляет собой 5-метилцитозин. 

В определенных вариантах осуществления соединение содержит ION 916333 или его соль или со-

стоит из них, при этом они имеют следующую химическую структуру: 
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В определенных вариантах осуществления соединение содержит ION 975616 или его соль или со-

стоит из них, при этом они имеют следующую химическую структуру: 

 
В определенных вариантах осуществления соединение содержит натриевую соль 975616 или состо-

ит из нее, при этом она имеет следующую химическую структуру: 
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В определенных вариантах осуществления соединение содержит ION 975613 или его соль или со-

стоит из них, при этом они имеют следующую химическую структуру: 

 
В определенных вариантах осуществления соединение содержит натриевую соль 975613 или состо-

ит из нее, при этом она имеет следующую химическую структуру: 
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В определенных вариантах осуществления соединение содержит ION 975612 или его соль или со-

стоит из них, при этом они имеют следующую химическую структуру: 

 
В определенных вариантах осуществления соединение содержит натриевую соль 975612 или состо-

ит из нее, при этом она имеет следующую химическую структуру: 
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В определенных вариантах осуществления соединение содержит ION 916789 или его соль или со-

стоит из них, при этом они имеют следующую химическую структуру: 

 
В определенных вариантах осуществления соединение содержит натриевую солью 916789 или со-

стоит из нее, при этом она имеет следующую химическую структуру: 

 
В определенных вариантах осуществления соединение содержит ION 916602 или его соль или со-

стоит из них, при этом они имеют следующую химическую структуру: 
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В определенных вариантах осуществления соединение содержит натриевую солью 916602 или со-

стоит из нее, при этом она имеет следующую химическую структуру: 

 
В любом из вышеперечисленных способов или вариантов применения соединение можно вводить 

парентерально. Например, в определенных вариантах осуществления соединение можно вводить посред-

ством инъекции или инфузии. Парентеральное введение включает подкожное введение, внутривенное 

введение, внутримышечное введение, внутриартериальное введение, внутрибрюшинное введение или 

внутричерепное введение, например интратекальное или интрацеребровентрикулярное введение. 

Некоторые соединения. 

В определенных вариантах осуществления соединения, описанные в данном документе, могут 

представлять собой антисмысловые соединения. В определенных вариантах осуществления антисмысло-

вое соединение содержит олигомерное соединение или состоит из него. В определенных вариантах осу-

ществления олигомерное соединение содержит модифицированный олигонуклеотид. В определенных 

вариантах осуществления модифицированный олигонуклеотид имеет последовательность нуклеиновых 
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оснований, комплементарную последовательности нуклеиновой кислоты-мишени. 

В определенных вариантах осуществления соединение, описанное в данном документе, содержит 

модифицированный олигонуклеотид или состоит из него. В определенных вариантах осуществления мо-

дифицированный олигонуклеотид имеет последовательность нуклеиновых оснований, комплементарную 

последовательности нуклеиновой кислоты-мишени. 

В определенных вариантах осуществления соединение или антисмысловое соединение является од-

нонитевым. Такое однонитевое соединение или антисмысловое соединение содержит олигомерное со-

единение или состоит из него. В определенных вариантах осуществления такое олигомерное соединение 

содержит олигонуклеотид и необязательно конъюгированную группу или состоит из них. В определен-

ных вариантах осуществления олигонуклеотид представляет собой антисмысловой олигонуклеотид. В 

определенных вариантах осуществления олигонуклеотид является модифицированным. В определенных 

вариантах осуществления олигонуклеотид однонитевого антисмыслового соединения или олигомерного 

соединения содержит самокомплементарную последовательность нуклеиновых оснований. 

В определенных вариантах осуществления соединения являются двухнитевыми. Такие двухнитевые 

соединения содержат первый модифицированный олигонуклеотид, имеющий область, комплементарную 

нуклеиновой кислоте-мишени, и второй модифицированный олигонуклеотид, имеющий область, ком-

плементарную первому модифицированному олигонуклеотиду. В определенных вариантах осуществле-

ния модифицированный олигонуклеотид представляет собой РНК-олигонуклеотид. В таких вариантах 

осуществления тиминовое нуклеиновое основание в модифицированном олигонуклеотиде замещено 

урациловым нуклеиновым основанием. В определенных вариантах осуществления соединение содержит 

конъюгированную группу. В определенных вариантах осуществления один из модифицированных оли-

гонуклеотидов является конъюгированным. В определенных вариантах осуществления оба модифициро-

ванных олигонуклеотида являются конъюгированными. В определенных вариантах осуществления пер-

вый модифицированный олигонуклеотид является конъюгированным. В определенных вариантах осуще-

ствления второй модифицированный олигонуклеотид является конъюгированным. В определенных ва-

риантах осуществления первый модифицированный олигонуклеотид имеет длину 16 связанных нуклео-

зидов, и второй модифицированный олигонуклеотид имеет длину 16 связанных нуклеозидов. В опреде-

ленных вариантах осуществления один из модифицированных олигонуклеотидов имеет последователь-

ность нуклеиновых оснований, содержащую по меньшей мере 8 смежных нуклеиновых оснований из 

SEQ ID NO: 1089. 

В определенных вариантах осуществления антисмысловые соединения являются двухнитевыми. 

Такие двухнитевые антисмысловые соединения содержат первое олигомерное соединение, имеющее об-

ласть, комплементарную нуклеиновой кислоте-мишени, и второе олигомерное соединение, имеющее 

область, комплементарную первому олигомерному соединению. Первое олигомерное соединение таких 

двухнитевых антисмысловых соединений, как правило, содержит модифицированный олигонуклеотид и 

необязательно конъюгированную группу или состоит из них. Олигонуклеотид второго олигомерного 

соединения такого двухнитевого антисмыслового соединения может быть модифицированным или не-

модифицированным. Любое из олигомерных соединений двухнитевого антисмыслового соединения или 

оба из них могут содержать конъюгированную группу. Олигомерные соединения двухнитевых антисмы-

словых соединений могут содержать некомплементарные нуклеозиды выступающих концов. 

Примеры однонитевых и двухнитевых соединений включают без ограничения олигонуклеотиды, 

siRNA, олигонуклеотиды, нацеливающиеся на микроРНК, и однонитевые соединения для RNAi, такие 

как малые шпилечные РНК (shRNA), однонитевые siRNA (ssRNA) и миметики микроРНК. 

В определенных вариантах осуществления соединение, описанное в данном документе, имеет по-

следовательность нуклеиновых оснований, которая, будучи записанной в направлении 5'-3', содержит 

последовательность, обратно комплементарную сегменту-мишени нуклеиновой кислоты-мишени, на 

которую оно нацеливается. 

В определенных вариантах осуществления соединение, описанное в данном документе, содержит 

олигонуклеотид, имеющий длину 16 связанных субъединиц. В определенных вариантах осуществления 

связанные субъединицы представляют собой нуклеотиды, нуклеозиды или нуклеиновые основания. 

В определенных вариантах осуществления соединение может дополнительно содержать дополни-

тельные компоненты или элементы, такие как конъюгированная группа, которые присоединены к олиго-

нуклеотиду. В определенных вариантах осуществления такие соединения представляют собой антисмы-

словые соединения. В определенных вариантах осуществления такие соединения представляют собой 

олигомерные соединения. В вариантах осуществления, в которых конъюгированная группа содержит 

нуклеозид (т.е. нуклеозид, который связывает конъюгированную группу с олигонуклеотидом), нуклеозид 

конъюгированной группы не учитывается в длине олигонуклеотида. 

В определенных вариантах осуществления соединения могут быть укороченными или усеченными. 

Например, одна субъединица может быть удалена с 5'-конца (5'-концевое усечение) или, в качестве аль-

тернативы, с 3'-конца (3'-концевое усечение). В укороченном или усеченном соединении, нацеленном на 

нуклеиновую кислоту PNPLA3, могут быть удалены две субъединицы на 5'-конце или в качестве альтер-

нативы могут быть удалены две субъединицы на 3'-конце соединения. В качестве альтернативы, удален-



047395 

- 30 - 

ные нуклеозиды могут быть распределены по всему соединению. 

При наличии в удлиненном соединении одной дополнительной субъединицы дополнительная субъ-

единица может быть расположена на 5'- или 3'-конце соединения. При наличии двух или более дополни-

тельных субъединиц добавленные субъединицы могут примыкать друг к другу, например, в соединении, 

имеющем две субъединицы, добавленные на 5'-конце (5'-концевое добавление) или, в качестве альтерна-

тивы, на 3'-конце (3'-концевое добавление) соединения. В качестве альтернативы, добавленные субъеди-

ницы могут быть распределены по всему соединению. 

Существует возможность увеличения или уменьшения длины соединения, такого как олигонуклео-

тид, и/или введения несовпадающих оснований без устранения активности (Woolf et al., Proc. Natl. Acad. 

Sci. USA, 1992, 89:7305-7309; Gautschi et al., J., Natl. Cancer Inst. March 2001, 93:463-471; Maher and Dol-

nick Nuc. Acid. Res. 1998, 16:3341-3358). Однако, казалось бы, небольшие изменения в последовательно-

сти, химических структурах и мотивах олигонуклеотида могут сильно повлиять на одно или несколько 

из множества свойств, необходимых для клинического исследования (Seth et al., J. Med. Chem. 2009, 52, 

10; Egli et al., J. Am. Chem. Soc. 2011, 133, 16642). 

В определенных вариантах осуществления соединения, описанные в данном документе, представ-

ляют собой соединения на основе интерферирующей РНК (для RNAi), которые включают в себя соеди-

нения на основе двухнитевой РНК (также называемые короткими интерферирующими РНК или siRNA) и 

соединения на основе однонитевой RNAi (или ssRNA). Такие соединения осуществляют свою функцию 

по меньшей мере частично посредством сигнального пути RISC с разрушением и/или секвестрацией 

нуклеиновой кислоты-мишени (следовательно, включают в себя соединения на основе 

microRNA/миметиков microRNA). Подразумевается, что используемый в данном документе термин 

"siRNA" эквивалентен другим терминам, используемым для описания молекул нуклеиновой кислоты, 

которые способны опосредовать RNAi, специфическую в отношении последовательности, например, 

короткой интерферирующей РНК (siRNA), двухнитевой РНК (dsRNA), микроРНК (miRNA), короткой 

шпилечной РНК (shRNA), короткому интерферирующему олигонуклеотиду, короткой интерферирующей 

нуклеиновой кислоте, короткому интерферирующему модифицированному олигонуклеотиду, химически 

модифицированной siRNA, РНК для посттранскрипционного сайленсинга генов (ptgsRNA) и другим. 

Кроме того, подразумевается, что используемый в данном документе термин "RNAi" эквивалентен дру-

гим терминам, используемым для описания РНК-интерференции, специфической в отношении последо-

вательности, таким как посттранскрипционный сайленсинг генов, подавление трансляции или эпигене-

тические механизмы. 

В определенных вариантах осуществления соединение, описанное в данном документе, может со-

держать любую из описанных в данном документе олигонуклеотидных последовательностей, нацели-

вающихся на PNPLA3. В определенных вариантах осуществления соединение может быть двухнитевым. 

В определенных вариантах осуществления соединение содержит первую нить, содержащую фрагмент по 

меньшей мере из 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 или 16 смежных нуклеиновых оснований из SEQ ID NO: 1089, 

и вторую нить. В определенных вариантах осуществления соединение содержит первую нить, содержа-

щую последовательность нуклеиновых оснований под SEQ ID NO: 1089, и вторую нить. В определенных 

вариантах осуществления соединение содержит рибонуклеотиды, при этом первая нить содержит урацил 

(U) вместо тимина (Т) в SEQ ID NO: 1089. В определенных вариантах осуществления соединение содер-

жит (i) первую нить, содержащую последовательность нуклеиновых оснований, комплементарную сайту 

в PNPLA3, на который нацеливается SEQ ID NO: 1089, и (ii) вторую нить. В определенных вариантах 

осуществления соединение содержит один или несколько модифицированных нуклеотидов, у которых в 

2'-положении сахара содержится галоген (такой как группа фтора; 2'-F) или содержится алкоксигруппа 

(такая как метоксигруппа; 2'-ОМе). В определенных вариантах осуществления соединение содержит по 

меньшей мере одну 2'-F-модификацию сахара и по меньшей мере одну 2'-ОМе-модификацию сахара. В 

определенных вариантах осуществления по меньшей мере одна 2'-F-модификация сахара и по меньшей 

мере одна 2'-ОМе-модификация сахара расположены в чередующемся порядке на протяжении по мень-

шей мере 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 или 16 смежных нуклеиновых оснований вдоль нити 

соединения на основе dsRNA. В определенных вариантах осуществления соединение содержит между 

прилегающими нуклеотидами одну или несколько связей, отличных от встречающейся в природе фос-

фодиэфирной связи. Примеры таких связей включают фосфорамидные, фосфотиоатные и фосфодитио-

атные связи. Соединения также могут представлять собой химически модифицированные молекулы нук-

леиновых кислот, как раскрыто в патенте США № 6673661. В других вариантах осуществления соедине-

ние содержит одну или две кэпированные нити, как раскрыто, например, в WO 00/63364, поданной  

19 апреля 2000 г. 

В определенных вариантах осуществления первая нить соединения представляет собой направ-

ляющую нить siRNA, а вторая нить соединения представляет собой сопровождающую нить siRNA. В 

определенных вариантах осуществления вторая нить соединения комплементарна первой нити. В опре-

деленных вариантах осуществления каждая нить соединения имеет длину 16 связанных нуклеозидов. В 

определенных вариантах осуществления первая или вторая нить соединения может содержать конъюги-

рованную группу. 
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В определенных вариантах осуществления соединение, описанное в данном документе, может со-

держать любую из описанных в данном документе олигонуклеотидных последовательностей, нацели-

вающихся на PNPLA3. В определенных вариантах осуществления соединение является однонитевым. В 

определенных вариантах осуществления такое соединение представляет собой однонитевое соединение 

для RNAi (ssRNAi). В определенных вариантах осуществления соединение содержит фрагмент по мень-

шей мере из 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 или 16 смежных нуклеиновых оснований из SEQ ID NO: 1089. В 

определенных вариантах осуществления соединение содержит последовательность нуклеиновых основа-

ний под SEQ ID NO: 1089. В определенных вариантах осуществления соединение содержит рибонуклео-

тиды, при этом урацил (U) располагается на месте тимина (Т) в SEQ ID NO: 1089. В определенных вари-

антах осуществления соединение содержит последовательность нуклеиновых оснований, комплементар-

ную сайту в PNPLA3, на который нацелена SEQ ID NO: 1089. В определенных вариантах осуществления 

соединение содержит один или несколько модифицированных нуклеотидов, у которых в 2'-положении в 

сахаре содержится галоген (такой как группа фтора; 2'-F) или содержится алкоксигруппа (такая как ме-

токсигруппа; 2'-ОМе). В определенных вариантах осуществления соединение содержит по меньшей мере 

одну 2'-F-модификацию сахара и по меньшей мере одну 2'-ОМе-модификацию сахара. В определенных 

вариантах осуществления по меньшей мере одна 2'-F-модификация сахара и по меньшей мере одна  

2'-ОМе-модификация сахара расположены в чередующемся порядке на протяжении по меньшей мере 2, 

3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 или 16 смежных нуклеиновых оснований вдоль нити соединения. В 

определенных вариантах осуществления соединение содержит между прилегающими нуклеотидами од-

ну или несколько связей, отличных от встречающейся в природе фосфодиэфирной связи. Примеры таких 

связей включают фосфорамидные, фосфотиоатные и фосфодитиоатные связи. Соединения также могут 

представлять собой химически модифицированные молекулы нуклеиновых кислот, как раскрыто в па-

тенте США № 6673661. В других вариантах осуществления соединение содержит кэпированную нить, 

как раскрыто, например, в WO 00/63364, поданной 19 апреля 2000 г. В определенных вариантах осуще-

ствления соединение состоит из 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22 или 23 связанных нуклеозидов. В определенных 

вариантах осуществления соединение может содержать конъюгированную группу. 

Некоторые механизмы. 

В определенных вариантах осуществления соединения, описанные в данном документе, содержат 

модифицированные олигонуклеотиды или состоят из них. В определенных вариантах осуществления 

соединения, описанные в данном документе, представляют собой антисмысловые соединения. В опреде-

ленных вариантах осуществления соединения содержат олигомерные соединения. В определенных вари-

антах осуществления соединения, описанные в данном документе, способны гибридизироваться с нук-

леиновой кислотой-мишенью, что приводит к по меньшей мере одной форме антисмысловой активности. 

В определенных вариантах осуществления соединения, описанные в данном документе, избирательно 

воздействуют на одну или несколько нуклеиновых кислот-мишеней. Такие соединения содержат после-

довательность нуклеиновых оснований, которая гибридизируется с одной или несколькими нуклеиновы-

ми кислотами-мишенями, что приводит к одной или нескольким формам желаемой антисмысловой ак-

тивности, и не гибридизируется с одной или несколькими нуклеиновыми кислотами, не являющимися 

мишенями, или не гибридизируется с одной или несколькими нуклеиновыми кислотами, не являющими-

ся мишенями, таким образом, что это приводит к значительной нежелательной антисмысловой активно-

сти. 

При определенных формах антисмысловой активности гибридизация соединения, описанного в 

данном документе, с нуклеиновой кислотой-мишенью приводит к привлечению белка, который расщеп-

ляет нуклеиновую кислоту-мишень. Например, определенные соединения, описанные в данном докумен-

те, приводят к опосредованному РНКазой H расщеплению нуклеиновой кислоты-мишени. РНКаза H 

представляет собой клеточную эндонуклеазу, которая расщепляет нить РНК в дуплексе РНК:ДНК.  

ДНК в таком дуплексе РНК:ДНК необязательно должна быть немодифицированной ДНК. В определен-

ных вариантах осуществления соединения, описанные в данном документе, являются достаточно " 

ДНК-подобными", чтобы вызывать активность РНКазы H. Кроме того, в определенных вариантах осу-

ществления допускаются один или несколько нуклеозидов, не являющихся ДНК-подобными, в  

гэп-сегменте гэпмера. 

При определенных формах антисмысловой активности соединения, описанные в данном документе, 

или фрагмент соединения включается в состав РНК-индуцируемого комплекса сайленсинга (RISC), что, 

в конечном счете, приводит к расщеплению нуклеиновой кислоты-мишени. Например, определенные 

соединения, описанные в данном документе, приводят к расщеплению нуклеиновой кислоты-мишени с 

помощью белка Argonaute. Соединения, которые включаются в состав RISC, являются соединениями для 

RNAi. Соединения для RNAi могут быть двухнитевыми (siRNA) или однонитевыми (ssRNA). 

В определенных вариантах осуществления гибридизация соединений, описанных в данном доку-

менте, с нуклеиновой кислотой-мишенью не приводит к привлечению белка, который расщепляет нук-

леиновую кислоту-мишень. В определенных подобных вариантах осуществления гибридизация соедине-

ния с нуклеиновой кислотой-мишенью приводит к изменению сплайсинга нуклеиновой кислоты-

мишени. В определенных вариантах осуществления гибридизация соединения с нуклеиновой кислотой-
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мишенью приводит к подавлению связывающего взаимодействия между нуклеиновой кислотой-

мишенью и белком или другой нуклеиновой кислотой. В определенных подобных вариантах осуществ-

ления гибридизация соединения с нуклеиновой кислотой-мишенью приводит к изменению трансляции 

нуклеиновой кислоты-мишени. 

Формы антисмысловой активности можно наблюдать непосредственно или опосредованно. В опре-

деленных вариантах осуществления наблюдение или выявление антисмысловой активности предусмат-

ривает наблюдение или выявление изменения количества нуклеиновой кислоты-мишени или белка, ко-

дируемого такой нуклеиновой кислотой-мишенью, изменения соотношения сплайс-вариантов нуклеино-

вой кислоты или белка и/или фенотипического изменения в клетке или у животного. 

Нуклеиновые кислоты-мишени, области-мишени и нуклеотидные последовательности. 

В определенных вариантах осуществления соединения, описанные в данном документе, содержат 

олигонуклеотид, содержащий область, комплементарную нуклеиновой кислоте-мишени, или состоят из 

него. В определенных вариантах осуществления нуклеиновая кислота-мишень представляет собой моле-

кулу эндогенной РНК. В определенных вариантах осуществления нуклеиновая кислота-мишень кодирует 

белок. В определенных подобных вариантах осуществления нуклеиновая кислота-мишень выбрана из 

mRNA и пре-mRNA, содержащей интронные, экзонные и нетранслируемые области. В определенных 

вариантах осуществления РНК-мишень представляет собой mRNA. В определенных вариантах осущест-

вления нуклеиновая кислота-мишень представляет собой пре-mRNA. В определенных подобных вариан-

тах осуществления область-мишень полностью находится в пределах интрона. В определенных вариан-

тах осуществления область-мишень охватывает экзон-интронное сочленение. В определенных вариантах 

осуществления по меньшей мере 50% области-мишени находится в пределах интрона. 

