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неалкогольной жировой болезни печени (NAFLD).



047519 

- 1 - 

Родственные заявки 

По этой заявке испрашивается приоритет временной заявки на патент США № 62/948445, поданной 

16 декабря 2019 г., и временной заявки на патент США № 63/040602, поданной 18 июня 2020 г. Полное 

содержание каждой из указанных выше заявок включены в настоящее описание в качестве ссылки. 

Список последовательностей 

Настоящая заявка содержит Список последовательностей, представленный в электронном виде в 

формате ASCII, содержание которого полностью включено в настоящее описание посредством ссылки. 

Упомянутая копия ASCII, созданная 3 декабря, имеет называние 121301-10620_SL.txt и размер 1 097 169 

байт. 

Предпосылки к созданию изобретения 

Накопление избыточных триглицеридов в печени известно как стеатоз печени (или жировая дис-

трофия печени) и связано с неблагоприятными метаболическими последствиями, включая резистент-

ность к инсулину и дислипидемию. Жировая печень часто обнаруживается у лиц, злоупотребляющих 

алкоголем, а также у лиц, страдающих ожирением, диабетом или гиперлипидемией. Однако даже при 

отсутствии чрезмерного употребления алкоголя (>10 г/сут) может развиться неалкогольная жировая бо-

лезнь печени (NAFLD). NAFLD относится к широкому спектру заболеваний печени, способных прогрес-

сировать от простого жирового гепатоза (стеатоза) до неалкогольного стеатогепатита (NASH) и цирроза 

(необратимое прогрессирующее рубцевание печени). Общим для всех стадий NAFLD является накопле-

ние жиров (жировая инфильтрация) в клетках печени (гепатоцитах). 

Спектр NAFLD начинается и прогрессирует, начиная с самой простой стадии, называемой простой 

жировой дистрофией печени (стеатозом). Простая жировая дистрофия печени включает накопление жира 

(триглицеридов) в клетках печени без воспаления (гепатит) или рубцевания (фиброз). Следующей стади-

ей и степенью тяжести в спектре NAFLD является NASH, включающая как накопление жира в клетках 

печени, так и воспаление печени. Воспалительные клетки разрушают клетки печени (гепатоцеллюляр-

ный некроз), и NASH в конечном итоге приводит к рубцеванию печени (фиброзу), за которым следует 

необратимое прогрессирующее рубцевание (цирроз). Цирроз, вызванный NASH, является последней и 

наиболее тяжелой стадией в спектре NAFLD. 

В 2008 году в рамках полногеномного ассоциативного исследования людей с помощью протонной 

магнитно-резонансной спектроскопии печени для оценки содержания жира в печени была выявлена зна-

чительная связь между содержанием жира в печени и геном белка 3, содержащего пататин-подобный 

фосфолипазный домен, (PNPLA3) (см., например, Romeo et al. (2008) Nat. Genet., 40(12): 1461-1465). Ис-

следования на нокаут-ин мышах показали, что экспрессия полиморфной последовательности (rs738409, 

I148M) PNPLA3 вызывает NAFLD и что накопление каталитически неактивного PNPLA3 на поверхности 

липидных капель связано с накоплением триглицеридов в печени (Smagris et al. (2015)) Hepatology, 

61:108-118). В частности, вариант I148M PNPLA3 связан со стимулированием развития фиброгенеза пу-

тем активации сигнального пути hedgehog (Hh), что приводит к активации и пролиферации звездчатых 

клеток печени и чрезмерному образованию и отложению внеклеточного матрикса (Chen et al. (2015) 

World J. Gastroenterol., 21(3):794-802). 

В настоящее время лечение NAFLD направлено на снижение массы тела и лечение любых вторич-

ных состояний, таких как резистентность к инсулину или дислипидемия. На сегодняшний день не суще-

ствует апробированных фармакологических методов лечения NAFLD. Следовательно, существует по-

требность в терапии субъектов, страдающих NAFLD. 

Сущность изобретения 

Изобретение относится к композициям иРНК, которые воздействуют на расщепление РНК-

транскриптов гена, кодирующего белок 3, содержащий пататин-подобный фосфолипазный домен 

(PNPLA3), опосредованное РНК - индуцируемым комплексом сайленсинга (RISC). Белок 3, содержащий 

пататин-подобный фосфолипазный домен (PNPLA3), может находиться внутри клетки, например, клетки 

субъекта, такого как человек. 