Нуклеотидные последовательности, которые кодируют PNPLA3, включают без ограничения сле-

дующие: приведенную в RefSeq или GENBANK под номерами доступа NM_025225.2 (включена посред-

ством ссылки, раскрыта в данном документе под SEQ ID NO: 1); приведенную в GENBANK под номером 

доступа NC_000022.11 с усечением нуклеотидов от 43921001 до 43954500 (включена посредством ссыл-

ки, раскрыта в данном документе под SEQ ID NO: 2); AK123806.1 (включена посредством ссылки, рас-

крыта в данном документе под SEQ ID NO: 3); BQ686328.1 (включена посредством ссылки, раскрыта в 

данном документе под SEQ ID NO: 4); BF762711.1 (включена посредством ссылки, раскрыта в данном 

документе под SEQ ID NO: 5); DA290491.1 (включена посредством ссылки, раскрыта в данном докумен-

те под SEQ ID NO: 6) и последовательности, перечисленные под SEQ ID NO: 7, 8, 9 и 10. 

Гибридизация. 

В некоторых вариантах осуществления между соединением, раскрытым в данном документе, и нук-

леиновой кислотой PNPLA3 происходит гибридизация. Наиболее распространенный механизм гибриди-

зации предполагает образование водородных связей (например, образование водородных связей по типу 

уотсон-криковского, хугстиновского или обратного хугстиновского взаимодействия) между комплемен-

тарными нуклеиновыми основаниями молекул нуклеиновой кислоты. 

Гибридизация может происходить в различных условиях. Условия гибридизации зависят от после-

довательности и определяются природой и составом молекул нуклеиновой кислоты, подлежащих гибри-

дизации. 

Способы определения того, может ли последовательность специфически гибридизироваться с нук-

леиновой кислотой-мишенью, хорошо известны из уровня техники. В определенных вариантах осущест-

вления соединения, предусмотренные в данном документе, могут специфически гибридизироваться с 

нуклеиновой кислотой PNPLA3. 

Комплементарностъ. 

Говорят, что олигонуклеотид является комплементарным другой нуклеиновой кислоте, если после-

довательность нуклеиновых оснований такого олигонуклеотида или одной или нескольких его областей 

соответствует последовательности нуклеиновых оснований другого олигонуклеотида или нуклеиновой 

кислоты или одной или нескольких их областей при выравнивании двух последовательностей нуклеино-

вых оснований в противоположных направлениях. Описанные в данном документе совпадения нуклеи-

новых оснований или комплементарные нуклеиновые основания ограничены следующими парами:  

аденин (А) и тимин (Т), аденин (А) и урацил (U), цитозин (С) и гуанин (G) и 5-метилцитозин (mC) и  

гуанин (G), если не указано иное. Комплементарные олигонуклеотиды и/или нуклеиновые кислоты не 

должны характеризоваться комплементарностью нуклеиновых оснований по каждому нуклеозиду и мо-

гут содержать одно или несколько несовпадений нуклеиновых оснований. Олигонуклеотид является 

полностью комплементарным или на 100% комплементарным, если такие олигонуклеотиды характери-

зуются совпадениями нуклеиновых оснований по каждому нуклеозиду без каких-либо несовпадений 

нуклеиновых оснований. 

В определенных вариантах осуществления соединения, описанные в данном документе, содержат 

модифицированные олигонуклеотиды или состоят из них. В определенных вариантах осуществления 

соединения, описанные в данном документе, представляют собой антисмысловые соединения. В опреде-

ленных вариантах осуществления соединения содержат олигомерные соединения. Некомплементарные 

нуклеиновые основания между соединением и нуклеиновой кислотой PNPLA3 могут допускаться при 



047395 

- 33 - 

условии, что соединение сохраняет способность специфически гибридизироваться с нуклеиновой кисло-

той-мишенью. Более того, соединение может гибридизироваться с одним или несколькими сегментами 

нуклеиновой кислоты PNPLA3 таким образом, что промежуточные или примыкающие сегменты не уча-

ствуют в событии гибридизации (например, с образованием петлевой структуры, несовпадения или шпи-

лечной структуры). 

В определенных вариантах осуществления соединения, предусмотренные в данном документе, или 

их определенный фрагмент являются комплементарными нуклеиновой кислоте PNPLA3, ее области-

мишени, сегменту-мишени или определенному фрагменту на величину, составляющую по меньшей мере 

или составляющую до 70, 80, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 или 100%. В опреде-

ленных вариантах осуществления соединения, предусмотренные в данном документе, или их определен-

ный фрагмент являются комплементарными нуклеиновой кислоте PNPLA3, ее области-мишени, сегмен-

ту-мишени или определенному фрагменту на 70-75%, 75-80%, 80-85%, 85-90%, 90-95%, 95-100% или 

любую величину в пределах этих диапазонов. Процент комплементарности соединения по отношению к 

нуклеиновой кислоте-мишени можно определить с помощью стандартных способов. 

Например, соединение, в котором 18 из 20 нуклеиновых оснований соединения являются компле-

ментарными области-мишени и, следовательно, будут специфически гибридизироваться, будет компле-

ментарным на 90%. В этом примере остальные некомплементарные нуклеиновые основания могут обра-

зовывать кластеры или чередоваться с комплементарными нуклеиновыми основаниями и не должны 

быть смежными друг с другом или с комплементарными нуклеиновыми основаниями. Соответственно, 

соединение, длина которого составляет 18 нуклеиновых оснований, имеющее четыре некомплементар-

ных нуклеиновых основания, которые фланкированы двумя областями, полностью комплементарными 

нуклеиновой кислоте-мишени, будет характеризоваться общей комплементарностью с нуклеиновой ки-

слотой-мишенью, составляющей 77,8%. Процент комплементарности соединения с областью нуклеино-

вой кислоты-мишени можно определить обычным образом с помощью программ BLAST (средства поис-

ка основного локального выравнивания) и программ PowerBLAST, известных из уровня техники  

(Altschul et al., J. Mol. Biol., 1990, 215, 403-410; Zhang and Madden, Genome Res., 1997, 7, 649-656). Про-

цент гомологии, идентичности или комплементарности последовательностей можно определить, напри-

мер, с помощью программы Gap (Wisconsin Sequence Analysis Package, версия 8 для Unix, Genetics  

Computer Group, University Research Park, Мэдисон, Висконсин), используя настройки по умолчанию, в 

которой используется алгоритм Смита-Уотермана (Adv. Appl. Math., 1981, 2, 482-489). 

В определенных вариантах осуществления соединения, описанные в данном документе, или их оп-

ределенные фрагменты являются полностью комплементарными (т.е. на 100% комплементарными) нук-

леиновой кислоте-мишени или ее определенному фрагменту. Например, соединение может быть полно-

стью комплементарным нуклеиновой кислоте PNPLA3, или ее области-мишени, или сегменту-мишени, 

или последовательности-мишени. Как используется в данном документе, "полностью комплементарное" 

означает, что каждое нуклеиновое основание соединения является комплементарным соответствующему 

нуклеиновому основанию нуклеиновой кислоты-мишени. Например, соединение из  

20 нуклеиновых оснований является полностью комплементарным нуклеиновой кислоте-мишени длиной 

400 нуклеиновых оснований при условии, что в нуклеиновой кислоте-мишени имеется соответствующий 

фрагмент из 20 нуклеиновых оснований, который является полностью комплементарным соединению. 

"Полностью комплементарный" также можно использовать применительно к определенному фрагменту 

первой и/или второй нуклеиновой кислоты. Например, фрагмент из 20 нуклеиновых оснований в соеди-

нении из 30 нуклеиновых оснований может быть "полностью комплементарным" нуклеиновой кислоте-

мишени длиной 400 нуклеиновых оснований. Фрагмент из 20 нуклеиновых оснований в соединении из 

30 нуклеиновых оснований является полностью комплементарным последовательности-мишени, если в 

последовательности-мишени имеется соответствующий фрагмент из 20 нуклеиновых оснований, в кото-

ром каждое нуклеиновое основание является комплементарным нуклеиновому основанию во фрагменте 

из 20 нуклеиновых оснований в соединении. В то же самое время все соединение из 30 нуклеиновых ос-

нований может быть или может не быть полностью комплементарным последовательности-мишени в 

зависимости от того, являются ли остальные 10 нуклеиновых оснований в соединении также комплемен-

тарными последовательности-мишени. 

В определенных вариантах осуществления соединения, описанные в данном документе, содержат 

одно или несколько несовпадающих нуклеиновых оснований относительно нуклеиновой кислоты-

мишени. В определенных подобных вариантах осуществления антисмысловая активность в отношении 

мишени снижается за счет такого несовпадения, но активность в отношении молекулы, не являющейся 

мишенью, снижается на еще большую величину. Таким образом, в определенных подобных вариантах 

осуществления улучшается избирательность соединения. В определенных вариантах осуществления не-

совпадение имеет конкретное местоположение в пределах олигонуклеотида, имеющего гэпмерный мо-

тив. В определенных подобных вариантах осуществления несовпадение находится в положении 1, 2, 3, 4, 

5, 6, 7 или 8 от 5'-конца области гэпа. В определенных подобных вариантах осуществления несовпадение 

находится в положении 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 1 от 3'-конца области гэпа. В определенных подобных вариан-

тах осуществления несовпадение находится в положении 1, 2, 3 или 4 от 5'-конца фланговой области. В 
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определенных подобных вариантах осуществления несовпадение находится в положении 4, 3, 2 или 1 от 

3'-конца фланговой области. В определенных вариантах осуществления несовпадение имеет конкретное 

местоположение в пределах олигонуклеотида, не имеющего гэпмерный мотив. В определенных подоб-

ных вариантах осуществления несовпадение находится в положении 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, или 12 

от 5'-конца олигонуклеотида. В определенных подобных вариантах осуществления несовпадение нахо-

дится в положении 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, или 12 от 3'-конца олигонуклеотида. 

Местоположение некомплементарного нуклеинового основания может находиться на 5'-конце или 

на 3'-конце соединения. В качестве альтернативы, некомплементарные нуклеиновое основание или нук-

леиновые основания могут находиться во внутреннем положении-соединения. При наличии двух или 

более некомплементарных нуклеиновых оснований они могут быть смежными (т.е. связанными) или не-

смежными. В одном варианте осуществления некомплементарное нуклеиновое основание расположено 

во фланговом сегменте гэпмерного олигонуклеотида. 

В определенных вариантах осуществления соединения, описанные в данном документе, длина ко-

торых составляет или составляет до 11, 12, 13, 14, 15 или 16 нуклеиновых оснований, содержат не более 

4, не более 3, не более 2 или не более 1 некомплементарного(ых) нуклеинового(ых) основания(й) относи-

тельно нуклеиновой кислоты-мишени, такой как нуклеиновая кислота PNPLA3, или ее определенного 

фрагмента. 

В определенных вариантах осуществления соединения, описанные в данном документе, длина ко-

торых составляет или составляет до 11, 12, 13, 14, 15 или 16 нуклеиновых оснований, содержат не более 

6, не более 5, не более 4, не более 3, не более 2 или не более 1 некомплементарного(ых) нуклеиново-

го(ых) основания(й) относительно нуклеиновой кислоты-мишени, такой как нуклеиновая кислота 

PNPLA3, или ее определенного фрагмента. 

В определенных вариантах осуществления соединения, описанные в данном документе, также 

включают в себя те соединения, которые являются комплементарными фрагменту нуклеиновой кислоты-

мишени. Как используется в данном документе, "фрагмент" относится к определенному количеству 

смежных (т.е. связанных) нуклеиновых оснований в пределах области или сегмента нуклеиновой кисло-

ты-мишени. "Фрагмент" также может относиться к определенному количеству смежных нуклеиновых 

оснований в соединении. В определенных вариантах осуществления соединения являются комплемен-

тарными фрагменту по меньшей мере из 8 нуклеиновых оснований в сегменте-мишени. В определенных 

вариантах осуществления соединения являются комплементарными фрагменту по меньшей мере из  

9 нуклеиновых оснований в сегменте-мишени. В определенных вариантах осуществления соединения 

являются комплементарными фрагменту по меньшей мере из 10 нуклеиновых оснований в сегменте-

мишени. В определенных вариантах осуществления соединения являются комплементарными фрагменту 

по меньшей мере из 11 нуклеиновых оснований в сегменте-мишени. В определенных вариантах осуще-

ствления соединения являются комплементарными фрагменту по меньшей мере из 12 нуклеиновых ос-

нований в сегменте-мишени. В определенных вариантах осуществления соединения являются компле-

ментарными фрагменту по меньшей мере из 13 нуклеиновых оснований в сегменте-мишени. В опреде-

ленных вариантах осуществления соединения являются комплементарными фрагменту по меньшей мере 

из 14 нуклеиновых оснований в сегменте-мишени. В определенных вариантах осуществления соедине-

ния являются комплементарными фрагменту по меньшей мере из 15 нуклеиновых оснований в сегменте-

мишени. В определенных вариантах осуществления соединения являются комплементарными фрагменту 

по меньшей мере из 16 нуклеиновых оснований в сегменте-мишени. Также предусматриваются соедине-

ния, которые являются комплементарными фрагменту по меньшей мере из 9, 10, 17, 18, 19, 20 или боль-

шего числа нуклеиновых оснований в сегменте-мишени или фрагменту в диапазоне, ограниченном лю-

быми двумя из этих значений. 

Идентичность. 

Соединения, предусмотренные в данном документе, также могут характеризоваться определенным 

процентом идентичности с конкретной нуклеотидной последовательностью, SEQ ID NO или соединени-

ем, представленным под конкретным номером ION, или их фрагментом. В определенных вариантах осу-

ществления соединения, описанные в данном документе, представляют собой антисмысловые соедине-

ния или олигомерные соединения. В определенных вариантах осуществления соединения, описанные в 

данном документе, представляют собой модифицированные олигонуклеотиды. Как используется в дан-

ном документе, соединение является идентичным последовательности, раскрытой в данном документе, 

если оно обладает такой же способностью образовывать пары нуклеиновых оснований. Например, РНК, 

которая содержит урацил вместо тимидина в раскрытой последовательности ДНК, будет считаться иден-

тичной последовательности ДНК, поскольку как урацил, так и тимидин образуют пару с аденином. Так-

же предусматриваются укороченные и удлиненные варианты соединений, описанных в данном докумен-

те, а также соединения, имеющие неидентичные основания относительно соединений, предусмотренных 

в данном документе. Неидентичные основания могут примыкать друг к другу или быть распределены по 

всему соединению. Процент идентичности соединения рассчитывают по количеству оснований, которые 

обладают идентичными свойствами образования пар оснований по сравнению с последовательностью, с 

которой его сравнивают. 
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В определенных вариантах осуществления соединения, описанные в данном документе, или их 

фрагменты являются идентичными одному или нескольким соединениям или SEQ ID NO или их фраг-

менту, раскрытым в данном документе, на величину, составляющую или составляющую по меньшей ме-

ре 70, 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 или 100%. В определенных вариантах осуществления 

соединения, описанные в данном документе, являются идентичными приблизительно на 70, 75, 80, 85, 

90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% или любую процентную величину между такими значениями по 

отношению к конкретной нуклеотидной последовательности, SEQ ID NO или соединению, представлен-

ному под конкретным номером ION, или их фрагменту, при этом соединения содержат олигонуклеотид, 

имеющий одно или несколько несовпадающих нуклеиновых оснований. В определенных подобных ва-

риантах осуществления несовпадение находится в положении 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 или 12 от  

5'-конца олигонуклеотида. В определенных подобных вариантах осуществления несовпадение находится 

в положении, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 или 12 от 3'-конца олигонуклеотида. 

В определенных вариантах осуществления соединения, описанные в данном документе, содержат 

антисмысловые соединения или состоят из них. В определенных вариантах осуществления фрагмент 

антисмыслового соединения сравнивают с фрагментом равной длины в нуклеиновой кислоте-мишени. В 

определенных вариантах осуществления фрагмент из 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 

23, 24 или 25 нуклеиновых оснований сравнивают с фрагментом равной длины в нуклеиновой кислоте-

мишени. 

В определенных вариантах осуществления соединения, описанные в данном документе, содержат 

олигонуклеотиды или состоят из них. В определенных вариантах осуществления фрагмент олигонуклео-

тида сравнивают с фрагментом равной длины в нуклеиновой кислоте-мишени. В определенных вариан-

тах осуществления фрагмент из 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 или 25 нуклеи-

новых оснований сравнивают с фрагментом равной длины в нуклеиновой кислоте-мишени. 

Некоторые модифицированные соединения. 

В определенных вариантах осуществления соединения, описанные в данном документе, содержат 

олигонуклеотиды, состоящие из связанных нуклеозидов, или состоят из них. Олигонуклеотиды могут 

представлять собой немодифицированные олигонуклеотиды (РНК или ДНК) или могут представлять 

собой модифицированные олигонуклеотиды. Модифицированные олигонуклеотиды содержат по мень-

шей мере одну модификацию по сравнению с немодифицированной РНК или ДНК (т.е. содержат по 

меньшей мере один модифицированный нуклеозид (содержащий модифицированный сахарный компо-

нент и/или модифицированное нуклеиновое основание) и/или по меньшей мере одну модифицированную 

межнуклеозидную связь). 

А. Модифицированные нуклеозиды. 

Модифицированные нуклеозиды содержат модифицированный сахарный компонент или модифи-

цированное нуклеиновое основание или как модифицированный сахарный компонент, так и модифици-

рованное нуклеиновое основание. 

1. Модифицированные сахарные компоненты. 

В определенных вариантах осуществления сахарные компоненты представляют собой небицикли-

ческие модифицированные сахарные компоненты. В определенных вариантах осуществления модифи-

цированные сахарные компоненты представляют собой бициклические или трициклические сахарные 

компоненты. В определенных вариантах осуществления модифицированные сахарные компоненты пред-

ставляют собой имитаторы сахаров. Такие имитаторы сахаров могут содержать одно или несколько за-

мещений, соответствующих замещениям в других типах модифицированных сахарных компонентов. 

В определенных вариантах осуществления модифицированные сахарные компоненты представляют 

собой небициклические модифицированные фуранозильные сахарные компоненты, содержащие один 

или несколько ациклических заместителей, в том числе без ограничения заместителей в 2'-, 4'- и/или 5'-

положениях. В определенных вариантах осуществления фуранозильный сахарный компонент представ-

ляет собой рибозильный сахарный компонент. В определенных вариантах осуществления один или не-

сколько ациклических заместителей в небициклических модифицированных сахарных компонентах яв-

ляются разветвленными. Примеры 2'-замещающих групп, подходящих для небициклических модифици-

рованных сахарных компонентов, включают без ограничения: 2'-F, 2'-OCH3 ("ОМе" или "О-метил") и  

2'-О(CH2)2OCH3-("МОЕ"). В определенных вариантах осуществления 2'-замещающие группы выбраны  

из галогена, аллила, амино, азидо, SH, CN, OCN, CF3, OCF3, O-C1-C10-алкокси, замещенного  

O-C1-C10-алкокси, O-C1-C10-алкила, замещенного O-C1-C10-алкил, S-алкила, N(Rm)-алкила, О-алкенила,  

S-алкенила, N(Rm)-алкенила, О-алкинила, S-алкинила, N(Rm)-алкинила, О-алкиленил-О-алкила,  

алкинила, алкарила, аралкила, О-алкарила, О-аралкила, O(CH2)2SCH3, O(CH2)2ON(Rm)(R
n
) или 

OCH2C(=O)-N(Rm)(Rn), где каждый Rm и Rn независимо представляет собой Н, защитную группу для 

аминогруппы или замещенный или незамещенный C1-C10-алкил, и 2'-замещающих групп, описанных в 

Cook et al., U.S. 6531584; Cook et al., U.S. 5859221; и Cook et al., U.S. 6005087. В определенных вариантах 

осуществления такие 2'-замещающие группы могут быть дополнительно замещены одной или несколь-

кими замещающими группами, независимо выбранными из гидроксила, амино, алкокси, карбокси, бен-

зила, фенил, нитро (NO2), тиола, тиоалкокси, тиоалкила, галогена, алкила, арила, алкенила и алкинила. 



047395 

- 36 - 

Примеры 4'-замещающих групп, подходящих для линейных небициклических модифицированных са-

харных компонентов, включают без ограничения алкокси (например, метокси), алкил и группы, описан-

ные в Manoharan et al., WO 2015/106128. Примеры 5'-замещающих групп, подходящих для небицикличе-

ских модифицированных сахарных компонентов, включают без ограничения 5'-метил (R или S), 5'-винил 

и 5'-метокси. В определенных вариантах осуществления небициклические модифицированные сахара 

содержат более одного немостикового заместителя в сахаре, например, в случае с 2'-F-5'-метил-

модифицированными сахарными компонентами, а также модифицированными сахарными компонентами 

и модифицированными нуклеозидами, описанными в Migawa et al., WO 2008/101157 и Rajeev et al., US 

2013/0203836. 

В определенных вариантах осуществления 2'-замещенный нуклеозид или небициклический  

2'-модифицированный нуклеозид содержит сахарный компонент, содержащий линейную  

2'-замещающую группу, выбранную из F, NH2, N3, OCF3, OCH3, O(CH2)3NH2, CH2CH=CH2, 

OCH2CH=CH2, OCH2CH2OCH3, O(CH2)2SCH3, O(CH2)2ON(Rm)(Rn), O(CH2)2O(CH2)2N(CH3)2 и  

N-замещенного ацетамида (OCH2C(=O)-N(Rm)(Rn)), где каждый Rm и Rn независимо представляет собой 

Н, защитную группу для аминогруппы или замещенный или незамещенный C1-C10-алкил. 

В определенных вариантах осуществления 2'-замещенный нуклеозид или небициклический  

2'-модифицированный нуклеозид содержит сахарный компонент, содержащий линейную  

2'-замещающую группу, выбранную из F, OCF3, OCH3, OCH2CH2OCH3, O(CH2)2SCH3, O(CH2)2ON(CH3)2, 

O(CH2)2O(CH2)2N(CH3)2 и OCH2C(=O)-N(H)CH3 ("NMA"). 

В определенных вариантах осуществления 2'-замещенный нуклеозид или небициклический  

2'-модифицированный нуклеозид содержит сахарный компонент, содержащий линейную  

2'-замещающую группу, выбранную из F, OCH3 и OCH2CH2OCH3. 

Нуклеозиды, содержащие модифицированные сахарные компоненты, такие как небициклические 

модифицированные сахарные компоненты, обозначают по положению (положениям) замеще-

ния(замещений) в сахарном компоненте нуклеозида. Например, нуклеозиды, содержащие 2'-замещенные 

или 2'-модифицированные сахарные компоненты, называют 2'-замещенными нуклеозидами или  

2'-модифицированными нуклеозидами. 

Определенные модифицированные сахарные компоненты содержат мостиковый заместитель в са-

харе, который образует второе кольцо, в результате чего образуется бициклический сахарный компо-

нент. В определенных подобных вариантах осуществления бициклический сахарный компонент содер-

жит мостик между 4'- и 2'-атомами фуранозного кольца. В некоторых таких вариантах осуществления 

фуранозное кольцо представляет собой рибозное кольцо. Примеры таких 4'-2'-мостиковых заместителей 

в сахаре включают без ограничения 4'-CH2-2', 4'-(CH2)2-2', 4'-(CH2)3-2', 4'-CH2-О-2' ("LNA"), 4'-CH2-S-2', 

4'-(CH2)2-О-2' ("ENA"), 4'-CH(CH3)-О-2' (называемый "конформационно ограничивающим этилом" или 

"cEt" в S-конфигурации), 4'-CH2-О-CH2-2', 4'-CH2-N(R)-2', 4'-CH(CH2OCH3)-О-2' ("конформационно огра-

ничивающий МОЕ" или "сМОЕ") и его аналоги (см., например, Seth et al., U.S. 7399845, Bhat et al.,  

U.S. 7569686, Swayze et al., U.S. 7741457, и Swayze et al., U.S. 8022193), 4'-С(CH3)(CH3)-О-2' и его аналоги 

(см., например, Seth et al., U.S. 8278283), 4'-CH2-N(OCH3)-2' и его аналоги (см., например, Prakash et al., 

U.S. 8278425), 4'-CH2-O-N(CH3)-2' (см., например, Allerson et al., U.S. 7696345 и Allerson et al.,  

U.S. 8124745), 4'-CH2-С(Н)(CH3)-2' (см., например, Zhou, et al., J. Org. Chem.,2009, 74, 118-134),  

4'-CH2-C(=CH2)-2' и его аналоги (см., например, Seth et al., U.S. 8278426), 4'-C(RaRb)-N(R)-O-2',  

4'-C(RaRb)-O-N(R)-2', 4'-CH2-O-N(R)-2' и 4'-CH2-N(R)-O-2', где каждый R, Ra и Rb независимо представля-

ет собой H, защитную группу или C1-С12-алкил (см., например, Imanishi et al., U.S. 7427672). 

В определенных вариантах осуществления такие 4'-2'-мостики независимо содержат от 1 до 4 свя-

занных групп, независимо выбранных из -[C(Ra)(Rb)]n-, -[C(Ra)(Rb)]n-O-, -C(Ra)=C(Rb)-, -C(Ra)=N-,  

-C(=NRa)-, -C(=O)-, -C(=S)-, -O-, -Si(Ra)2-, -S(=O)x- и -N(Ra)-; где: 

x равняется 0, 1 или 2; 

n равняется 1, 2, 3 или 4; 

каждый Ra и Rb независимо представляет собой H, защитную группу, гидроксил, C1-C12-алкил, за-

мещенный C1-C12-алкил, C2-C12-алкенил, замещенный C2-C12-алкенил, C2-C12-алкинил, замещенный  

C2-C12-алкинил, C5-С20-арил, замещенный C5-С20-арил, гетероциклический радикал, замещенный гетеро-

циклический радикал, гетероарил, замещенный гетероарил, алициклический С5-С7-радикал, замещенный 

алициклический С5-С7-радикал, галоген, OJ1, NJ1J2, SJ1, N3, COOJ1, ацил (С(=О)-Н), замещенный ацил, 

CN, сульфонил (S(=O)2-J1) или сульфоксил (S(=O)-J1); и каждый J1 и J2 независимо представляет собой H, 

C1-C12-алкил, замещенный C1-C12-алкил, С2-С12-алкенил, замещенный C2-C12-алкенил, C2-C12-алкинил, 

замещенный С2-С12-алкинил, C5-С20-арил, замещенный C5-С20-арил, ацил (С(=О)-Н), замещенный ацил, 

гетероциклический радикал, замещенный гетероциклический радикал, C1-C12-аминоалкил, замещенный 

C1-C12-аминоалкил или защитную группу. 
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Дополнительные бициклические сахарные компоненты известны из уровня техники, см., например: 

 
В определенных вариантах осуществления бициклические сахарные компоненты и нуклеозиды, в 

состав которых включены такие бициклические сахарные компоненты, дополнительно определяются 

изомерной конфигурацией. Например, нуклеозид LNA (описанный в данном документе) может нахо-

диться в конфигурации α-L или в конфигурации β-D. 

 
α-L-метиленокси-модифицированные (4'-CH2-О-2') или имеющие конфигурацию α-L-LNA бицик-

лические нуклеозиды были включены в состав олигонуклеотидов, которые демонстрировали антисмы-

словую активность (Frieden et al., Nucleic Acids Research, 2003, 27, 6365-6372). В данном документе об-

щее описание бициклических нуклеозидов включает обе изомерные конфигурации. Если положения кон-

кретных бициклических нуклеозидов (например, LNA или cEt) идентифицированы в проиллюстрирован-

ных в данном документе на примерах вариантах осуществления, то они находятся в конфигурации β-D, 

если не указано иное. 

В определенных вариантах осуществления модифицированные сахарные компоненты содержат 

один или несколько немостиковых заместителей в сахаре и один или несколько мостиковых заместите-

лей в сахаре (например, в случае с 5'-замещенными и содержащими 4'-2'-мостик сахарами). 

В определенных вариантах осуществления модифицированные сахарные компоненты представляют 

собой имитаторы сахаров. В определенных подобных вариантах осуществления атом кислорода в сахар-

ном компоненте заменен, например, атомом серы, углерода или азота. В определенных подобных вари-

антах осуществления такие модифицированные сахарные компоненты также содержат мостиковые и/или 

немостиковые заместители, описанные в данном документе. Например, определенные имитаторы саха-

ров содержат 4'-атом серы и замещение в 2'-положении (см., например, Bhat et al., U.S. 7875733, и Bhat et 

al., U.S. 7939677) и/или в 5'-положении. 

В определенных вариантах осуществления имитаторы сахаров содержат кольца с числом атомов, 

отличным от 5. Например, в определенных вариантах осуществления имитатор сахара содержит шести-

членный тетрагидропиран ("ТНР"). Такие тетрагидропираны могут быть дополнительно модифициро-

ванными или замещенными. Нуклеозиды, содержащие такие модифицированные тетрагидропираны, 

включают без ограничения гексит-нуклеиновую кислоту ("HNA"), аннит-нуклеиновую кислоту ("ANA"), 

маннит-нуклеиновую кислоту ("MNA") (см., например, Leumann, C/J. Bioorg. & Med. Chem. 2002, 10, 

841-854), фтор-HNA: 

 
("F-HNA", см., например, Swayze et al., U.S. 8088904; Swayze et al., U.S. 8440803; и Swayze et al., 
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U.S. 9005906, F-HNA также может обозначаться как F-THP или 3'-фтортетрагидропиран) и нуклеозиды, 

содержащие дополнительные модифицированные соединения ТНР следующей формулы: 

 
где независимо для каждого указанного модифицированного THP-нуклеозида: 

Вх представляет собой компонент, являющийся нуклеиновым основанием; 

каждый из Т3 и Т4 независимо представляет собой межнуклеозидную связывающую группу, связы-

вающую модифицированный THP-нуклеозид с остальной частью олигонуклеотида, или один из Т3 и Т4 

представляет собой межнуклеозидную связывающую группу, связывающую модифицированный THP-

нуклеозид с остальной частью олигонуклеотида, а другой из Т3 и Т4 представляет собой H, защитную 

группу для гидроксильной группы, связанную конъюгированную группу или 5'- или 3'-концевую группу; 

каждый из q1, q2, q3, q4, q5, q6 и q7 независимо представляет собой H, C1-C6-алкил, замещенный  

C1-C6-алкил, C2-C6-алкенил, замещенный C2-C6-алкенил, C2-C6-алкинил или замещенный C2-C6-алкинил; 

каждый из R1 и R2 независимо выбран из водорода, галогена, замещенного или незамещенного ал-

кокси, NJ1J2, SJ1, N3, OC(=X)J1, OC(=X)NJ1J2, NJ3C(=X)NJ1J2 и CN, где X представляет собой О, S или NJ1, 

а каждый из J1, J2, и J3 независимо представляет собой H или C1-C6-алкил. 

В определенных вариантах осуществления предусматрены модифицированные THP-нуклеозиды, 

где каждый из q1, q2, q3, q4, q5, q6 и q7 представляет собой H. В определенных вариантах осуществления 

по меньшей мере один из q1, q2, q3, q4, q5, q6 и q7 является отличным от H. В определенных вариантах 

осуществления по меньшей мере один из q1, q2, q3, q4, q5, q6 и q7 представляет собой метил. В определен-

ных вариантах осуществления предусмотрены модифицированные ТНР-нуклеозиды, где один из R1 и R2 

представляет собой F. В определенных вариантах осуществления R1 представляет собой F, a R2 пред-

ставляет собой H, в определенных вариантах осуществления R1 представляет собой метокси, a R2 пред-

ставляет собой H, и в определенных вариантах осуществления R1 представляет собой метоксиэтокси, a 

R2 представляет собой H. 

В определенных вариантах осуществления имитаторы сахаров содержат кольца, содержащие более 

5 атомов и более одного гетероатома. Например, сообщалось о нуклеозидах, содержащих морфолиновые 

сахарные компоненты, и об их применении в олигонуклеотидах (см., например, Braasch et al., Biochemis-

try, 2002, 41, 4503-4510 и Summerton et al., U.S. 5698685; Summerton et al., U.S. 5166315; Summerton et al., 

U.S. 5185444; and Summerton et al., U.S. 5034506). Используемый в данном документе термин "морфоли-

новый компонент" означает имитатор сахара со следующей структурой: 

 
В определенных вариантах осуществления морфолиновые компоненты могут быть модифицирова-

ны, например, путем добавления или изменения различных замещающих групп в приведенной выше 

структуре морфолинового компонента. Такие имитаторы сахаров в данном документе называются "мо-

дифицированными морфолиновыми компонентами". 

В определенных вариантах осуществления имитаторы сахаров содержат ациклические компоненты. 

Примеры нуклеозидов и олигонуклеотидов, содержащих такие ациклические имитаторы сахаров, вклю-

чают без ограничения пептидную нуклеиновую кислоту ("PNA"), ациклическую бутил-нуклеиновую ки-

слоту (см., например, Kumar et al., Org. Biomol. Chem., 2013, 77, 5853-5865), а также нуклеозиды и олиго-

нуклеотиды, описанные в Manoharan et al., US 2013/130378. 

Из уровня техники известны многие другие бициклические и трициклические кольцевые системы 

сахаров и имитаторов сахаров, которые могут применяться в модифицированных нуклеозидах. 

2. Модифицированные нуклеиновые основания. 

Нуклеиновые основания (или основания) с модификациями или замещениями структурно отлича-

ются от встречающихся в природе или синтетических немодифицированных нуклеиновых оснований, но 

являются функционально взаимозаменяемыми с ними. В образовании водородных связей могут прини-

мать участие как природные, так и модифицированные нуклеиновые основания. Такие модификации 

нуклеиновых оснований могут придавать антисмысловым соединениям стабильность к действию нукле-

аз, сродство связывания или некоторое другое благоприятное биологическое свойство. 

В определенных вариантах осуществления соединения, описанные в данном документе, содержат 

модифицированные олигонуклеотиды. В определенных вариантах осуществления модифицированные 

олигонуклеотиды содержат один или несколько нуклеозидов, содержащих немодифицированное нук-

леиновое основание. В определенных вариантах осуществления модифицированные олигонуклеотиды 

содержат один или несколько нуклеозидов, содержащих модифицированное нуклеиновое основание. В 
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определенных вариантах осуществления модифицированные олигонуклеотиды содержат один или не-

сколько нуклеозидов, которые не содержат нуклеиновое основание, называемых нуклеозидами с удален-

ными азотистыми основаниями. 

В определенных вариантах осуществления модифицированные нуклеиновые основания выбраны из 

5-замещенных пиримидинов, 6-азапиримидинов, алкил- или алкинилзамещенных пиримидинов, алкил-

замещенных пуринов и N-2-, N-6- и О-6-замещенных пуринов. В определенных вариантах осуществле-

ния модифицированные нуклеиновые основания выбраны из 2-аминопропиладенина, 5-гидроткси-

метилциозина, 5-метилцитозина, ксантина, гипоксантина, 2-аминоаденина, 6-N-метилгуанина,  

6-N-метиладенина, 2-пропиладенина, 2-тиоурацила, 2-тиотимина и 2-тиоцитозина, 5-пропинил(С≡С-

CH3)-урацила, 5-пропинилцитозина, 6-азоурацила, 6-азоцитозина, 6-азотимина, 5-рибозилурацила (псев-

доурацила), 4-тиоурацила, 8-галогена, 8-амино, 8-тиола, 8-тиоалкила, 8-гидроксила, 8-аза и других  

8-замещенных пуринов, 5-галогена, в частности 5-брома, 5-трифторметила, 5-галогенурацила и  

5-галогенцитозина, 7-метилгуанина, 7-метиладенина, 2-F-аденина, 2-аминоаденина, 7-дезазагуанина,  

7-дезазааденина, 3-дезазагуанина, 3-дезазааденина, 6-N-бензоиладенина, 2-N-изобутирилгуанина,  

4-N-бензоилцитозина, 4-N-бензоилурацила, 5-метил-4-N-бензоилцитозина, 5-метил-4-N-бензоилурацила, 

универсальных оснований, гидрофобных оснований, оснований, обладающих способностью к неспеци-

фическому спариванию, оснований с увеличенным размером и фторированных оснований. Дополни-

тельные модифицированные нуклеиновые основания включают трициклические пиримидины, такие как 

1,3-диазафеноксазин-2-он, 1,3-диазафенотиазин-2-он и 9-(2-аминоэтокси)-1,3-диазафеноксазин-2-он  

(G-образный зажим). Модифицированные нуклеиновые основания также могут включать нуклеиновые 

основания, в которых пуриновое или пиримидиновое основание заменено другими гетероциклами, на-

пример, 7-дезазааденином, 7-дезазагуанозином, 2-аминопиридином и 2-пиридоном. Дополнительные 

нуклеиновые основания включают в себя нуклеиновые основания, раскрытые в Merigan et al.,  

U.S. 3687808, нуклеиновые основания, раскрытые в The Concise Encyclopedia Of Polymer Science And 

Engineering, Kroschwitz, J.I., Ed., John Wiley & Sons, 1990, 858-859; Englisch et al., Angewandte Chemie, 

International Edition, 1991, 30, 613; Sanghvi, Y.S., Chapter 15, Antisense Research and Applications, Crooke, 

S.T. and Lebleu, В., Eds., CRC Press, 1993, 273-288; и нуклеиновые основания, раскрытые в главах 6 и 15 

Antisense Drug Technology, Crooke S.T., Ed., CRC Press, 2008, на страницах 163-166 и 442-443. 

Публикации, в которых изложено получение некоторых из вышеупомянутых модифицированных 

нуклеиновых оснований, а также других модифицированных нуклеиновых оснований, включают без ог-

раничения 

 

 
В определенных вариантах осуществления соединения, нацеленные на нуклеиновую кислоту 

PNPLA3, содержат одно или несколько модифицированных нуклеиновых оснований. В определенных 

вариантах осуществления модифицированное нуклеиновое основание представляет собой  

5'-метилцитозин. В определенных вариантах осуществления каждый цитозин представляет собой  

5-метилцитозин. 

Модифицированные межнуклеозидные связи. 

Естественная межнуклеозидная связь в РНК и ДНК представляет собой 3'-5'-фосфодиэфирную 

связь. В определенных вариантах осуществления соединения, описанные в данном документе, имеющие 

одну или несколько модифицированных, т.е. не встречающихся в природе, межнуклеозидных связей, 

зачастую предпочтительнее соединений со встречающимися в природе межнуклеозидными связями вви-

ду наличия у их требуемых свойств, таких как, например, повышенное поглощение клетками, повышен-

ное сродство с нуклеиновыми кислотами-мишенями и увеличенная стабильность в присутствии нуклеаз. 

Иллюстративные межнуклеозидные связи, имеющие хиральный центр, включают без ограничения 

алкилфосфонатные и фосфотиоатные связи. Модифицированные олигонуклеотиды, содержащие меж-

нуклеозидные связи, имеющие хиральный центр, можно получить в виде совокупностей модифициро-

ванных олигонуклеотидов, содержащих стереослучайные межнуклеозидные связи, или в виде совокуп-
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ностей модифицированных олигонуклеотидов, содержащих фосфотиоатные связи в конкретных стерео-

химических конфигурациях. В определенных вариантах осуществления совокупности модифицирован-

ных олигонуклеотидов содержат фосфотиоатные межнуклеозидные связи, где все из фосфотиоатных 

межнуклеозидных связей являются стереослучайными. Такие модифицированные олигонуклеотиды 

можно получать с применением таких способов синтеза, которые приводят к случайному выбору стерео-

химической конфигурации каждой фосфотиоатной связи. Тем не менее, как хорошо понятно специали-

стам в данной области техники, каждый отдельный фосфотиоат каждой отдельной молекулы олигонук-

леотида характеризуется определенной стереоконфигурацией. В определенных вариантах осуществления 

совокупности модифицированных олигонуклеотидов обогащены модифицированными олигонуклеоти-

дами, содержащими одну или несколько конкретных фосфотиоатных межнуклеозидных связей в кон-

кретной, независимо выбранной стереохимической конфигурации. В определенных вариантах осуществ-

ления конкретная конфигурация конкретной фосфотиоатной связи присутствует по меньшей мере в 65% 

молекул в совокупности. В определенных вариантах осуществления конкретная конфигурация конкрет-

ной фосфотиоатной связи присутствует по меньшей мере в 70% молекул в совокупности. В определен-

ных вариантах осуществления конкретная конфигурация конкретной фосфотиоатной связи присутствует 

по меньшей мере в 80% молекул в совокупности. В определенных вариантах осуществления конкретная 

конфигурация конкретной фосфотиоатной связи присутствует по меньшей мере в 90% молекул в сово-

купности. В определенных вариантах осуществления конкретная конфигурация конкретной фосфотиоат-

ной связи присутствует по меньшей мере в 99% молекул в совокупности. Такие хирально обогащенные 

совокупности модифицированных олигонуклеотидов можно получить с применением способов синтеза, 

известных из уровня техники, например способов, описанных в Oka et al., JACS 125, 8307 (2003), Wan et 

al., Nuc. Acid. Res. 42, 13456 (2014) и WO 2017/015555. В определенных вариантах осуществления сово-

купность модифицированных олигонуклеотидов обогащена модифицированными олигонуклеотидами, 

имеющими по меньшей мере один указанный фосфотиоат в (Sp)-конфигурации. В определенных вариан-

тах осуществления совокупность модифицированных олигонуклеотидов обогащена модифицированны-

ми олигонуклеотидами, имеющими по меньшей мере один фосфотиоат в (Rp)-конфигурации. В опреде-

ленных вариантах осуществления модифицированные олигонуклеотиды, содержащие (Rp)- и/или  

(Sp)-фосфотиоаты, предусматривают одну или более из следующих формул соответственно, где "В" ука-

зывает на нуклеиновое основание: 

 
Если не указано иное, хиральные межнуклеозидные связи модифицированных олигонуклеотидов, 

описанных в данном документе, могут быть стереослучайными или находиться в конкретной стереохи-

мической конфигурации. 