В одном аспекте изобретение относится к средству на основе двухцепочечной рибонуклеиновой ки-

слоты (дсРНК) для ингибирования экспрессии белка 3, содержащего пататин-подобный фосфолипазный 

домен (PNPLA3), в клетке, где средство на основе дсРНК содержит смысловую цепь и антисмысловую 

цепь, образующие двухцепочечную область, где смысловая цепь содержит по меньшей мере 15, напри-

мер 15, 16, 17, 18, 19 или 20 смежных нуклеотидов, отличаясь не более чем на 0, 1, 2 или 3 нуклеотида от 

нуклеотидной последовательности SEQ ID NO: 1, и где антисмысловая цепь содержит по меньшей мере 

15, например, 15, 16, 17, 18, 19 или 20 смежных нуклеотидов, отличаясь не более чем на 1, 2 или 3 нук-

леотида от нуклеотидной последовательности SEQ ID NO: 2. В одном варианте осуществления средство 

на основе дсРНК содержит по меньшей мере одну термически дестабилизирующую модификацию нук-

леотида, например абазическую модификацию; мисматч (несовпадение) с противоположным нуклеоти-

дом в дуплексе; дестабилизирующую модификацию сахара, 2'-дезоксимодификацию, ациклический нук-

леотид, разблокированную нуклеиновую кислоту (UNA) или глицериновую нуклеиновую кислоту 

(GNA), то есть смысловая цепь содержит по меньшей мере одну термодестабилизирующую модифика-

цию нуклеотида. 
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В другом аспекте настоящее изобретение относится к двухцепочечной рибонуклеиновой кислоте 

(дсРНК) для ингибирования экспрессии белка 3, содержащего пататин-подобный фосфолипазный домен, 

(PNPLA3), в клетке, где указанная дсРНК содержит смысловую цепь и антисмысловую цепь, образую-

щуе двухцепочечную область, при этом антисмысловая цепь содержит область комплементарности к 

мРНК, кодирующей белок 3, содержащий пататин-подобный фосфолипазный домен, (PNPLA3), и при 

этом область комплементарности содержит по меньшей мере 15, например 15, 16, 17, 18, 19 или 20 

смежных нуклеотидов, отличающиеся не более чем на 0, 1,2 или 3 нуклеотида от любой из антисмысло-

вых нуклеотидных последовательностей в любой из таблиц 2-11, 21, 24, 27, 30, 32, 33, 36, 37, 49 или 50. 

В одном аспекте настоящее изобретение относится к двухцепочечной рибонуклеиновой кислоте 

(дсРНК) для ингибирования экспрессии белка 3, содержащего пататин-подобный фосфолипазный домен, 

(PNPLA3), в клетке, где указанная дсРНК содержит смысловую цепь и антисмысловую цепь, образую-

щие двухцепочечную область, где смысловая цепь содержит по меньшей мере 15, например, 15, 16, 17, 

18, 19 или 20 смежных нуклеотидов, отличаясь не более чем на 0, 1, 2 или 3 нуклеотида от любой из нук-

леотидных последовательностей нуклеотидов 677-721; 683-721; 773-817; 1185-1295; 1185-1241; 1202-

1295; 1202-1241; 1255-1295; 1738-1792; 1901-1945; 1920-1945; 2108-2208; 2108-2166; 2108-2136, 2121-

2166; 2121-2208; 2169-2208; 2176-2208; или 2239-2265 нуклеотидной последовательности SEQ ID NO: 1, 

и где антисмысловая цепь содержит по меньшей мере 19 смежных нуклеотидов из соответствующей 

нуклеотидной последовательности SEQ ID NO: 2. 