В определенных вариантах осуществления соединения, нацеленные на нуклеиновую кислоту 

PNPLA3, содержат одну или несколько модифицированных межнуклеозидных связей. В определенных 

вариантах осуществления модифицированные межнуклеозидные связи представляют собой фосфотиоат-

ные связи. В определенных вариантах осуществления каждая межнуклеозидная связь антисмыслового 

соединения представляет собой фосфотиоатную межнуклеозидную связь. 

В определенных вариантах осуществления соединения, описанные в данном документе, содержат 

олигонуклеотиды. Олигонуклеотиды с модифицированными межнуклеозидными связями содержат меж-

нуклеозидные связи, в которых сохраняется атом фосфора, а также межнуклеозидные связи, которые не 

имеют атома фосфора. Иллюстративные фосфорсодержащие межнуклеозидные связи включают без ог-

раничения фосфодиэфирные, фосфотриэфирные, метилфосфонатные, фосфорамидатные и фосфотиоат-

ные связи. Хорошо известны способы получения фосфорсодержащих и не содержащих фосфор связей. 

В определенных вариантах осуществления нуклеозиды модифицированных олигонуклеотидов мо-

гут быть связаны друг с другом с помощью любой межнуклеозидной связи. Два основных класса меж-

нуклеозидных связывающих групп определяются наличием или отсутствием атома фосфора. Иллюстра-

тивные фосфорсодержащие межнуклеозидные связи включают в себя без ограничений фосфатные связи, 

которые охватывают фосфодиэфирную связь ("Р=О") (также называемые немодифицированными или 

встречающимися в природе связями), фосфотриэфирные, метилфосфонатные, фосфорамидатные, а также 

фосфотиоатные ("P=S") и дифосфотиоатные ("HS-P=S") связи. Иллюстративные не содержащие фосфор 

межнуклеозидные связывающие группы включают без ограничения метиленметилиминогруппу  

(-CH2-N(CH3)-O-CH2), тиодиэфирную, тионокарбаматную (-O-C(=O)(NH)-S-); силоксановую (-O-SiH2-O-) 

и N,N'-диметилгидразиновую (-CH2-N(CH3)-N(CH3)-) группы. Модифицированные межнуклеозидные 
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связи, в отличие от встречающихся в природе фосфатных связей, можно использовать для изменения, 

как правило, увеличения, устойчивости олигонуклеотида к действию нуклеаз. В определенных вариантах 

осуществления межнуклеозидные связи, имеющие хиральный атом, можно получать в виде рацемиче-

ской смеси или в виде отдельных энантиомеров. Иллюстративные хиральные межнуклеозидные связи 

включают без ограничения алкилфосфонатные и фосфотиоатные связи. Специалистам в данной области 

хорошо известны способы получения фосфоросодержащих и не содержащих фосфор межнуклеозидных 

связей. 

Нейтральные межнуклеозидные связи включают без ограничения фосфотриэфирные,  

метилфосфонатные связи, MMI (3'-CH2-N(CH3)-О-5'), 3-амидную (3'-CH2-C(=O)-N(H)-5'), 4-амидную  

(3'-CH2-N(H)-C(=O)-5'), формацетальную (3'-О-CH2-О-5'), метоксипропильную и тиоформацетальную 

связи (3'-S-CH2-O-5'). Дополнительные нейтральные межнуклеозидные связи включают неионные связи, 

включающие силоксановую (диалкилсилоксановую), карбоксилатную сложноэфирную, карбоксамид-

ную, сульфидную, сульфонатную сложноэфирную и амидные связи (см., например, Carbohydrate  

Modifications in Antisense Research; Y.S. Sanghvi and P.D. Cook, Eds., ACS Symposium Series 580;  

Chapters 3 and 4, 40-65). Дополнительные нейтральные межнуклеозидные связи включают неионные свя-

зи, содержащие комбинацию составляющих частей N, О, S и CH2. 

В определенных вариантах осуществления олигонуклеотиды содержат модифицированные меж-

нуклеозидные связи, расположенные вдоль олигонуклеотида или его области в виде определенного ха-

рактерного участка или мотива из модифицированных межнуклеозидных связей. В определенных вари-

антах осуществления межнуклеозидные связи расположены в виде мотива, содержащего гэп. В таких 

вариантах осуществления межнуклеозидные связи в каждой из двух фланговых областей отличаются от 

межнуклеозидных связей в области гэпа. В определенных вариантах осуществления межнуклеозидные 

связи во фланговых областях являются фосфодиэфирными, а межнуклеозидные связи в гэпе являются 

фосфотиоатными. Нуклеозидный мотив выбирают независимо, так что такие олигонуклеотиды, имею-

щие мотив из межнуклеозидных связей, содержащий гэп, могут иметь или не иметь нуклеозидный мо-

тив, содержащий гэп, и если они действительно имеют нуклеозидный мотив, содержащий гэп, то длина 

фланговых областей и гэпа может быть или не быть одинаковой. 

В определенных вариантах осуществления олигонуклеотиды содержат область, имеющую чере-

дующийся мотив из межнуклеозидных связей. В определенных вариантах осуществления олигонуклео-

тиды содержат область с однородно модифицированными межнуклеозидными связями. В определенных 

подобных вариантах осуществления олигонуклеотид содержит область, имеющую однородные связи, 

представляющие собой фосфотиоатные межнуклеозидные связи. В определенных вариантах осуществ-

ления олигонуклеотид имеет однородные фосфотиоатные связи. В определенных вариантах осуществле-

ния каждая межнуклеозидная связь олигонуклеотида выбрана из фосфодиэфирной и фосфотиоатной.  

В определенных вариантах осуществления каждая межнуклеозидная связь олигонуклеотида выбрана из 

фосфодиэфирной и фосфотиоатной, и по меньшей мере одна межнуклеозидная связь является  

фосфотиоатной. 

В определенных вариантах осуществления олигонуклеотид содержит по меньшей мере 6 фосфотио-

атных межнуклеозидных связей. В определенных вариантах осуществления олигонуклеотид содержит по 

меньшей мере 8 фосфотиоатных межнуклеозидных связей. В определенных вариантах осуществления 

олигонуклеотид содержит по меньшей мере 10 фосфотиоатных межнуклеозидных связей. В определен-

ных вариантах осуществления олигонуклеотид содержит по меньшей мере один блок, состоящий по 

меньшей мере из 6 последовательно расположенных фосфотиоатных межнуклеозидных связей. В опре-

деленных вариантах осуществления олигонуклеотид содержит по меньшей мере один блок, состоящий 

по меньшей мере из 8 последовательно расположенных фосфотиоатных межнуклеозидных связей. В оп-

ределенных вариантах осуществления олигонуклеотид содержит по меньшей мере один блок, состоящий 

по меньшей мере из 10 последовательно расположенных фосфотиоатных межнуклеозидных связей. В 

определенных вариантах осуществления олигонуклеотид содержит по меньшей мере один блок, состоя-

щий по меньшей мере из 12 последовательно расположенных фосфотиоатных межнуклеозидных связей. 

В определенных подобных вариантах осуществления по меньшей мере один такой блок расположен на 

3'-конце олигонуклеотида. В определенных подобных вариантах осуществления по меньшей мере один 

такой блок расположен в пределах 3 нуклеозидов на 3'-конце олигонуклеотида. 

В определенных вариантах осуществления олигонуклеотиды содержат одну или несколько метил-

фосфонатных связей. В определенных вариантах осуществления олигонуклеотиды, имеющие гэпмерный 

нуклеозидный мотив, предусматривают мотив связей, содержащий связи, все из которых являются фос-

фотиоатными, за исключением одной или двух метилфосфонатных связей. В определенных вариантах 

осуществления одна метилфосфонатная связь находится в центральном гэпе олигонуклеотида, имеющего 

гэпмерный нуклеозидный мотив. 

В определенных вариантах осуществления желательно упорядочить количество фосфотиоатных 

межнуклеозидных связей и фосфодиэфирных межнуклеозидных связей для сохранения устойчивости к 

действию нуклеаз. В определенных вариантах осуществления желательно упорядочить количество и по-

ложение фосфотиоатных межнуклеозидных связей и количество и положение фосфодиэфирных межнук-
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леозидных связей для сохранения устойчивости к действию нуклеаз. В определенных вариантах осуще-

ствления количество фосфотиоатных межнуклеозидных связей можно уменьшить, а количество фосфо-

диэфирных межнуклеозидных связей можно увеличить. В определенных вариантах осуществления коли-

чество фосфотиоатных межнуклеозидных связей можно уменьшить, а количество фосфодиэфирных 

межнуклеозидных связей можно увеличить, при этом по-прежнему сохраняя устойчивость к действию 

нуклеаз. В определенных вариантах осуществления желательно уменьшить количество фосфотиоатных 

межнуклеозидных связей, при этом по-прежнему поддерживая устойчивость к действию нуклеаз. В оп-

ределенных вариантах осуществления желательно увеличить количество фосфодиэфирных межнуклео-

зидных связей, при этом по-прежнему поддерживая устойчивость к действию нуклеаз. 

3. Некоторые мотивы. 

В определенных вариантах осуществления соединения, описанные в данном документе, содержат 

олигонуклеотиды. Олигонуклеотиды могут иметь мотив, например, характерный участок из немодифи-

цированных и/или модифицированных сахарных компонентов, нуклеиновых оснований и/или межнук-

леозидных связей. В определенных вариантах осуществления модифицированные олигонуклеотиды со-

держат один или несколько модифицированных нуклеозидов, содержащих модифицированный сахар. В 

определенных вариантах осуществления модифицированные олигонуклеотиды содержат один или не-

сколько модифицированных нуклеозидов, содержащих модифицированное нуклеиновое основание. В 

определенных вариантах осуществления модифицированные олигонуклеотиды содержат одну или не-

сколько модифицированных межнуклеозидных связей. В таких вариантах осуществления характерный 

участок или мотив определяют модифицированные, немодифицированные и модифицированные разны-

ми способами сахарные компоненты, нуклеиновые основания и/или межнуклеозидные связи модифици-

рованного олигонуклеотида. В определенных вариантах осуществления каждый характерный участок из 

сахарных компонентов, нуклеиновых оснований и межнуклеозидных связей является независимым от 

других. Таким образом, модифицированный олигонуклеотид можно описать с помощью его мотива из 

сахаров, мотива из нуклеиновых оснований и/или мотива из межнуклеозидных связей (как используется 

в данном документе, мотив из нуклеиновых оснований описывает модификации нуклеиновых оснований 

независимо от последовательности нуклеиновых оснований). 

A. Некоторые мотивы из сахаров. 

В определенных вариантах осуществления соединения, описанные в данном документе, содержат 

олигонуклеотиды. В определенных вариантах осуществления олигонуклеотиды содержат один или не-

сколько типов модифицированных сахарных и/или немодифицированных сахарных компонентов, распо-

ложенных вдоль олигонуклеотида или его области в виде определенного характерного участка или моти-

ва из сахаров. В некоторых случаях такие мотивы из сахаров включают без ограничения любые обсуж-

даемые в данном документе модификации сахаров. 

В определенных вариантах осуществления модифицированные олигонуклеотиды содержат область, 

имеющую гэпмерный мотив, которая содержит две внешние области, или "фланги", и центральную или 

внутреннюю область, или "гэп", или состоят из нее. Три области гэпмерного мотива (5'-фланг, гэп и 3'-

фланг) образуют непрерывную последовательность нуклеозидов, в которой по меньшей мере некоторые 

сахарные компоненты нуклеозидов каждого из флангов отличаются от по меньшей мере некоторых са-

харных компонентов нуклеозидов гэпа. В частности, по меньшей мере сахарные компоненты нуклеози-

дов каждого фланга, которые располагаются ближе всего к гэпу (самого крайнего 3'-концевого нуклеози-

да 5'-фланга и самого крайнего 5'-концевого нуклеозида 3'-фланга), отличаются от сахарных компонен-

тов соседних нуклеозидов гэпа, что таким образом определяет границу между флангами и гэпом (т.е. 

точку сочленения фланга и гэпа). В определенных вариантах осуществления все сахарные компоненты в 

гэпе являются одинаковыми. В определенных вариантах осуществления гэп содержит один или несколь-

ко нуклеозидов, имеющих сахарный компонент, который отличается от сахарного компонента одного 

или нескольких других нуклеозидов гэпа. В определенных вариантах осуществления все сахарные моти-

вы двух флангов являются одинаковыми (симметричный гэпмер). В определенных вариантах осуществ-

ления сахарный мотив 5'-фланга отличается от сахарного мотива 3'-фланга (асимметричный гэпмер). 

В определенных вариантах осуществления фланги гэпмера содержат 1-5 нуклеозидов. В опреде-

ленных вариантах осуществления фланги гэпмера содержат 2-5 нуклеозидов. В определенных вариантах 

осуществления фланги гэпмера содержат 3-5 нуклеозидов. В определенных вариантах осуществления все 

нуклеозиды гэпмера являются модифицированными нуклеозидами. 

В определенных вариантах осуществления гэп гэпмера содержит 7-12 нуклеозидов. В определен-

ных вариантах осуществления гэп гэпмера содержит 7-10 нуклеозидов. В определенных вариантах осу-

ществления гэп гэпмера содержит 8-10 нуклеозидов. В определенных вариантах осуществления гэп гэп-

мера содержит 10 нуклеозидов. В определенных вариантах осуществления каждый нуклеозид гэпа гэп-

мера является немодифицированным 2'-дезоксинуклеозидом. 

В определенных вариантах осуществления гэпмер является дезоксигэпмером. В таких вариантах 

осуществления нуклеозиды со стороны гэпа от каждой точки сочленения фланга и гэпа являются немо-

дифицированными 2'-дезоксинуклеозидами, а нуклеозиды со стороны фланга от каждой точки сочлене-

ния фланга и гэпа являются модифицированными нуклеозидами. В определенных подобных вариантах 
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осуществления каждый нуклеозид гэпа является немодифицированным 2'-дезоксинуклеозидом. В опре-

деленных подобных вариантах осуществления каждый нуклеозид каждого фланга является модифициро-

ванным нуклеозидом. 

В определенных вариантах осуществления модифицированный олигонуклеотид имеет полностью 

модифицированный мотив из сахаров, при этом каждый нуклеозид модифицированного олигонуклеоти-

да содержит модифицированный сахарный компонент. В определенных вариантах осуществления моди-

фицированные олигонуклеотиды содержат область, имеющую полностью модифицированный мотив из 

сахаров, или состоят из нее, при этом каждый нуклеозид области содержит модифицированный сахар-

ный компонент. В определенных вариантах осуществления модифицированные олигонуклеотиды со-

держат область, имеющую полностью модифицированный мотив из сахаров, или состоят из нее, при 

этом каждый нуклеозид в полностью модифицированной области содержит одинаковый модифициро-

ванный сахарный компонент, и такой участок называется в данном документе однородно модифициро-

ванным мотивом из сахаров. В определенных вариантах осуществления полностью модифицированный 

олигонуклеотид является однородно модифицированным олигонуклеотидом. В определенных вариантах 

осуществления каждый нуклеозид однородно модифицированного олигонуклеотида содержит одинако-

вую 2'-модификацию. 

B. Некоторые мотивы из нуклеиновых оснований. 

В определенных вариантах осуществления соединения, описанные в данном документе, содержат 

олигонуклеотиды. В определенных вариантах осуществления олигонуклеотиды содержат модифициро-

ванные и/или немодифицированные нуклеиновые основания, расположенные вдоль олигонуклеотида 

или его области в виде определенного характерного участка или мотива. В определенных вариантах 

осуществления каждое нуклеиновое основание является модифицированным. В определенных вариантах 

осуществления ни одно из нуклеиновых оснований не является модифицированным. В определенных 

вариантах осуществления каждый пурин или каждый пиримидин являются модифицированным. В опре-

деленных вариантах осуществления каждый аденин является модифицированным. В определенных вари-

антах осуществления каждый гуанин является модифицированным. В определенных вариантах осущест-

вления каждый тимин является модифицированным. В определенных вариантах осуществления каждый 

урацил является модифицированным. В определенных вариантах осуществления каждый цитозин явля-

ется модифицированным. В определенных вариантах осуществления некоторые или все цитозиновые 

нуклеиновые основания в модифицированном олигонуклеотиде представляют собой 5-метилцитозин. 

В определенных вариантах осуществления модифицированные олигонуклеотиды содержат блок из 

модифицированных нуклеиновых оснований. В определенных подобных вариантах осуществления блок 

располагается на 3'-конце олигонуклеотида. В определенных вариантах осуществления блок расположен 

в пределах 3 нуклеозидов на 3'-конце олигонуклеотида. В определенных вариантах осуществления блок 

находится на 5'-конце олигонуклеотида. В определенных вариантах осуществления блок расположен в 

пределах 3 нуклеозидов на 5'-конце олигонуклеотида. 

В определенных вариантах осуществления олигонуклеотиды, имеющие гэпмерный мотив, содержат 

нуклеозид, содержащий модифицированное нуклеиновое основание. В определенных подобных вариан-

тах осуществления один нуклеозид, содержащий модифицированное нуклеиновое основание, находится 

в центральном гэпе олигонуклеотида, имеющего гэпмерный мотив. В определенных подобных вариантах 

осуществления сахарный компонент указанного нуклеозида представляет собой 2'-дезоксирибозильный 

компонент. В определенных вариантах осуществления модифицированное нуклеиновое основание вы-

брано из 2-тиопиримидина и 5-пропинпиримидина. 

C. Некоторые мотивы из межнуклеозидных связей. 

В определенных вариантах осуществления соединения, описанные в данном документе, содержат 

олигонуклеотиды. В определенных вариантах осуществления олигонуклеотиды содержат модифициро-

ванные и/или немодифицированные межнуклеозидные связи, расположенные вдоль олигонуклеотида 

или его области в виде определенного характерного участка или мотива. В определенных вариантах 

осуществления фактически каждая межнуклеозидная связывающая группа представляет собой фосфат-

ную межнуклеозидную связь (Р=О). В определенных вариантах осуществления каждая межнуклеозидная 

связывающая группа модифицированного олигонуклеотида является фосфотиоатной (P=S). В опреде-

ленных вариантах осуществления каждая межнуклеозидная связывающая группа модифицированного 

олигонуклеотида независимо выбрана из фосфотиоатной и фосфатной межнуклеозидных связей. В опре-

деленных вариантах осуществления мотив из сахаров модифицированного олигонуклеотида представля-

ет собой гэпмер, а все межнуклеозидные связи в гэпе являются модифицированными. В определенных 

подобных вариантах осуществления некоторые или все межнуклеозидные связи во флангах являются 

немодифицированными фосфатными связями. В определенных вариантах осуществления концевые меж-

нуклеозидные связи являются модифицированными. В определенных вариантах осуществления сахар-

ный мотив модифицированного олигонуклеотида представляет собой гэпмер, а мотив из межнуклеозид-

ных связей содержит по меньшей мере одну фосфодиэфирную межнуклеозидную связь в по меньшей 

мере одном фланге, где по меньшей мере одна фосфодиэфирная связь не является концевой межнуклео-

зидной связью, а остальные межнуклеозидные связи представляют собой фосфотиоатные межнуклео-
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зидные связи. В некоторых таких вариантах осуществления все из фосфотиоатных связей являются сте-

реослучайными. В определенных вариантах осуществления все из фосфотиоатных связей во флангах 

представляют собой (Sp)-фосфотиоаты, и гэп содержит по меньшей мере один мотив Sp, Sp, Rp. В опре-

деленных вариантах осуществления совокупности модифицированных олигонуклеотидов обогащены 

модифицированными олигонуклеотидами, содержащими такие мотивы из межнуклеозидных связей. 

4. Некоторые модифицированные олигонуклеотиды. 