В одном аспекте настоящее изобретение относится к двухцепочечной рибонуклеиновой кислоте 

(дсРНК) для ингибирования экспрессии белка 3, содержащего пататин-подобный фосфолипазный домен, 

(PNPLA3), в клетке, где указанная дсРНК содержит смысловую цепь и антисмысловую цепь, образую-

щие двухцепочечную область, где смысловая цепь содержит по меньшей мере 15, например 15, 16, 17, 

18, 19 или 20 смежных нуклеотидов, отличаясь не более чем на 0, 1, 2 или 3 нуклеотида от любой из нук-

леотидных последовательностей нуклеотидов 574-596; 677-699; 683-705; 699-721; 773-795; 795-817; 

1185-1207; 1192-1214; 1202-1224; 1208-1230; 1209-1231; 1210-1232; 1211-1233; 1212-1234; 1213-1233; 

1214-1234; 1214-1236; 1215-1237; 1216-1238; 1219-1237; 1219-1241; 1255-1275; 1256-1276; 1257-1275; 

1257-1277; 1258-1278; 1259-1279; 1260-1278; 1260-1280; 1261-1281; 1262-1282; 1263-1283; 1264-1282; 

1264-1284; 1265-1285; 1267-1285; 1266-1286; 1266-1288; 1267-1285; 1267-1287; 1268-1290; 1269-1289; 

1270-1290; 1271-1291; 1272-1292; 1273-1293; 1274-1294; 1275-1295; 1631-1653; 1738-1760; 1739-1761; 

1740-1760; 1740-1762; 1741-1763; 1744-1766; 1746-1766; 1750-1772; 1751-1773; 1752-1774; 1753-1775; 

1754-1776; 1755-1777; 1756-1778; 1757-1779; 1758-1780; 1759-1781; 1760-1782; 1761-1783; 1762-1782; 

1762-1784; 1763-1785; 1764-1786; 1765-1787; 1766-1786; 1766-1788; 1767-1787; 1768-1788; 1767-1789; 

1769-1789; 1770-1788; 1770-1790; 1771-1791; 1772-1792; 1815-1837; 1901-1923, 1920-1942, 1923-1945; 

2112-2130; 2169-2191; 2171-2191; 2176-2198, 2177-2199, 2178-2200; 2179-2201, 2180-2202; 2181-2203; 

2183-2205; 2184-2206; 2186-2208; 2239-2261; 2241-2263; 2242-2264; или 2243-2265 нуклеотидной после-

довательности SEQ ID NO: 1, а антисмысловая цепь содержит по меньшей мере 19 смежных нуклеотидов 

из соответствующей нуклеотидной последовательности SEQ ID NO: 2. 

В одном варианте осуществления антисмысловая цепь содержит по меньшей мере 15, например, 15, 

16, 17, 18, 19 или 20 смежных нуклеотидов, отличаясь не более чем на 0, 1, 2 или 3 нуклеотида от любой 

из антисмысловых цепей нуклеотидной последовательности дуплекса, выбранного из группы, состоящей 

из AD-517197.2; AD-517258.2; AD-516748.2; AD-516851.2; AD-519351.2; AD-519754.2; AD-519828.2; AD-

520018.2; AD-520035.2; AD-520062.2; AD-520064.2; AD-520065.2; AD-520067.2; AD-75289.2; AD-

520069.2; AD-520099.2; AD-67575.7; AD-520101.2; AD-67605.7; AD-1193323.1; AD-1193344.1; AD-

1193350.1; AD-1193365.1; AD-1193379.1; AD-1193407.1; AD-1193421.1; AD-1193422.1; AD-1193429.1; 

AD-1193437.1; AD-1193443.1; AD-1193471.1; и AD-1193481.1. 

В одном варианте осуществления антисмысловая цепь содержит по меньшей мере 15, например 15, 

16, 17, 18, 19 или 20 смежных нуклеотидов, отличаясь не более чем на 0, 1, 2 или 3 нуклеотида от любой 

из антисмысловых цепей нуклеотидной последовательности дуплекса, выбранного из группы, состоящей 

из AD-519345.1, AD-519346.1, AD-519347.1, AD-67554.7, AD-519752.3, AD-1010731.1, AD-1010732.1, 

AD-519343.1, AD-519344.1, AD-519349.1, AD-519350.1, AD-519753.2, AD-519932.1, AD-519935.2, AD-

520018.6, AD-517837.2, AD-805635.2, AD-519329.2, AD-520063.2, AD-519757.2, AD-805631.2, AD-

516917.2, AD-516828.2, AD-518983.2, AD-805636.2, AD-519754.7, AD-520062.2, AD-67575.9, AD-

518923.3, AD-520053.4, AD-519667.2, AD-519773.2, AD-519354.2, AD-520060.4, AD-520061.4, AD-

1010733.2, AD-1010735.2; AD-1193323.1; AD-1193344.1; AD-1193350.1; AD-1193365.1; AD-1193379.1; 

AD-1193407.1; AD-1193421.1; AD-1193422.1; AD-1193429.1; AD-1193437.1; AD-1193443.1; AD-

1193471.1; и AD-1193481.1. 