В определенных вариантах осуществления соединения, описанные в данном документе, содержат 

модифицированные олигонуклеотиды. В определенных вариантах осуществления вышеприведенные 

модификации (сахаров, нуклеиновых оснований, межнуклеозидных связей) включены в состав модифи-

цированного олигонуклеотида. В определенных вариантах осуществления модифицированные олиго-

нуклеотиды характеризуются по их модификации, мотивам и значениям общей длины. В определенных 

вариантах осуществления каждый из таких параметров является независимым от других. Таким образом, 

если не указано иное, каждая межнуклеозидная связь олигонуклеотида, имеющего гэпмерный мотив из 

сахаров, может быть модифицированной или немодифицированной и может соответствовать или не со-

ответствовать гэпмерному характеру модификаций сахаров. Например, межнуклеозидные связи во флан-

говых областях гэпмера из сахаров могут быть одинаковыми или отличаться друг от друга и могут быть 

такими же, как межнуклеозидные связи в области гэпа мотива из сахаров, или отличными от них. Анало-

гичным образом, такие гэпмерные олигонуклеотиды могут содержать одно или несколько модифициро-

ванных нуклеиновых оснований независимо от гэпмерного характера модификаций сахаров. Кроме того, 

в некоторых случаях олигонуклеотид описывается общей длиной, или диапазоном длин, или длинами 

или диапазонами длин двух или более областей (например, областей из нуклеозидов, имеющих указан-

ные модификации сахаров). При таких обстоятельствах может быть возможным выбрать для каждого 

диапазона такие количества, которые в результате обеспечивают олигонуклеотид, имеющий общую дли-

ну, выходящую за пределы указанного диапазона. При таких обстоятельствах должны быть удовлетво-

рены требования к обоим элементам. Например, в определенных вариантах осуществления модифициро-

ванный олигонуклеотид состоит из 15-20 связанных нуклеозидов и имеет мотив из сахаров, состоящий 

из трех областей, А, В и С, где область А состоит из 2-6 связанных нуклеозидов, имеющих указанный 

мотив из сахаров, область В состоит из 6-10 связанных нуклеозидов, имеющих указанный мотив из саха-

ров, и область С состоит из 2-6 связанных нуклеозидов, имеющих указанный мотив из сахаров. Такие 

варианты осуществления не включают модифицированные олигонуклеотиды, в которых каждая из А и С 

состоит из 6 связанных нуклеозидов, а В состоит из 10 связанных нуклеозидов (несмотря на то, что эти 

количества нуклеозидов являются допустимыми согласно требованиям к А, В и С), поскольку общая 

длина такого олигонуклеотида будет составлять 22, что превышает верхний предел общей длины моди-

фицированного олигонуклеотида (20). В данном документе, если в описании олигонуклеотида ничего не 

говорится относительно одного или нескольких параметров, то такой параметр не ограничен. Таким об-

разом, модифицированный олигонуклеотид, описываемый только как имеющий гэпмерный мотив из са-

харов без дополнительного описания, может иметь любую длину, любой мотив из межнуклеозидных 

связей и любой мотив из нуклеиновых оснований. Если не указано иное, все модификации являются не-

зависимыми от последовательности нуклеиновых оснований. 

Некоторые конъюгированные соединения. 

В определенных вариантах осуществления соединения, описанные в данном документе, содержат 

олигонуклеотид (модифицированный или немодифицированный) и необязательно одну или несколько 

конъюгированных групп и/или концевых групп или состоят из них. Конъюгированные группы состоят из 

одного или нескольких конъюгированных компонентов и конъюгирующего линкера, который связывает 

конъюгированный компонент с олигонуклеотидом. Конъюгированные группы могут быть присоединены 

к любому одному или обоим концам олигонуклеотида и/или в любом внутреннем положении. В опреде-

ленных вариантах осуществления конъюгированные группы присоединены к нуклеозиду модифициро-

ванного олигонуклеотида в 2'-положении. В определенных вариантах осуществления конъюгированные 

группы, присоединенные к любому одному или обоим концам олигонуклеотида, являются концевыми 

группами. В определенных подобных вариантах осуществления конъюгированные группы или концевые 

группы присоединены на 3'- и/или 5'-конце олигонуклеотидов. В определенных подобных вариантах 

осуществления конъюгированные группы (или концевые группы) присоединены на 3'-конце олигонукле-

отидов. В определенных вариантах осуществления конъюгированные группы присоединены возле 3'-

конца олигонуклеотидов. В определенных вариантах осуществления конъюгированные группы (или 

концевые группы) присоединены на 5'-конце олигонуклеотидов. В определенных вариантах осуществле-

ния конъюгированные группы присоединены возле 5'-конца олигонуклеотидов. 

В определенных вариантах осуществления олигонуклеотид является модифицированным. В опре-

деленных вариантах осуществления олигонуклеотид соединения имеет последовательность нуклеиновых 

оснований, которая комплементарна нуклеиновой кислоте-мишени. В определенных вариантах осущест-

вления олигонуклеотиды являются комплементарными матричной РНК (mRNA). В определенных вари-

антах осуществления олигонуклеотиды являются комплементарными пре-mRNA. В определенных вари-

антах осуществления олигонуклеотиды являются комплементарными смысловому транскрипту. 
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Примеры концевых групп включают без ограничения конъюгированные группы, кэп-группы, фос-

фатные компоненты, защитные группы, модифицированные или немодифицированные нуклеозиды  

и два или более нуклеозидов, которые независимо являются модифицированными или немодифициро-

ванными. 

А. Некоторые конъюгированные группы. 

В определенных вариантах осуществления к олигонуклеотидам ковалентно присоединены одна или 

несколько конъюгированных групп. В определенных вариантах осуществления конъюгированные  

группы модифицируют одно или несколько свойств присоединенного олигонуклеотида, в том числе без 

ограничения фармакодинамику, фармакокинетику, стабильность, связывание, абсорбцию, распределение 

в тканях, распределение в клетках, поглощение клетками, заряд и клиренс. В определенных  

вариантах осуществления конъюгированные группы придают новое свойство присоединенному олиго-

нуклеотиду, например, флуорофоры или репортерные группы, которые делают возможной детекцию 

олигонуклеотида. 

Некоторые конъюгированные группы и конъюгированные компоненты были описаны ранее, на-

пример холестериновый компонент (Letsinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1989, 86, 6553-6556), холе-

вая кислота (Manoharan et al., Bioorg. Med. Chem. Lett., 1994, 4, 1053-1060), простой тиоэфир, например 

гексил-S-тритилтиол (Manoharan et al., Ann. N.Y. Acad. Sci., 1992, 660, 306-309; Manoharan et al., Bioorg. 

Med. Chem. Lett, 1993, 3, 2765-2770), тиохолестерин (Oberhauser et al., Nucl. Acids Res., 1992, 20, 533-

538), алифатическая цепь, например додекандиоловые или ундециловые остатки (Saison-Behmoaras et al., 

EMBO J., 1991, 10, 1111-1118; Kabanov et al., FEBS Lett., 1990, 259, 327-330; Svinarchuk et al.,  

Biochimie, 1993, 75, 49-54), фософлипид, например, дигексадецил-рац-глицерин или 1,2-ди-О-

гексадецил-рац-глицеро-З-Н-фосфонат триэтиламмония (Manoharan et al., Tetrahedron Lett., 1995, 36, 

3651-3654; Shea et al., Nucl. Acids Res., 1990, 18, 3777-3783), полиамин или цепь полиэтиленгликоля  

(Manoharan et al., Nucleosides & Nucleotides, 1995, 14, 969-973) или адамантануксусная кислота, пальми-

тиловый компонент (Mishra et al., Biochim. Biophys. Acta, 1995, 1264, 229-237), октадециламиновый или 

гексиламинокарбонилоксихолестериновый компонент (Crooke et al., J. Pharmacol. Exp. Ther., 1996, i, 923-

937), токоферольная группа (Nishina et al., Molecular Therapy Nucleic Acids, 2015, 4, e220; 

doi:10.1038/mtna.2014.72 и Nishina et al., Molecular Therapy, 2008, 16, 734-740) или кластер GalNAc (на-

пример, WO 2014/179620). 

1. Конъюгированные компоненты/ 

Конъюгированные компоненты включают без ограничения интеркаляторы, репортерные молекулы, 

полиамины, полиамиды, пептиды, углеводы (например, GalNAc), витаминные компоненты, полиэти-

ленгликоли, тиоэфиры, полиэфиры, холестерины, тиохолестерины, компоненты, представляющие собой 

холевую кислоту, фолат, липиды, фосфолипиды, биотин, феназин, фенантридин, антрахинон, адамантан, 

акридин, флуоресцеины, родамины, кумарины, флуорофоры и красители. 

В определенных вариантах осуществления конъюгированный компонент предусматривает дейст-

вующее лекарственное вещество, например аспирин, варфарин, фенилбутазон, ибупрофен, супрофен, 

фенбуфен, кетопрофен, (S)-(+)-пранопрофен, карпрофен, дансилсаркозин, 2,3,5-трийодбензойную кисло-

ту, финголимод, флуфенаминовую кислоту, фолиновую кислоту, бензотиадиазид, хлортиазид, диазепин, 

индометицин, барбитурат, цефалоспорин, сульфамидное лекарственное средство, антидиабетическое 

средство, антибактериальное средство или антибиотик. 

2. Конъюгирующие линкеры. 

Конъюгированные компоненты присоединены к олигонуклеотидам с помощью конъюгирующих 

линкеров. В определенных вариантах осуществления конъюгированная группа предусматривает одинар-

ную химическую связь (т.е. конъюгируемый компонент присоединен к олигонуклеотиду с помощью 

конъюгирующего линкера посредством одинарной связи). В определенных вариантах осуществления 

конъюгирующий линкер содержит цепочечную структуру, такую как гидрокарбильная цепь, или олиго-

мер из повторяющихся звеньев, таких как этиленгликолевые, нуклеозидные или аминокислотные звенья. 

В определенных вариантах осуществления конъюгирующий линкер содержит одну или несколько 

групп, выбранных из алкильной, амино, оксо, амидной, дисульфидной, полиэтиленгликолевой, эфирной, 

тиоэфирной и гидроксиламино. В определенных подобных вариантах осуществления конъюгирующий 

линкер содержит группы, выбранные из алкильной, амино-, оксо-, амидной и эфирной групп. В опреде-

ленных вариантах осуществления конъюгирующий линкер содержит группы, выбранные из алкильной и 

амидной групп. В определенных вариантах осуществления конъюгирующий линкер содержит группы, 

выбранные из алкильной и эфирной групп. В определенных вариантах осуществления конъюгирующий 

линкер содержит по меньшей мере один фосфоросодержащий компонент. В определенных вариантах 

осуществления конъюгирующий линкер содержит по меньшей мере одну фосфатную группу. В опреде-

ленных вариантах осуществления конъюгирующий линкер содержит по меньшей мере одну нейтраль-

ную связывающую группу. 

В определенных вариантах осуществления конъюгирующие линкеры, в том числе описанные выше 

конъюгирующие линкеры, представляют собой бифункциональные связывающие компоненты, напри-

мер, известные из уровня техники как применимые для присоединения конъюгированных групп к исход-
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ным соединениям, таким как олигонуклеотиды, предусмотренные в данном документе. Как правило, би-

функциональный связывающий компонент содержит по меньшей мере две функциональные группы. Од-

на из функциональных групп выбрана для связывания с конкретным сайтом в соединении, а другая вы-

брана для связывания с конъюгированной группой. Примеры функциональных групп, используемых в 

бифункциональном связывающем компоненте, включают без ограничения электрофилы для вступления 

в реакцию с нуклеофильными группами и нуклеофилы для вступления в реакцию с электрофильными 

группами. В определенных вариантах осуществления бифункциональные связывающие компоненты со-

держат одну или несколько групп, выбранных из амино, гидроксила, карбоновой кислоты, тиола, алкила, 

алкенила и алкинила. 

Примеры конъюгирующих линкеров включают без ограничения пирролидин, 8-амино-3,6-

диоксаоктановую кислоту (ADO), сукцинимидил-4-(N-малеимидометил)циклогексан-1-карбоксилат 

(SMCC) и 6-аминогексановую кислоту (АНЕХ или AHA). Другие конъюгирующие линкеры включают 

без ограничения замещенный или незамещенный C1-C10-алкил, замещенный или незамещенный  

С2-С10-алкенил или замещенный или незамещенный С2-С10-алкинил, где неограничивающий перечень 

предпочтительных замещающих групп включает гидроксил, амино, алкокси, карбокси, бензил, фенил, 

нитро, тиол, тиоалкокси, галоген, алкил, арил, алкенил и алкинил. 

В определенных вариантах осуществления конъюгирующие линкеры содержат 1-10 линкерных 

нуклеозидов. В определенных вариантах осуществления такие линкерные нуклеозиды являются моди-

фицированными нуклеозидами. В определенных вариантах осуществления такие линкерные нуклеозиды 

содержат модифицированный сахарный компонент. В определенных вариантах осуществления  

линкерные нуклеозиды являются немодифицированными. В определенных вариантах осуществления 

линкерные нуклеозиды содержат необязательно защищенное гетероциклическое основание, выбранное 

из пурина, замещенного пурина, пиримидина или замещенного пиримидина. В определенных вариантах 

осуществления расщепляемый компонент представляет собой нуклеозид, выбранный из урацила, тими-

на, цитозина, 4-N-бензоилцитозина, 5-метилцитозина, 4-N-бензоил-5-метилцитозина, аденина,  

6-N-бензоиладенина, гуанина и 2-N-изобутирилгуанина. Как правило, желательно, чтобы линкерные 

нуклеозиды отщеплялись от соединения после того, как оно достигнет ткани-мишени. Соответственно, 

линкерные нуклеозиды, как правило, связаны друг с другом и с остальной частью соединения посредст-

вом расщепляемых связей. В определенных вариантах осуществления такие расщепляемые связи пред-

ставляют собой фосфодиэфирные связи. 

В данном документе линкерные нуклеозиды не считаются частью олигонуклеотида. Соответствен-

но, в вариантах осуществления, в которых соединение содержит олигонуклеотид, состоящий из связан-

ных нуклеозидов в указанном количестве или диапазоне количеств и/или характеризующийся указанным 

процентом комплементарности по отношению к эталонной нуклеиновой кислоте, и соединение также 

содержит конъюгированную группу, содержащую конъюгирующий линкер, содержащий линкерные 

нуклеозиды, эти линкерные нуклеозиды не учитываются при определении длины олигонуклеотида и не 

используются при определении процента комплементарности олигонуклеотида по отношению к эталон-

ной нуклеиновой кислоте. Например, соединение может содержать (1) модифицированный олигонуклео-

тид, состоящий из 8-30 нуклеозидов, и (2) конъюгированную группу, содержащую 1-10 линкерных нук-

леозидов, смежных с нуклеозидами модифицированного олигонуклеотида. Общее количество смежных 

связанных нуклеозидов в таком соединении превышает 30. В качестве альтернативы, соединение может 

содержать модифицированный олигонуклеотид, состоящий из 8-30 нуклеозидов, и не содержать конъю-

гированную группу. Общее количество смежных связанных нуклеозидов в таком соединении не превы-

шает 30. Если не указано иное, конъюгирующие линкеры содержат не более 10 линкерных нуклеозидов. 

В определенных вариантах осуществления конъюгирующие линкеры содержат не более 5 линкерных 

нуклеозидов. В определенных вариантах осуществления конъюгирующие линкеры содержат не более 3 

линкерных нуклеозидов. В определенных вариантах осуществления конъюгирующие линкеры содержат 

не более 2 линкерных нуклеозидов. В определенных вариантах осуществления конъюгирующие линкеры 

содержат не более 1 линкерного нуклеозида. 

В определенных вариантах осуществления желательно, чтобы конъюгированная группа отщепля-

лась от олигонуклеотида. Например, при определенных обстоятельствах соединения, содержащие кон-

кретный конъюгируемый компонент, лучше поглощаются клетками конкретного типа, однако после по-

глощения соединения желательно, чтобы конъюгированная группа расщеплялась с высвобождением не-

конъюгированного или исходного олигонуклеотида. Таким образом, определенные конъюгаты могут 

содержать один или несколько расщепляемых компонентов, как правило, в составе конъюгирующего 

линкера. В определенных вариантах осуществления расщепляемый компонент представляет собой рас-

щепляемую связь. В определенных вариантах осуществления расщепляемый компонент представляет 

собой группу атомов, содержащую по меньшей мере одну расщепляемую связь. В определенных вариан-

тах осуществления расщепляемый компонент содержит группу атомов, имеющую одну, две, три, четыре 

или более четырех расщепляемых связей. В определенных вариантах осуществления расщепляемый 

компонент избирательно расщепляется внутри клеточного или субклеточного компартмента, такого как 

лизосома. В определенных вариантах осуществления расщепляемый компонент избирательно расщепля-
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ется эндогенными ферментами, такими как нуклеазы. 

В определенных вариантах осуществления расщепляемая связь выбрана из амидной, сложноэфир-

ной, эфирной, одной или обеих сложноэфирных в фосфодиэфирной связи, фосфоэфирной, карбаматной 

или дисульфидной. В определенных вариантах осуществления расщепляемая связь является одной или 

обеими из сложноэфирных в фосфодиэфирной связи. В определенных вариантах осуществления расщеп-

ляемый компонент содержит фосфат или фосфодиэфир. В определенных вариантах осуществления рас-

щепляемый компонент представляет собой фосфатную связь между олигонуклеотидом и конъюгирован-

ным компонентом или конъюгированной группой. 

В определенных вариантах осуществления расщепляемый компонент содержит один или несколько 

линкерных нуклеозидов или состоит из них. В определенных подобных вариантах осуществления один 

или несколько линкерных нуклеозидов связаны друг с другом и/или с остальной частью соединения по-

средством расщепляемых связей. В определенных вариантах осуществления такие расщепляемые связи 

представляют собой немодифицированные фосфодиэфирные связи. В определенных вариантах осущест-

вления расщепляемый компонент представляет собой 2'-дезоксинуклеозид, который присоединен к 3'- 

либо к 5'-концевому нуклеозиду олигонуклеотида посредством фосфатной межнуклеозидной связи и 

ковалентно присоединен к остальной части конъюгирующего линкера или конъюгированному компо-

ненту посредством фосфатной или фосфотиоатной связи. В определенных подобных вариантах осущест-

вления расщепляемый компонент представляет собой 2'-дезоксиаденозин. 

3. Некоторые конъюгированные компоненты, нацеливающие на клетку В определенных вариантах 

осуществления конъюгированная группа содержит конъюгированный компонент, нацеливающий на 

клетку. В определенных вариантах осуществления конъюгированная группа имеет общую формулу: 

 
где n равняется от 1 до приблизительно 3, 

m равняется 0, если n равняется 1, m равняется 1, если n равняется 2 или более, 

 j равняется 1 или 0,  

k равняется 1 или 0. 

В определенных вариантах осуществления n равняется 1, j равняется 1, и k равняется 0. В опреде-

ленных вариантах осуществления n равняется 1, j равняется 0 и k равняется 1. В определенных вариантах 

осуществления n равняется 1, j равняется 1 и k равняется 1. В определенных вариантах осуществления n 

равняется 2, j равняется 1 и k равняется 0. В определенных вариантах осуществления n равняется 2,  

j равняется 0 и k равняется 1. В определенных вариантах осуществления n равняется 2, j равняется 1 и  

k равняется 1. В определенных вариантах осуществления n равняется 3, j равняется 1 и k равняется 0. В 

определенных вариантах осуществления n равняется 3, j равняется 0 и k равняется 1. В определенных 

вариантах осуществления n равняется 3, j равняется 1 и k равняется 1. 

В определенных вариантах осуществления конъюгированные группы содержат компоненты, наце-

ливающие на клетку, которые имеют по меньшей мере один связанный лиганд. В определенных вариан-

тах осуществления компоненты, нацеливающие на клетку, содержат два связанных лиганда, ковалентно 

присоединенных к разветвляющейся группе. В определенных вариантах осуществления компоненты, 

нацеливающие на клетку, содержат три связанных лиганда, ковалентно присоединенных к разветвляю-

щейся группе. 

В определенных вариантах осуществления компонент, нацеливающий на клетку, содержит разветв-

ляющуюся группу, содержащую одну или несколько групп, выбранных из алкильной, амино, оксо, амид-

ной, дисульфидной, полиэтиленгликолевой, эфирной, тиоэфирной и гидроксиламиногруппы. В опреде-

ленных вариантах осуществления разветвляющаяся группа содержит разветвленную алифатическую 

группу, содержащую группы, выбранные из алкильной, амино, оксо, амидной, дисульфидной, полиэти-

ленгликолевой, эфирной, тиоэфирной и гидроксиламиногруппы. В определенных подобных вариантах 

осуществления разветвленная алифатическая группа содержит группы, выбранные из алкильной, амино, 

оксо, амидной и эфирной группы. В определенных подобных вариантах осуществления разветвленная 

алифатическая группа содержит группы, выбранные из алкильной, амино и эфирной группы. В опреде-

ленных подобных вариантах осуществления разветвленная алифатическая группа содержит группы, вы-

бранные из алкильной и эфирной группы. В определенных вариантах осуществления разветвляющаяся 

группа содержит моно- или полициклическую кольцевую систему. 

В определенных вариантах осуществления каждый связывающий элемент компонента, нацеливаю-

щего на клетку, содержит одну или несколько групп, выбранных из алкильной, замещенной алкильной, 

эфирной, тиоэфирной, дисульфидной, амино, оксо, амидной, фосфодиэфирной и полиэтиленгликолевой 

в любой комбинации. В определенных вариантах осуществления каждый связывающий элемент пред-

ставляет собой линейную алифатическую группу, содержащую одну или несколько групп, выбранных из 
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алкильной, эфирной, тиоэфирной, дисульфидной, амино, оксо, амидной и полиэтиленгликолевой в лю-

бой комбинации. В определенных вариантах осуществления каждый связывающий элемент представляет 

собой линейную алифатическую группу, содержащую одну или несколько групп, выбранных из алкиль-

ной, фосфодиэфирной, эфирной, амино, оксо и амидной в любой комбинации. В определенных вариан-

тах осуществления каждый связывающий элемент представляет собой линейную алифатическую группу, 

содержащую одну или несколько групп, выбранных из алкильной, эфирной, амино, оксо и амидной, в 

любой комбинации. В определенных вариантах осуществления каждый связывающий элемент представ-

ляет собой линейную алифатическую группу, содержащую одну или несколько групп, выбранных из ал-

кильной, амино и оксо в любой комбинации. В определенных вариантах осуществления каждый связы-

вающий элемент представляет собой линейную алифатическую группу, содержащую одну или несколько 

групп, выбранных из алкильной и оксо в любой комбинации. В определенных вариантах осуществления 

каждый связывающий элемент представляет собой линейную алифатическую группу, содержащую одну 

или несколько групп, выбранных из алкильной и фосфодиэфирной в любой комбинации. В определен-

ных вариантах осуществления каждый связывающий элемент содержит по меньшей мере одну фосфор-

содержащую связывающую группу или нейтральную связывающую группу. В определенных вариантах 

осуществления каждый связывающий элемент содержит цепь длиной от приблизительно 6 до приблизи-

тельно 20 атомов. В определенных вариантах осуществления каждый связывающий элемент содержит 

цепь длиной от приблизительно 10 до приблизительно 18 атомов. В определенных вариантах осуществ-

ления каждый связывающий элемент содержит цепь длиной приблизительно 10 атомов. 

В определенных вариантах осуществления каждый лиганд компонента, нацеливающего на клетку, 

характеризуется сродством к рецепторам по меньшей мере одного типа на клетке-мишени. В определен-

ных вариантах осуществления каждый лиганд характеризуется сродством к рецепторам по меньшей мере 

одного типа на поверхности клетки печени млекопитающего. В определенных вариантах осуществления 

каждый лиганд характеризуется сродством к асиалогликопротеиновому рецептору печени (ASGP-R). В 

определенных вариантах осуществления каждый лиганд представляет собой углевод. В определенных 

вариантах осуществления каждый лиганд независимо выбран из галактозы, N-ацетилгалактозамина 

(GalNAc), маннозы, глюкозы, глюкозамина и фукозы. В определенных вариантах осуществления каждый 

лиганд представляет собой N-ацетилгалактозамин (GalNAc). В определенных вариантах осуществления 

компонент, нацеливающий на клетку, содержит 3 GalNAc-лиганда. В определенных вариантах осущест-

вления компонент, нацеливающий на клетку, содержит 2 GalNAc-лиганда. В определенных вариантах 

осуществления компонент, нацеливающий на клетку, содержит 1 GalNAc-лиганд. 

В определенных вариантах осуществления каждый лиганд компонента, нацеливающего на клетку, 

представляет собой углевод, производное углевода, модифицированный углевод, полисахарид, модифи-

цированный полисахарид или производное полисахарида. В определенных подобных вариантах осуще-

ствления конъюгированная группа содержит углеводный кластер (см., например, Maier et al.,  

"Synthesis of Antisense Oligonucleotides Conjugated to a Multivalent Carbohydrate Cluster for Cellular  

Targeting", Bioconjugate Chemistry, 2003, 14, 18-29, или Rensen et al., "Design and Synthesis of Novel  

N-Acetylgalactosamine-Terminated Glycolipids for Targeting of Lipoproteins to the Hepatic Asiaglycoprotein 

Receptor", J. Med. Chem. 2004, 47, 5798-5808, которые включены в данный документ посредством ссылки 

во всей своей полноте). В определенных подобных вариантах осуществления каждый лиганд представля-

ет собой аминосахар или тиосахар. Например, аминосахара могут быть выбраны из любого количества 

соединений, известных из уровня техники, таких как сиаловая кислота, α-D-галактозамин, β-мурамовая 

кислота, 2-дезокси-2-метиламино-L-глюкопираноза, 4,6-дидезокси-4-формамидо-2,3-ди-О-метил-D-

маннопираноза, 2-дезокси-2-сульфоамино-D-глюкопираноза, и N-сульфо-D-глюкозамин, и N-гликолоил-

α-нейраминовая кислота. Например, тиосахара могут быть выбраны из 5-тио-β-D-глюкопиранозы, ме-

тил-2,3,4-три-О-ацетил-1-тио-6-О-тритил-α-D-глюкопиранозида, 4-тио-β-D-галактопиранозы и этил-

3,4,6,7-тетра-О-ацетил-2-дезокси-1,5-дитио-α-D-глюкогептопиранозида. 

В определенных вариантах осуществления конъюгированные группы содержат компонент, нацели-

вающий на клетку, характеризующийся следующей формулой: 

 
В определенных вариантах осуществления конъюгированные группы содержат компонент, нацели-

вающий на клетку, характеризующийся следующей формулой: 



047395 

- 49 - 

 
В определенных вариантах осуществления конъюгированные группы содержат компонент, нацели-

вающий на клетку, характеризующийся следующей формулой: 

 
В определенных вариантах осуществления соединения, описанные в данном документе, содержат 

конъюгированную группу, описанную в данном документе как "LICA-1". LICA-1 показана ниже без не-

обязательного расщепляемого компонента на конце конъюгирующего линкера: 

 
В определенных вариантах осуществления соединения, описанные в данном документе, содержат 

LICA-1 и расщепляемый компонент в составе конъюгирующего линкера и имеют следующую формулу: 

 
где "олиго" означает олигонуклеотид. 

Иллюстративные публикации, в которых изложено получение некоторых из вышеупомянутых 

конъюгированных групп и соединений, содержащих конъюгированные группы, связывающие элементы, 

конъюгирующие линкеры, разветвляющиеся группы, лиганды, расщепляемые компоненты, а также дру-

гие модификации, включают без ограничения US 5994517, US 6300319, US 6660720, US 6906182,  

US 7262177, US 7491805, US 8106022, US 7723509, US 9127276, US 2006/0148740, US 2011/0123520,  

WO 2013/033230 и WO 2012/037254, Biessen et al., J. Med. Chem. 1995, 38, 1846-1852, Lee et al., Bioorganic 

& Medicinal Chemistry, 2011, 19, 2494-2500, Rensen et al., J. Biol Chem. 2001, 276, 37577-37584, Rensen et 

al., J. Med. Chem. 2004, 47, 5798-5808, Sliedregt et al., J. Med. Chem. 1999, 42, 609-618, и Valentijn et al., 

Tetrahedron, 1997, 53, 759-770, каждая из которых включена в данный документ посредством ссылки во 

всей своей полноте. 

В определенных вариантах осуществления соединения, описанные в данном документе, содержат 

модифицированные олигонуклеотиды, содержащие гэпмерный или полностью модифицированный мо-

тив, и конъюгированную группу, содержащую по меньшей мере один, два или три GalNAc-лиганда. В 

определенных вариантах осуществления соединения, описанные в данном документе, содержат конъю-
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гированную группу, которую можно найти в любом из следующих литературных источников: 

 

 
каждый из которых включен посредством ссылки во всей своей полноте. 

Композиции и способы составления фармацевтических композиций Соединения, описанные в дан-

ном документе, можно смешивать с фармацевтически приемлемыми активными или инертными вещест-

вами для получения фармацевтических композиций или составов. Композиции и способы составления 

фармацевтических композиций зависят от ряда критериев, в том числе без ограничения от пути введе-

ния, степени заболевания или подлежащей введению дозы. 

В определенных вариантах осуществления предусмотрены фармацевтические композиции, содер-

жащие одно или несколько соединений или их соль. В определенных вариантах осуществления соедине-

ния представляют собой антисмысловые соединения или олигомерные соединения. В определенных ва-

риантах осуществления соединения содержат модифицированный олигонуклеотид или состоят из него. В 

определенных подобных вариантах осуществления фармацевтическая композиция содержит подходящий 

фармацевтически приемлемые разбавитель или носитель. В определенных вариантах осуществления 

фармацевтическая композиция содержит стерильный солевой раствор и одно или несколько соединений. 

В определенных вариантах осуществления такая фармацевтическая композиция состоит из стерильного 

солевого раствора и одного или нескольких соединений. В определенных вариантах осуществления сте-

рильный солевой раствор представляет собой солевой раствор фармацевтической степени чистоты. В 
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определенных вариантах осуществления фармацевтическая композиция содержит одно или несколько 

соединений и стерильную воду. В определенных вариантах осуществления фармацевтическая компози-

ция состоит из одного соединения и стерильной воды. В определенных вариантах осуществления сте-

рильная вода представляет собой воду фармацевтической степени чистоты. В определенных вариантах 

осуществления а фармацевтическая композиция содержит одно или несколько соединений и фосфатно-

солевой буферный раствор (PBS). В определенных вариантах осуществления фармацевтическая компо-

зиция состоит из одного соединения и стерильного PBS. В определенных вариантах осуществления сте-

рильный PBS представляет собой PBS фармацевтической степени чистоты. Композиции и способы со-

ставления фармацевтических композиций зависят от ряда критериев, в том числе без ограничения от пу-

ти введения, степени заболевания или подлежащей введению дозы. 

Соединение, описанное в данном документе, нацеленное на нуклеиновую кислоту PNPLA3, можно 

применять в фармацевтических композициях путем объединения соединения с подходящим фармацев-

тически приемлемым разбавителем или носителем. В определенных вариантах осуществления фармацев-

тически приемлемый разбавитель представляет собой воду, такую как стерильная вода, подходящая для 

инъекций. Соответственно, в одном варианте осуществления в описанных в данном документе способах 

применяют фармацевтическую композицию, содержащую соединение, нацеленное на нуклеиновую ки-

слоту PNPLA3, и фармацевтически приемлемый разбавитель. В определенных вариантах осуществления 

фармацевтически приемлемый разбавитель представляет собой воду. В определенных вариантах осуще-

ствления соединение содержит модифицированный олигонуклеотид, предусмотренный в данном доку-

менте, или состоит из него. 

Фармацевтические композиции, содержащие соединения, предусмотренные в данном документе, 

охватывают любые фармацевтически приемлемые соли, сложные эфиры или соли таких сложных эфиров 

или любой другой олигонуклеотид, которые при введении животному, в том числе человеку, способны 

предоставить ему (непосредственно или опосредованно) их биологически активный метаболит или оста-

ток. В определенных вариантах осуществления соединения представляют собой антисмысловые соеди-

нения или олигомерные соединения. В определенных вариантах осуществления соединение содержит 

модифицированный олигонуклеотид или состоит из него. Соответственно, например, настоящее изобре-

тение также охватывает фармацевтически приемлемые соли соединений, пролекарства, фармацевтически 

приемлемые соли таких пролекарств и другие биоэквиваленты. Подходящие фармацевтически приемле-

мые соли включают без ограничения натриевые и калиевые соли. 

Пролекарство может предусматривать включение дополнительных нуклеозидов на одном или обо-

их концах соединения, которые отщепляются под действием эндогенных нуклеаз в организме с образо-

ванием активного соединения. 

В определенных вариантах осуществления соединения или композиции дополнительно содержат 

фармацевтически приемлемый носитель или разбавитель. 

Некоторые отобранные соединения. 

Для примерно 2384 новых сконструированных соединений с различными длиной, химическими 

структурами и мотивами тестировали их эффект в отношении mRNA PNPLA3 человека in vitro в не-

скольких типах клеток (пример 1). Из 2384 соединений, тестируемых в отношении эффективности в од-

нократной дозе in vitro, свыше 400 отобранных соединения тестировали в отношении дозозависимого 

подавления в клетках А431 (пример 2). Соединения из совокупности свыше 400 соединений, тестируе-

мых в анализах зависимости ответа от дозы, дополнительно подвергали скринингу в отношении перено-

симости высокой дозы в модели на мышах BALB/c, и 87 олигонуклеотидов были отобраны для исследо-

вания эффективности in vivo в модели на мышах, трансгенных по PNPLA3. 

Из 87 олигонуклеотидов, протестированных в модели на трансгенных мышах, 23 олигонуклеотида 

были отобраны для дополнительного тестирования в отношении переносимости в доклинических моде-

лях на грызунах. В моделях переносимости in vivo на грызунах измеряли значения массы тела и массы 

органов, маркеры функции печени (такие как аланинтрансаминаза, аспартаттрансаминаза и билирубин) и 

маркеры функции почек (такие как BUN и креатинин). Было обнаружено, что в модели на мышах CD1 и 

в модели на крысах Спрег-Доули ION 975591, 975605, 975612, 975613, 975616, 975617, 975735, 975736, 

994282 и 994284 являлись переносимыми (примеры 5 и 6). 

Такие соединений дополнительно тестировали в отношении эффективности в модели на мышах, 

трансгенных по PNPLA3, в ходе многодозовых анализов (пример 7). 

IONs 994284, 97605, 975616, 994282, 975613, 975617, 975735, 975736, и 975612 тестировали на ма-

каках-крабоедах в отношении переносимости (пример 8). Обработка соединениями хорошо переносилась 

обезьянами. 

Соответственно, в данном документе предусмотрены соединения с любыми одним или нескольки-

ми улучшенными свойствами. В определенных вариантах осуществления соединения, описанные в дан-

ном документе, являются эффективными и переносимыми. 

Примеры идентификаций соединений по изобретению и родственных соединений 

В приведенных ниже примерах описан способ скрининга для выявления лидерных соединений, на-

целенных на PNPLA3. ION 994284, 97605, 975616, 994282, 975613, 975617, 975735, 975736 и 975612 про-
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демонстрировали высокую активность и переносимость. 

Неограничивающее раскрытие и включение посредством ссылки. 

Несмотря на то, что в перечне последовательностей, прилагаемом к данной подаваемой заявке, ка-

ждая последовательность в соответствии с установленными требованиями идентифицирована как "РНК" 

либо как "ДНК", в действительности эти последовательности могут быть модифицированы с помощью 

любой комбинации химических модификаций. Специалист в данной области легко поймет, что такое 

обозначение, как "РНК" или "ДНК", для описания модифицированных олигонуклеотидов, в некоторых 

случаях является произвольным. Например, олигонуклеотид, содержащий нуклеозид, содержащий 2'-

OH-сахарный компонент и тиминовое основание, может быть описан как ДНК, имеющая модифициро-

ванный сахар (2'-OH вместо природного 2'-Н в ДНК), или как РНК, имеющая модифицированное осно-

вание (тимин (метилированный урацил) вместо природного урацила в РНК). 

Соответственно, предложенные в данном документе последовательности нуклеиновых кислот, в 

том числе без ограничения приведенные в перечне последовательностей, охватывают нуклеиновые ки-

слоты, содержащие любую комбинацию из природных или модифицированных РНК и/или ДНК, вклю-

чая без ограничения такие нуклеиновые кислоты с модифицированными нуклеиновыми основаниями. В 

качестве дополнительного примера и без ограничения, олигонуклеотид, имеющий последовательность 

нуклеиновых оснований "ATCGATCG" охватывает любые олигонуклеотиды, имеющие такую последо-

вательность нуклеиновых оснований, независимо от того, являются ли они модифицированными или 

немодифицированными, в том числе без ограничения такие соединения, которые содержат основания 

РНК, такие как соединения, имеющие последовательность "AUCGAUCG", и соединения, имеющие не-

сколько оснований ДНК и несколько оснований РНК, такие как "AUCGATCG",  а также соединения, 

имеющие другие модифицированные нуклеиновые основания, такие как "AT
m
CGAUCG", где 

m
C указы-

вает на цитозиновое основание, содержащее метильную группу в 5-положении. 

Некоторые соединения, описанные в данном документе (например, модифицированные олигонук-

леотиды), имеют один или несколько асимметричных центров и, могут таким образом образовывать 

энантиомеры, диастереомеры и другие стереоизомерные конфигурации, которые могут быть определены 

с точки зрения абсолютной стереохимии как (R) или (S), как α или β, например, в случае аномеров саха-

ров или как (D) или (L), например, в случае аминокислот и т.д. Соединения, представленные в данном 

документе, которые изображены или описаны как имеющие определенные стереоизомерные конфигура-

ции, включают только указанные соединения. Представленные в данном документе соединения, которые 

изображены или описаны как имеющие неопределенную стереохимию, включают все такие возможные 

изомеры, в том числе их стереослучайные и оптически чистые формы. Подобным образом включены все 

таутомерные формы соединений, представленных в данном документе, если не указано иное. Если не 

указано иное, подразумевается, что олигомерные соединения и модифицированные олигонуклеотиды, 

описанные в данном документе, включают соответствующие солевые формы. 

Соединения, описанные в данном документе, включают вариации, в которых один или несколько 

атомов заменены нерадиоактивным изотопом или радиоактивным изотопом указанного элемента. На-

пример, соединения согласно данному документу, которые содержат атомы водорода, охватывают все 

возможные замещения дейтерием каждого из атомов водорода 
1
Н. Изотопные замещения, охватываемые 

соединениями согласно данному документу, включают без ограничения: 
2
Н или 

3
Н вместо 

1
Н, 

13
С или 

14
С 

вместо 
12

С, 
15

N вместо 
14

N, 
17

О или 
18

О вместо 
16

О, а также 
33

S, 
34

S, 
35

S или 
36

S вместо 
32

S. 

Хотя некоторые описанные в данном документе соединения, композиции и способы были конкрет-

но описаны в соответствии с некоторыми вариантами осуществления, нижеследующие примеры служат 

только для иллюстрации соединений, описанных в данном документе, и не подразумевают их ограниче-

ние. Каждая из ссылок, упомянутая в настоящем документе, включена в данный документ посредством 

ссылки во всей своей полноте. 

Пример 1. Антисмысловое подавление PNPLA3 человека в клетках А431/ 

Антисмысловые олигонуклеотиды разрабатывали для нацеливания на нуклеиновую кислоту 

PNPLA3 и тестировали их эффекты в отношении mRNA PNPLA3 in vitro. Антисмысловые олигонуклео-

тиды тестировали в серии экспериментов, в которых были сходные условия культивирования. Результа-

ты каждого эксперимента представлены в показанных ниже отдельных таблицах. 

Новые разработанные химерные антисмысловые олигонуклеотиды в приведенных ниже таблицах 

обозначены как cEt-гэпмеры 3-10-3. Гэпмеры имеют длину 16 нуклеозидов, при этом центральный гэп-

сегмент содержит десять 2'-дезоксинуклеозидов и фланкирован фланговыми сегментами в  

5'-направлении и в 3'-направлении, каждый из которых содержит по три нуклеозида. Каждый нуклеозид 

в 5'-концевом фланговом сегменте и каждый нуклеозид в 3'-концевом фланговом сегменте имеет  

cEt-модификацию сахара. Все межнуклеозидные связи в каждом гэпмере являются фосфотиоатными 

(P=S) связями. Все цитозиновые остатки в каждом гэпмере представляют собой 5-метилцитозин. 

"Стартовый сайт" указывает на самый крайний 5'-концевой нуклеозид, на который нацеливается 

гэпмер, в последовательности гена человека. "Стоп-сайт" указывает на самый крайний 3'-концевой нук-

леозид, на который нацеливается гэпмер, в последовательности гена человека. Каждый из гэпмеров, пе-

речисленных в приведенных ниже таблицах, нацелен либо на mRNA PNPLA3 человека, обозначенную в 
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данном документе как SEQ ID NO: 1 (№ доступа в GENBANK NM_025225.2), либо на геномную после-

довательность PNPLA3 человека, обозначенную в данном документе как SEQ ID NO: 2 (№ доступа в 

GENBANK NC_000022.11 с усечением нуклеотидов от 43921001 до 43954500). "n/a" указывает на то, что 

антисмысловой олигонуклеотид не нацеливается на такую конкретную последовательность гена со 100% 

комплементарностью. 

Исследование 1. 

Культивируемые клетки А431 при плотности 20000 клеток на лунку трансфицировали путем сво-

бодного поглощения с помощью 4000 нМ антисмыслового олигонуклеотида. После периода обработки, 

составлявшего примерно 24 ч, РНК выделяли из клеток и измеряли уровни mRNA PNPLA3 с помощью 

количественной ПНР в реальном времени. Набор праймеров и зондов для человека RTS36070  

(прямая последовательность CCTTGGTATGTTCCTGCTTCA обозначенная в данном документе как  

SEQ ID NO: 11; обратная последовательность GTTGTCACTCACTCCTCCATC  обозначенная в данном 

документе как SEQ ID NO: 12; последовательность зонда TGGCCTTATCCCTCCTTCCTTCFGA обозна-

ченная в данном документе как SEQ ID NO: 13) применяли для измерения уровней mRNA. Уровни 

mRNA PNPLA3 корректировали в соответствии с общим содержанием РНК, измеренным с помощью 

RIBOGREEN. Результаты представлены в виде процента подавления PNPLA3 относительно необрабо-

танных контрольных клеток. 

Таблица 1 

Подавление mRNA PNPLA3 с помощью cEt-гэпмеров 3-10-3,  

нацеливающихся на SEQ ID NO: 1 и 2 
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Таблица 2 

Подавление mRNA PNPLA3 с помощью cEt-гэпмеров 3-10-3,  

нацеливающихся на SEQ ID NO: 1 и 2 
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Таблица 3 

Подавление mRNA PNPLA3 с помощью cEt-гэпмеров 3-10-3,  

нацеливающихся на SEQ ID NO: 1 и 2 
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Таблица 4 

Подавление mRNA PNPLA3 с помощью cEt-гэпмеров 3-10-3,  

нацеливающихся на SEQ ID NO: 1 и 2 
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Таблица 5 

Подавление mRNA PNPLA3 с помощью cEt-гэпмеров 3-10-3,  

нацеливающихся на SEQ ID NO: 1 и 2 
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Таблица 6 

Подавление mRNA PNPLA3 с помощью cEt-гэпмеров 3-10-3,  

нацеливающихся на SEQ ID NO: 1 и 2 
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Таблица 7 

Подавление mRNA PNPLA3 с помощью cEt-гэпмеров 3-10-3,  

нацеливающихся на SEQ ID NO: 1 и 2 
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Таблица 8 

Подавление mRNA PNPLA3 с помощью cEt-гэпмеров 3-10-3,  

нацеливающихся на SEQ ID NO: 1 и 2 
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Таблица 9 

Подавление mRNA PNPLA3 с помощью cEt-гэпмеров 3-10-3,  

нацеливающихся на SEQ ID NO: 1 и 2 
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Таблица 10 

Подавление mRNA PNPLA3 с помощью cEt-гэпмеров 3-10-3,  

нацеливающихся на SEQ ID NO: 1 и 2 
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Таблица 11 

Подавление mRNA PNPLA3 с помощью cEt-гэпмеров 3-10-3,  

нацеливающихся на SEQ ID NO: 1 и 2 
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Таблица 12 

Подавление mRNA PNPLA3 с помощью cEt-гэпмеров 3-10-3,  

нацеливающихся на SEQ ID NO: 1 и 2 
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Таблица 13 

Подавление mRNA PNPLA3 с помощью cEt-гэпмеров 3-10-3,  

нацеливающихся на SEQ ID NO: 1 и 2 
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Таблица 14 

Подавление mRNA PNPLA3 с помощью cEt-гэпмеров 3-10-3,  

нацеливающихся на SEQ ID NO: 1 и 2 
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Таблица 15 

Подавление mRNA PNPLA3 с помощью cEt-гэпмеров 3-10-3,  

нацеливающихся на SEQ ID NO: 1 и 2 
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Таблица 16 

Подавление mRNA PNPLA3 с помощью cEt-гэпмеров 3-10-3,  

нацеливающихся на SEQ ID NO: 1 и 2 
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Таблица 17 

Подавление mRNA PNPLA3 с помощью cEt-гэпмеров 3-10-3,  

нацеливающихся на SEQ ID NO: 1 и 2 
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Таблица 18 

Подавление mRNA PNPLA3 с помощью cEt-гэпмеров 3-10-3,  

нацеливающихся на SEQ ID NO: 1 и 2 

 



047395 

- 86 - 

 



047395 

- 87 - 

 



047395 

- 88 - 

Таблица 19 

Подавление mRNA PNPLA3 с помощью cEt-гэпмеров 3-10-3,  

нацеливающихся на SEQ ID NO: 1 и 2 
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Таблица 20 

Подавление mRNA PNPLA3 с помощью cEt-гэпмеров 3-10-3,  

нацеливающихся на SEQ ID NO: 1 и 2 
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Таблица 21 

Подавление mRNA PNPLA3 с помощью cEt-гэпмеров 3-10-3,  

нацеливающихся на SEQ ID NO: 1 и 2 
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Таблица 22 

Подавление mRNA PNPLA3 с помощью cEt-гэпмеров 3-10-3,  

нацеливающихся на SEQ ID NO: 1 и 2 
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Таблица 23 

Подавление mRNA PNPLA3 с помощью cEt-гэпмеров 3-10-3,  

нацеливающихся на SEQ ID NO: 1 и 2 
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Таблица 24 

Подавление mRNA PNPLA3 с помощью cEt-гэпмеров 3-10-3,  

нацеливающихся на SEQ ID NO: 1 и 2 
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Набор праймеров и зондов для человека RTS36075 (прямая последовательность TGAGGCTG-

GAGGGAGATG, обозначенная в данном документе как SEQ ID NO: 14; обратная последовательность 

GCTCATGTATCCACCTTTGTCT, обозначенная в данном документе как SEQ ID NO: 15; последователь-

ность зонда CTAGACCACCTGCGTCTCAGCATC, обозначенная в данном документе как SEQ ID NO: 16) 

также использовали для измерения уровней mRNA. Уровни mRNA PNPLA3 корректировали в соответст-

вии с общим содержанием РНК, измеренным с помощью RIBOGREEN. Результаты представлены в 

виде процента подавления PNPLA3 относительно необработанных контрольных клеток. 
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Таблица 25 

Подавление mRNA PNPLA3 с помощью cEt-гэпмеров 3-10-3,  

нацеливающихся на SEQ ID NO: 1 и 2 
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Таблица 26 

Подавление mRNA PNPLA3 с помощью cEt-гэпмеров 3-10-3,  

нацеливающихся на SEQ ID NO: 1 и 2 
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Исследование 2. 

Культивируемые клетки А431 при плотности 5000 клеток на лунку трансфицировали путем свобод-

ного поглощения с помощью 1000 нМ антисмыслового олигонуклеотида. После периода обработки, со-

ставлявшего примерно 24 ч, РНК выделяли из клеток и измеряли уровни mRNA PNPLA3 с помощью 

количественной ПЦР в реальном времени. Для измерения уровней mRNA использовали набор праймеров 

и зондов для человека RTS36070. Уровни mRNA PNPLA3 корректировали в соответствии с общим со-

держанием РНК, измеренным с помощью RIBOGREEN. Результаты представлены в виде процента по-

давления PNPLA3 относительно необработанных контрольных клеток. 
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Таблица 27 

Подавление mRNA PNPLA3 с помощью cEt-гэпмеров 3-10-3,  

нацеливающихся на SEQ ID NO: 1 и 2 
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Таблица 28 

Подавление mRNA PNPLA3 с помощью cEt-гэпмеров 3-10-3,  

нацеливающихся на SEQ ID NO: 1 и 2 
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Таблица 29 

Подавление mRNA PNPLA3 с помощью cEt-гэпмеров 3-10-3,  

нацеливающихся на SEQ ID NO: 1 и 2 
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Таблица 30 

Подавление mRNA PNPLA3 с помощью cEt-гэпмеров 3-10-3,  

нацеливающихся на SEQ ID NO: 1 и 2 
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Таблица 31 

Подавление mRNA PNPLA3 с помощью cEt-гэпмеров 3-10-3,  

нацеливающихся на SEQ ID NO: 1 и 2 
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Таблица 32 

Подавление mRNA PNPLA3 с помощью cEt-гэпмеров 3-10-3,  

нацеливающихся на SEQ ID NO: 1 и 2 

 

 

 



047395 

- 114 - 

Таблица 33 

Подавление mRNA PNPLA3 с помощью cEt-гэпмеров 3-10-3,  

нацеливающихся на SEQ ID NO: 1 и 2 
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Таблица 34 

Подавление mRNA PNPLA3 с помощью cEt-гэпмеров 3-10-3,  

нацеливающихся на SEQ ID NO: 1 и 2 
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Таблица 35 

Подавление mRNA PNPLA3 с помощью cEt-гэпмеров 3-10-3,  

нацеливающихся на SEQ ID NO: 1 и 2 
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Таблица 36 

Подавление mRNA PNPLA3 с помощью cEt-гэпмеров 3-10-3,  

нацеливающихся на SEQ ID NO: 1 и 2 
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Пример 2. Дозозависимое антисмысловое подавление PNPLA3 человека в клетках А431. 

Гэпмеры из примера 1, демонстрирующие in vitro значительное подавление mRNA PNPLA3 отби-

рали и тестировали в различных дозах в клетках А431. Антисмысловые олигонуклеотиды тестировали в 

серии экспериментов, в которых были сходные условия культивирования. Результаты каждого экспери-

мента представлены в показанных ниже отдельных таблицах. Клетки высевали при плотности 10000 кле-
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ток на лунку и трансфицировали путем свободного поглощения с помощью различных концентраций 

антисмыслового олигонуклеотида, как указано в приведенных ниже таблицах. После периода обработки, 

составлявшего примерно 16 ч, РНК выделяли из клеток и измеряли уровни mRNA PNPLA3 с помощью 

количественной ПЦР в реальном времени. Для измерения уровней mRNA использовали набор праймеров 

и зондов для человека RTS36070. Уровни mRNA PNPLA3 корректировали в соответствии с общим со-

держанием РНК, измеренным с помощью RIBOGREEN. Результаты представлены в виде процента по-

давления PNPLA3 относительно необработанных контрольных клеток. 

Также представлена концентрация полу максимального ингибирования (IC50) для каждого олиго-

нуклеотида. Уровни mRNA PNPLA3 значимо снижались дозозависимым образом в клетках, обработан-

ных антисмысловыми олигонуклеотидами. 

Таблица 37 

Многодозовый анализ cEt-гэпмеров 3-10-3  

в клетках А431 

 
Таблица 38 

Многодозовый анализ cEt-гэпмеров 3-10-3  

в клетках А431 
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Таблица 39 

Многодозовый анализ cEt-гэпмеров 3-10-3 в клетках А431 

 

 
Таблица 40 

Многодозовый анализ cEt-гэпмеров 3-10-3 в клетках А431 
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Таблица 41 

Многодозовый анализ cEt-гэпмеров 3-10-3 в клетках А431 

 
Таблица 42 

Многодозовый анализ cEt-гэпмеров 3-10-3 в клетках А431 

 
Таблица 43 

Многодозовый анализ cEt-гэпмеров 3-10-3 в клетках А431 
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Таблица 44 

Многодозовый анализ cEt-гэпмеров 3-10-3 в клетках А431 
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Таблица 45 

Многодозовый анализ cEt-гэпмеров 3-10-3 в клетках А431 

 

 
Таблица 46 

Многодозовый анализ cEt-гэпмеров 3-10-3 в клетках А431 
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Таблица 47 

Многодозовый анализ cEt-гэпмеров 3-10-3  

в клетках А431 

 
Таблица 48 

Многодозовый анализ cEt-гэпмеров 3-10-3 в клетках А431 
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Таблица 49 

Многодозовый анализ cEt-гэпмеров 3-10-3 в клетках А431 

 

 
Таблица 50 

Многодозовый анализ cEt-гэпмеров 3-10-3 в клетках А431 
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Таблица 51 

Многодозовый анализ cEt-гэпмеров 3-10-3 в клетках А431 

 
Таблица 52 

Многодозовый анализ cEt-гэпмеров 3-10-3 в клетках А431 
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Таблица 53 

Многодозовый анализ cEt-гэпмеров 3-10-3 в клетках А431 

 

 
Таблица 54 

Многодозовый анализ cEt-гэпмеров 3-10-3 в клетках А431 

 
Таблица 55 

Многодозовый анализ cEt-гэпмеров 3-10-3 в клетках А431 
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Таблица 56 

Многодозовый анализ cEt-гэпмеров 3-10-3 в клетках А431 
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Таблица 57 

Многодозовый анализ cEt-гэпмеров 3-10-3 в клетках А431 

 

 
Таблица 58 

Многодозовый анализ cEt-гэпмеров 3-10-3 в клетках А431 
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Таблица 59 

Многодозовый анализ cEt-гэпмеров 3-10-3 в клетках А431 

 
Пример 3. Переносимость модифицированных олигонуклеотидов, нацеливающихся на PNPLA3 че-

ловека, у мышей линии BALB/c. 

Мыши линии BALB/c представляют собой многоцелевую модель на мышах, часто применяемую 

для тестирования безопасности и эффективности. Мышей обрабатывали антисмысловыми олигонуклео-

тидами, отобранными после проведения исследований, описанных выше, и оценивали в отношении из-

менений уровней различных биохимических маркеров плазмы крови. 

Олигонуклеотиды Ionis, отобранные после проведения вышеприведенных исследований, конъюги-

ровали с концевой кэп-структурой 3'-ТНА-С6-GalNAc3-(3R,5S)-5-(гидроксиметил)пирролидин-3-

олфосфатом (в дальнейшем называемой 3'-ТНА). 

Обработка. 

Группам самцов мышей в возрасте от 6 до 7 недель однократно вводили путем инъекции подкожно 

200 мг/кг модифицированных олигонуклеотидов. Одной группе самцов мышей BALB/c вводили путем 

инъекции PBS. Мышей подвергали эвтаназии через 72-96 ч после однократной дозы и плазму крови со-

бирали для дальнейшего анализа. 

Для оценки эффекта модифицированных олигонуклеотидов в отношении функции печени, измеря-

ли уровни трансаминаз в плазме крови с помощью автоматического биохимического анализатора (Beck-

man Coulter AU480, Брея, Калифорния). Из дальнейших исследований исключали модифицированные 

олигонуклеотиды, которые обуславливали изменения уровней трансаминаз, выходящие за пределы ожи-

даемого диапазона для антисмысловых олигонуклеотидов. Олигонуклеотиды, которые считались пере-

носимыми в данном исследовании и были отобраны для дальнейшей оценки, представлены в приведен-

ной ниже таблице. 'Исходный олигонуклеотид' указывает на олигонуклеотид Ionis, который был описан в 

вышеприведенных исследованиях и который конъюгировали с 3'-ТНА и тестировали в данном  

исследовании. 
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Таблица 60 

Антисмысловые олигонуклеотиды,  

которые использовали в исследовании  

на мышах BALB/c 
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Пример 4. Эффект антисмыслового подавления PNPLA3 в модели на трансгенных мышах 

Применяли модель на мышах, трансгенных по PNPLA3, созданную Калифорнийским университе-

том, Ирвайн, на основе мышей C57BL/6 дикого типа. Модель на мышах предусматривала геномную кон-

струкцию, содержащую фосмиду с полным геном PNPLA3, любезно предоставленную Вашингтонским 
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университетом. В данной модели оценивали эффективность олигонуклеотидов Ionis. 

Обработка 

Трансгенных мышей выдерживали в условиях цикла чередования 12 ч света и темноты и кормили 

стандартным кормом для мышей Purina без ограничений. Животных акклиматизировали в течение по 

меньшей мере 7 дней в исследовательской лаборатории перед началом эксперимента. Антисмысловые 

олигонуклеотиды (ASO) получали в забуференном солевом растворе (PBS) и стерилизовали путем филь-

трации через фильтр с диаметром пор 0,2 мкм. Олигонуклеотиды растворяли в 0,9% PBS для  

инъекций. 

Мышей, трансгенных по hPNPLA3, разделяли на группы по 2 мыши в каждой. Группы получали 

подкожные инъекции олигонуклеотида Ionis в дозе 2,5 мг/кг в дни 1 и 8. Одна группа из 4 мышей полу-

чала подкожные инъекции PBS в дни 1 и 8. Группа, которой вводили путем инъекции физиологический 

раствор, служила в качестве контрольной группы, с которой сравнивали группы, обработанные олиго-

нуклеотидами. 

Анализ РНК. 

В день 10 РНК экстрагировали из печени для ПЦР-анализа в реальном времени с целью измерения 

экспрессии mRNA PNPLA3. Оба набора праймеров и зондов RTS36070 и RTS36075 применяли для изме-

рения уровней mRNA PNPLA3. Результаты представлены в виде процентного изменения уровня mRNA 

по сравнению с PBS-контролем, нормализованного с помощью RIBOGREEN. Как представлено в при-

веденной ниже таблице, обработка с помощью антисмысловых олигонуклеотидов Ionis приводила к зна-

чительному снижению уровня mRNA PNPLA3 по сравнению с PBS-контролем. '0' указывает на то, что 

олигонуклеотиды не подавляли экспрессию mRNA. 

Таблица 61 

Процент подавления mRNA PNPLA3 в печени трансгенных  

мышей по сравнению с PBS-контролем 
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Пример 5. Переносимость модифицированных олигонуклеотидов, нацеливающихся на PNPLA3 че-

ловека, у мышей CD1. 

Мыши CD1 (Charles River, Массачусетс) представляют собой многоцелевую мышиную модель, 

часто применяемую для тестирования безопасности и эффективности. Мышей обрабатывали антисмы-

словыми олигонуклеотидами Ionis, отобранными после проведения исследований, описанных выше, и 

оценивали в отношении изменений уровней различных биохимических маркеров плазмы крови. 
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Олигонуклеотиды Ionis, отобранные после проведения вышеприведенных исследований, конъюги-

ровали с концевой кэп-структурой 5'-трисгексиламино-(ТНА)-C6GalNAC3 (в дальнейшем называемой 5'-

ТНА). Тестируемые олигонуклеотиды Ionis представлены в приведенной ниже таблице. '№ ION неконъ-

югированного исходного соединения' относится к олигонуклеотиду Ionis, описанному в вышеприведен-

ных исследованиях in vitro, который имеет такую же последовательность. "'№ ION аналога, конъюгиро-

ванного с 3'-ТНА" относится к олигонуклеотиду, конъюгированному с 3'-ТНА, который имеет такую же 

последовательность и оценивался выше в исследованиях на мышах. 

Таблица 62 

5'-ТНА-олигонуклеотиды, тестируемые в исследовании  

переносимости у мышей CD1 

 
Обработка. 

Группам по четыре мыши CD1 в каждой в течение 6 недель еженедельно вводили путем подкожной 

инъекции олигонуклеотиды Ionis в количестве 15 мг/кг, предусматривая при этом одну нагрузочную дозу 

в день 4 (в общей сложности 8 доз). Одной группе самцов мышей CD1 в течение 6 недель вводили путем 

инъекции подкожно PBS. Мышей подвергали эвтаназии через 48 ч после последней дозы и собирали ор-

ганы и плазму крови для дополнительного анализа. 

Биохимические маркеры плазмы крови. 

Для оценки эффекта олигонуклеотидов Ionis в отношении функции печени и почек измеряли уров-

ни трансаминаз (ALT и AST), альбумина, общего билирубина и креатинина в плазме крови в неделю 3 с 

помощью автоматического биохимического анализатора (Beckman Coulter AU480, Брея, Калифорния). 

Результаты представлены в приведенной ниже таблице. Из дальнейших исследований исключали олиго-

нуклеотиды Ionis, которые обуславливали изменения уровней любого из маркеров функции печени или 

почек, выходящие за пределы ожидаемого диапазона для антисмысловых олигонуклеотидов. 
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Таблица 63 

Уровни различных биохимических маркеров плазмы  

крови у мышей CD1 в неделю 3 

 

 
Гематологические анализы. 

Кровь, полученную от выбранных групп мышей в неделю 6, отправляли в IDEXX BioResearch для 

измерения числа тромбоцитов. Результаты представлены в приведенных ниже таблицах. Из дальнейших 

исследований исключали олигонуклеотиды Ionis, которые обусловливали изменения числа тромбоцитов, 

выходящие за пределы ожидаемого диапазона для антисмысловых олигонуклеотидов. 

Таблица 64 

Число тромбоцитов  

у мышей CD1 
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Пример 6. Переносимость модифицированных олигонуклеотидов, нацеливающихся на PNPLA3 че-

ловека, у крыс линии Спрег-Доули. 

Крысы линии Спрег-Доули представляют собой многоцелевую модель, используемую для оценива-

ния безопасности и эффективности. Крыс обрабатывали антисмысловыми олигонуклеотидами Ionis из 

исследований, описанных в примерах выше, и оценивали в отношении изменений уровней различных 

биохимических маркеров плазмы крови. 

Обработка. 

Крыс линии Спрег-Доули выдерживали в условиях цикла чередования 12 ч света и темноты и кор-

мили стандартным кормом для крыс Purina, рационом 5001, без ограничений. Группам по 4 крысы линии 

Спрег-Доули в каждой в течение 6 недель еженедельно вводили путем подкожной инъекции олигонукле-

отиды Ionis в количестве 15 мг/кг, предусматривая при этом одну нагрузочную дозу в день 4 (в общей 

сложности 8 доз). Через 48 ч после последней дозы крыс подвергали эвтаназии, а органы и плазму крови 

собирали для дальнейшего анализа. 

Биохимические маркеры плазмы крови. 

Для оценки эффекта олигонуклеотидов Ionis в отношении функции печени измеряли уровни тран-

саминаз в плазме крови с помощью автоматического биохимического анализатора (Beckman Coulter 

AU480, Брея, Калифорния). Измеряли уровни ALT (аланинтрансаминазы) и AST (аспартаттрансаминазы) 

в плазме крови, и результаты, выраженные в МЕ/л, представлены в приведенной ниже таблице. Также 

измеряли уровни билирубина, креатинина, альбумина и BUN в плазме крови с помощью того же самого 

клинико-биохимического анализатора, и результаты, выраженные в мг/дл, также представлены в приве-

денной ниже таблице. Из дальнейших исследований исключали олигонуклеотиды Ionis, которые обу-

славливали изменения уровней каких-либо маркеров функции печени, выходящие за пределы ожидаемо-

го диапазона для антисмысловых олигонуклеотидов. 

Таблица 65 

Биохимических маркеры плазмы крови у крыс линии Спрег-Доули 

 
Функция почек. 

Для оценки эффекта олигонуклеотидов Ionis в отношении функции почек измеряли уровни белка и 

креатинина в моче с помощью автоматического биохимического анализатора (Beckman Coulter AU480, 

Брея, Калифорния). Значения соотношения общего белка и креатинина представлены в приведенной ни-

же таблице. Из дальнейших исследований исключали олигонуклеотиды Ionis, которые обуславливали 

изменения уровней соотношения, выходящие за пределы ожидаемого диапазона для антисмысловых 

олигонуклеотидов. 
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Таблица 66 

Соотношение общего белка и креатинина у крыс линии Спрег-Доули 

 

 
Значения массы органов. 

В конце исследования измеряли значения массы печени, сердца, селезенки и почек, и они представ-

лены в приведенной ниже таблице. Из дальнейших исследований исключали олигонуклеотиды Ionis, ко-

торые обуславливали любые изменения значений массы органов, выходящие за пределы ожидаемого 

диапазона для антисмысловых олигонуклеотидов. 

Таблица 67 

Показатели массы органов (г) 

 
Пример 7. Эффект антисмыслового подавления PNPLA3 в модели на трансгенных мышах. 

Олигонуклеотиды Ionis тестировали в трансгенной по hPNPLA3 модели в ходе многодозового ана-

лиза. 

Обработка. 

Трансгенных мышей выдерживали в условиях цикла чередования 12 ч света и темноты и кормили 

стандартным кормом для мышей Purina без ограничений. Животных акклиматизировали в течение по 

меньшей мере 7 дней в исследовательской лаборатории перед началом эксперимента. Антисмысловые 

олигонуклеотиды (ASO) получали в забуференном солевом растворе (PBS) и стерилизовали путем филь-

трации через фильтр с диаметром пор 0,2 микрона. Олигонуклеотиды растворяли в 0,9% PBS для  

инъекций. 

Исследование 1. 

Мышей, трансгенных по hPNPLA3, разделяли на группы по 4 мыши в каждой. Группы получали 

подкожные инъекции олигонуклеотида Ionis в недельной дозе 5, 1 или 0,25 мг/кг, вводимые в дни 1, 5, 8, 

15 и 23. Одна группа из 4 мышей получала подкожные инъекции PBS в дни 1, 5, 8, 15 и 23. Группа, кото-

рой вводили путем инъекции физиологический раствор, служила в качестве контрольной группы, с кото-

рой сравнивали группы, обработанные олигонуклеотидами. 

Анализ РНК 

В день 26 РНК экстрагировали из печени для ПЦР-анализа в реальном времени с целью измерения 

экспрессии mRNA PNPLA3. Оба набора праймеров и зондов RTS36070 и RTS36075 применяли для изме-

рения уровней mRNA PNPLA3. Результаты представлены в виде процентного изменения уровня mRNA 

по сравнению с PBS-контролем, нормализованного с помощью RIBOGREEN. Как представлено в при-

веденной ниже таблице, обработка с помощью антисмысловых олигонуклеотидов Ionis приводила к зна-

чительному дозозависимому снижению уровня mRNA PNPLA3 по сравнению с PBS-контролем. 
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Таблица 68 

Процент подавления mRNA PNPLA3 в печени трансгенных мышей  

по сравнению с PBS-контролем 

 

 
Исследование 2. 

Мышей, трансгенных по hPNPLA3, разделяли на группы по 4 мыши в каждой. Группы получали 

подкожные инъекции олигонуклеотида Ionis в недельной дозе 5, 2,5, 1, 0,5 или 0,25 мг/кг, вводимые в 

дни 1, 5, 8, 15 и 23. Одна группа из 4 мышей получала подкожные инъекции PBS в дни 1, 5, 8, 15 и 23. 

Группа, которой вводили путем инъекции физиологический раствор, служила в качестве контрольной 

группы, с которой сравнивали группы, обработанные олигонуклеотидами. 

Анализ РНК. 

В день 26 РНК экстрагировали из печени для ПЦР-анализа в реальном времени с целью измерения 

экспрессии mRNA PNPLA3. Оба набора праймеров и зондов RTS36070 и RTS36075 применяли для изме-

рения уровней mRNA PNPLA3. Результаты представлены в виде процентного изменения уровня mRNA 

по сравнению с PBS-контролем, нормализованного с помощью RIBOGREEN. Как представлено в при-

веденной ниже таблице, обработка с помощью антисмысловых олигонуклеотидов Ionis приводила к зна-

чительному дозозависимому снижению уровня mRNA PNPLA3 по сравнению с PBS-контролем. 
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Таблица 69 

Процент подавления mRNA PNPLA3 в печени трансгенных мышей  

по сравнению с PBS-контролем 

 
Пример 8. Эффект модифицированных олигонуклеотидов, нацеливающихся на PNPLA3 человека, у 

макаков-крабоедов. 

Макаков-крабоедов обрабатывали антисмысловыми олигонуклеотидами Ionis, отобранными  

после исследований, описанных в примерах выше. Оценивали переносимость антисмысловых  

олигонуклеотидов. 

Обработка. 

До начала исследования обезьян содержали на карантине, в течение которого проводили ежеднев-

ное обследование общего состояния здоровья у животных. Обезьяны имели возраст 2-4 года и массу тела 

2-4 кг. Девяти группам по 5 случайным образом распределенных самцов макаков-крабоедов в каждой 

вводили путем подкожной инъекции олигонуклеотиды Ionis или PBS в четыре разных участка на спине в 

направлении вращения часовой стрелки. Обезьянам два раза в неделю (дни 1, 5, 9 и 14) в течение первых 

2 недель, а затем один раз в неделю в течение 10 недель вводили олигонуклеотид Ionis в дозе 10 мг/кг в 

дни 21, 28, 35, 42, 49, 56, 63, 70, 77 и 84. Контрольная группа из 5 макаков-крабоедов получала инъекции 

PBS аналогичным образом и служила в качестве контрольной группы. 

В течение периода исследования обезьян обследовали два раза в день в отношении признаков забо-

левания или дистресса. Любое животное, у которого проявлялись более чем кратковременные или сла-

бые боль или дистресс вследствие обработки, повреждение или болезнь, получало от сотрудников-

ветеринаров лечение одобренными обезболивающими или болеутоляющими средствами после консуль-

тации с руководителем исследования. Любое животное, имеющее неудовлетворительное состояние здо-

ровья или находящееся в возможном агональном состоянии, определяли для дополнительного контроля 

и возможной эвтаназии. Запланированную эвтаназию животных проводили в день 86 примерно через  

48 ч после введения последней дозы путем кровопускания в условиях глубокой анестезии. Протоколы, 

описанные в данном примере, были одобрены Институциональным комитетом по уходу за животными и 

их использованию (IACUC). 

Измерения массы тела и органов. 

Для оценки эффекта олигонуклеотидов Ionis в отношении общего состояния здоровья животных 

измеряли значения массы тела и органов. Значения массы тела и органов измеряли в день 86, и данные 

представлены в приведенной ниже таблице. Результаты указывают на то, что эффект обработки анти-

смысловыми олигонуклеотидами в отношении значений массы тела и органов находился в пределах 

ожидаемого диапазона для антисмысловых олигонуклеотидов. В частности, обработка с помощью  

ION 945616 хорошо переносилась с точки зрения значений массы тела и органов обезьян. 
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Таблица 70 

Конечные показатели массы тела и органов у макаков-крабоедов 

 
Функция печени. 

Для оценки эффекта олигонуклеотидов Ionis в отношении функции печени образцы крови отбирали 

у всех исследуемых групп в день 86. Обезьяны не получали пищи в течение ночи перед отбором крови. 

Кровь собирали в пробирки без антикоагулянта для отделения сыворотки крови. Пробирки выдерживали 

при комнатной температуре в течение не менее 90 мин, а затем центрифугировали при 3000 об/мин в 

течение 10 мин для получения сыворотки крови. Уровни различных маркеров функции печени измеряли 

с помощью биохимического анализатора Toshiba 200FR NEO (Toshiba Co., Япония). Измеряли уровни 

ALT и AST в плазме крови, и результаты, выраженные в МЕ/л, представлены в приведенной ниже таб-

лице. Сходным образом измеряли уровни билирубина, маркера функции печени, и результаты, выражен-

ные в мг/дл, представлены в приведенной ниже таблице. Результаты указывают на то, что антисмысло-

вые олигонуклеотиды не оказывают эффекта в отношении функции печени, выходящего за пределы 

ожидаемого диапазона для антисмысловых олигонуклеотидов. 

Таблица 71 

Маркеры функции печени в плазме крови  

у макака-крабоеда 

 
Функция почек. 

Для оценки эффекта олигонуклеотидов Ionis в отношении функции почек образцы крови отбирали 

у всех исследуемых групп в день 86. Обезьяны не получали пищи в течение ночи перед отбором крови. 

Кровь собирали в пробирки без антикоагулянта для отделения сыворотки крови. Пробирки выдерживали 

при комнатной температуре в течение не менее 90 мин, а затем центрифугировали при 3000 об/мин в 

течение 10 мин для получения сыворотки крови. Уровни BUN и креатинина измеряли с помощью био-

химического анализатора Toshiba 200FR NEO (Toshiba Co., Япония). Результаты, выраженные в мг/дл, 

представлены в приведенной ниже таблице. 

Данные биохимического анализа плазмы крови указывают на то, что большинство олигонуклеоти-

дов Ionis не оказывали какой-либо эффект в отношении функции почек, выходящий за пределы ожидае-

мого диапазона для антисмысловых олигонуклеотидов. 
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Таблица 72 

Уровни BUN и креатинина в плазме крови (мг/дл)  

у макаков-крабоедов 

 

 
Гематология. 

Для оценки наличия у макаков-крабоедов каких-либо эффектов олигонуклеотидов Ionis в отноше-

нии гематологических параметров, у каждого из доступных исследуемых животных в день 86 отбирали 

образцы, составляющие примерно по 0,5 мл крови. Образцы отбирали в пробирки, содержащие  

K2-EDTA. Образцы анализировали в отношении числа эритроцитов (RBC), числа лейкоцитов (WBC), 

числа отдельных разновидностей лейкоцитов, как например моноцитов, нейтрофилов, лимфоцитов, а 

также в отношении числа тромбоцитов, содержания гемоглобина и гематокрита с помощью гематологи-

ческого анализатора ADVIA2120i (Siemens, США). 

Данные указывают на то, что олигонуклеотиды не вызывали каких-либо изменений гематологиче-

ских параметров, выходящих за пределы ожидаемого диапазона для антисмысловых олигонуклеотидов в 

такой дозе. 

Таблица 73 

Значения числа клеток крови у макаков-крабоедов 
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Таблица 74 

Гематологические параметры у макаков-крабоедов 

 
Анализ провоспалителъных белков. 

Для оценки любого воспалительного эффекта олигонуклеотидов Ionis у макаков-крабоедов, прово-

дили отбор образцов крови для анализа. Обезьяны не получали пищи в течение ночи перед отбором кро-

ви. У каждого животного отбирали примерно 1,5 мл крови в пробирки без антикоагулянта для отделения 

сыворотки крови. Пробирки выдерживали при комнатной температуре в течение минимум 90 мин и за-

тем центрифугировали при 3000 об/мин в течение 10 мин при комнатной температуре для получения 

сыворотки крови. Уровни С-реактивного белка (CRP), который синтезируется в печени и который слу-

жит маркером воспаления, и компонента системы комплемента С3 измеряли с помощью химического 

анализатора Toshiba 200FR NEO (Toshiba Co., Япония). 

Пример 9. Измерение вязкости антисмысловых олигонуклеотидов, нацеливающихся на PNPLA3  

человека. 

Вязкость антисмысловых олигонуклеотидов, отобранных после исследований, описанных выше, 

измеряли с целью отсеивания антисмысловых олигонуклеотидов, которые обладают вязкостью более  

40 сП. Олигонуклеотиды, обладающие вязкостью более 40 сП, будут характеризоваться менее чем опти-

мальной вязкостью. 

Олигонуклеотиды (32-35 мг) отвешивали в стеклянный флакон, добавляли 120 мкл воды, а анти-

смысловой олигонуклеотид растворяли в растворе путем нагревания флакона при 50°С. Часть (75 мкл) 

предварительно нагретого образца отмеряли пипеткой в микровискозиметр (Cambridge). Температуру в 

микровискозиметре устанавливали на 25°С и измеряли вязкость образца. Другую часть (20 мкл) предва-

рительно нагретого образца отмеряли пипеткой в 10 мл воды для считывания показаний в UV-диапазоне 

при 260 нм и 85°С (прибор Cary UV). Результаты представлены в приведенной ниже таблице, где кон-

центрация каждого антисмыслового олигонуклеотида составляла 200 мг/мл, и указывают на то, что 

большинство растворов антисмысловых олигонуклеотидов обладают оптимальной вязкостью в соответ-

ствии с критерием, приведенным выше. 

Таблица 75 

Вязкость антисмысловых  

олигонуклеотидов  

при 200 мг/мл 

 
Пример 10. Конструкция олигонуклеотидов в области сайта ION 975616. 

Конструировали дополнительный антисмысловые олигонуклеотиды, нацеливающиеся на нуклеи-

новую кислоту PNPLA3, которые перекрывают сайт-мишень ION 916333, который является неконъюги-
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рованной версией ION 975616, и характеризующиеся различающимися химическими модификациями и 

мотивами. 

Новые сконструированные химерные антисмысловые олигонуклеотиды в приведенных ниже таб-

лицах обозначены как cEt-гэпмеры 3-10-3 или дезокси-, МОЕ- и cEt-олигонуклеотиды. cEt-гэпмеры  

3-10-3 имеют длину 16 нуклеозидов, при этом центральный гэп-сегмент содержит десять  

2'-дезоксинуклеозидов и фланкирован фланговыми сегментами в 5'-направлении и в 3'-направлении, ка-

ждый из которых содержит по три нуклеозида. Каждый нуклеозид в 5'-концевом фланговом сегменте и 

каждый нуклеозид в 3'-концевом фланговом сегменте имеет cEt-модификацию сахара. Все межнуклео-

зидные связи в каждом гэпмере являются фосфотиоатными (P=S) связями. Все цитозиновые остатки в 

каждом гэпмере представляют собой 5-метилцитозин. Дезокси-, МОЕ- и (S)-cEt-олигонуклеотиды со-

ставляют 16 нуклеозидов в длину, при этом нуклеозид имеет либо МОЕ-модификацию сахара, либо  

(S)-cEt-модификацию сахара, либо дезокси-модификацию. В столбце "Химические характеристики" опи-

саны модификации сахара в каждом олигонуклеотиде. "k" обозначает (S)-cEt-модификацию сахара; "d" 

обозначает дезоксирибозу; число после "d" обозначает число дезоксирибозных остатков; и "е" обознача-

ет МОЕ-модификацию. Все межнуклеозидные связи в каждом гэпмере являются фосфотиоатными (P=S) 

связями. Все цитозиновые остатки в каждом гэпмере представляют собой 5-метилцитозин. "Стартовый 

сайт" указывает на нуклеозид, наиболее близкий к 5'-концу в последовательности гена человека  

(SEQ ID NO: 2), на которую нацелен гэпмер. 

Таблица 76 

Модифицированные олигонуклеотиды, нацеливающихся на PNPLA3 человека 

 

 
Олигонуклеотиды тестировали в ходе серии экспериментов. Культивируемые клетки А-431 при 

плотности 10000 клеток на лунку обрабатывали модифицированными олигонуклеотидами, разбавленны-

ми до разных концентраций, при свободном поглощении. После периода обработки, составляющего 

примерно 48 ч, измеряли уровни mRNA PNPLA3 с применением набора праймеров и зондов для PNPLA3 

человека RTS36070, как описано ранее. Уровни mRNA PNPLA3 корректировали в соответствии с общим 

содержанием РНК, измеренным с помощью RJBOGREEN. Значения соотношения IC50, полученные в 

ходе анализов, представлены в таблицах ниже, которые представляют собой соотношение значения IC50 
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олигонуклеотида для сопоставления и значения IC50 олигонуклеотида. Таким образом, более высокое 

значение соотношения указывает на то, что олигонуклеотид является более активным, чем олигонуклео-

тид для сопоставления. 

Таблица 77 

Эффективность модифицированных олигонуклеотидов,  

нацеливающихся на PNPLA3 человека 

 

 

ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Соединение, анионная форма которого характеризуется следующей формулой  

(SEQ ID NO: 1089): 

 
в виде его фармацевтически приемлемой соли. 

2. Соединение, содержащее модифицированный олигонуклеотид и конъюгированную группу, где 

модифицированный олигонуклеотид имеет длину 16 связанных нуклеозидов и состоит из последова-

тельности нуклеиновых оснований под SEQ ID NO: 1089, при этом модифицированный олигонуклеотид 

содержит: 

гэп-сегмент, состоящий из десяти связанных дезоксинуклеозидов; 

5'-концевой фланговый сегмент, состоящий из трех связанных нуклеозидов; и 
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3'-концевой фланговый сегмент, состоящий из трех связанных нуклеозидов; 

при этом гэп-сегмент расположен между 5'-концевым фланговым сегментом и 3'-концевым фланго-

вым сегментом, при этом каждый нуклеозид каждого флангового сегмента содержит cEt-caxap; при этом 

каждая межнуклеозидная связь представляет собой фосфотиоатную связь; при этом каждый цитозин 

представляет собой 5-метилцитозин; и при этом конъюгированная группа расположена на 5'-конце мо-

дифицированного олигонуклеотида и представляет собой: 

 
3. Соединение, анионная форма которого характеризуется следующей формулой (SEQ ID NO: 1089): 

 
в виде его фармацевтически приемлемой соли. 

4. Соединение, содержащее модифицированный олигонуклеотид и конъюгированную группу, где 

модифицированный олигонуклеотид имеет длину 16 связанных нуклеозидов и состоит из последова-

тельности нуклеиновых оснований под SEQ ID NO: 1089, при этом модифицированный олигонуклеотид 

содержит: 

гэп-сегмент, состоящий из десяти связанных дезоксинуклеозидов; 

5'-концевой фланговый сегмент, состоящий из трех связанных нуклеозидов; и 

3'-концевой фланговый сегмент, состоящий из трех связанных нуклеозидов; 

при этом гэп-сегмент расположен между 5'-концевым фланговым сегментом и 3'-концевым фланго-

вым сегментом, при этом каждый нуклеозид каждого флангового сегмента содержит cEt-caxap; при этом 

по меньшей мере одна межнуклеозидная связь представляет собой фосфотиоатную связь; при этом каж-

дый цитозин представляет собой 5-метилцитозин; и при этом конъюгированная группа содержит кластер 

GalNAc, содержащий 1-3 GalNAc-лиганда. 

5. Соединение, содержащее модифицированный олигонуклеотид и конъюгированную группу, где 

модифицированный олигонуклеотид имеет длину 16 связанных нуклеозидов и имеет последовательность 

нуклеиновых оснований под SEQ ID NO: 1089, где модифицированный олигонуклеотид содержит: 

гэп-сегмент, состоящий из десяти связанных дезоксинуклеозидов; 

5'-концевой фланговый сегмент, состоящий из трех связанных нуклеозидов; и 

3'-концевой фланговый сегмент, состоящий из трех связанных нуклеозидов; 

при этом гэп-сегмент расположен между 5'-концевым фланговым сегментом и 3'-концевым фланго-

вым сегментом; при этом каждый нуклеозид каждого флангового сегмента содержит cEt-caxap; при этом 

каждая межнуклеозидная связь представляет собой фосфотиоатную связь; при этом каждый цитозин 

представляет собой 5-метилцитозин; и при этом конъюгированная группа содержит кластер GalNAc, со-
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держащий 1-3 GalNAc-лиганда. 

6. Модифицированный олигонуклеотид, состоящий из 16 связанных нуклеозидов и имеющий по-

следовательность нуклеиновых оснований под SEQ ID NO: 1089, при этом модифицированный олиго-

нуклеотид содержит: 

гэп-сегмент, состоящий из десяти связанных дезоксинуклеозидов; 

5'-концевой фланговый сегмент, состоящий из трех связанных нуклеозидов; и 

3'-концевой фланговый сегмент, состоящий из трех связанных нуклеозидов; 

при этом гэп-сегмент расположен между 5'-концевым фланговым сегментом и 3'-концевым фланго-

вым сегментом, при этом каждый нуклеозид каждого флангового сегмента содержит cEt-caxap; при этом 

каждая межнуклеозидная связь представляет собой фосфотиоатную связь; при этом каждый цитозин 

представляет собой 5-метилцитозин. 

7. Соединение по любому из пп.1-3, где фармацевтически приемлемая соль представляет собой на-

триевую соль. 

8. Соединение по любому из пп.1-3, где фармацевтически приемлемая соль представляет собой ка-

лиевую соль. 

9. Фармацевтическая композиция, содержащая соединение по любому из пп.1-5 или модифициро-

ванный олигонуклеотид по п.6 и фармацевтически приемлемый носитель. 
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