В одном аспекте настоящее изобретение относится к двухцепочечной рибонуклеиновой кислоте 

(дсРНК) для ингибирования экспрессии белка 3, содержащего пататин-подобный фосфолипазный домен, 

(PNPLA3), в клетке, где дсРНК содержит смысловую цепь и антисмысловую цепь, образующие двухце-

почечную область, где смысловая цепь содержит по меньшей мере 15 последовательных нуклеотидов, 

отличаясь не более чем на три нуклеотида от любой из последовательностей нуклеотидов 1200-1250, 

1205-1250, 11210-1250, 1200-1245, 1200-1240, 1200-1235, 1200-1237, 1205-1237, 1210-1232, 1212-1237, 
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1212-1234, 1250-1300, 1255-1300, 1260-1300, 1250-1295, 1250-1390, 1250-1285, 1250-1282, 1255-1282, 

1260-1282, 1262-1300, 1262-1295, 1262-1390 и 1262-1282 SEQ ID NO: 1, а антисмысловая цепь содержит 

по меньшей мере 15 смежных нуклеотидов из соответствующей нуклеотидной последовательности SEQ 

ID NO: 2. 

В одном варианте осуществления антисмысловая цепь содержит по меньшей мере 15, например 15, 

16, 17, 18, 19 или 20 смежных нуклеотидов, отличаясь не более чем на 0, 1, 2 или 3 нуклеотида от любой 

из антисмысловых цепей нуклеотидных последовательностей дуплекса, выбранной из группы, состоя-

щей из AD-519345, AD-1193350, AD-1193365, AD-1193437 и AD-519347. 

В одном варианте осуществления антисмысловая цепь содержит по меньшей мере 15, например 15, 

16, 17, 18, 19 или 20 смежных нуклеотидов, отличаясь не более чем на 0, 1, 2 или 3 нуклеотида от нук-

леотидной последовательности антисмысловой цепи дуплекса AD-519351. 

В одном варианте осуществления антисмысловая цепь содержит по меньшей мере 15, например 15, 

16, 17, 18, 19 или 20 смежных нуклеотидов, отличаясь не более чем на 0, 1, 2 или 3 нуклеотида от нук-

леотидной последовательности антисмысловой цепи дуплекса AD-1193350. 

В одном варианте осуществления антисмысловая цепь содержит по меньшей мере 15, например 15, 

16, 17, 18, 19 или 20 смежных нуклеотидов, отличаясь не более чем на 0, 1, 2 или 3 нуклеотида от нук-

леотидной последовательности антисмысловой цепи дуплекса AD-1193365. 

В одном варианте осуществления антисмысловая цепь содержит по меньшей мере 15, например 15, 

16, 17, 18, 19 или 20 смежных нуклеотидов, отличаясь не более чем на 0, 1, 2 или 3 нуклеотида от нук-

леотидной последовательности антисмысловой цепи дуплекса AD-1193437. 

В одном варианте осуществления антисмысловая цепь содержит по меньшей мере 15, например 15, 

16, 17, 18, 19 или 20 смежных нуклеотидов, отличающихся не более чем на 0, 1, 2 или 3 нуклеотида от 

нуклеотидной последовательности антисмысловой цепи дуплекса AD-519347. 

В одном варианте осуществления средство на основе дсРНК содержит по меньшей мере один мо-

дифицированный нуклеотид. 

В одном варианте осуществления по существу все нуклеотиды смысловой цепи; по существу все 

нуклеотиды антисмысловой цепи содержат модификацию; или по существу все нуклеотиды смысловой 

цепи и по существу все нуклеотиды антисмысловой цепи содержат модификацию. 

В одном варианте осуществления все нуклеотиды смысловой цепи содержат модификацию; все 

нуклеотиды антисмысловой цепи содержат модификацию; или все нуклеотиды смысловой цепи и все 

нуклеотиды антисмысловой цепи содержат модификацию. 

В одном варианте осуществления по меньшей мере один из модифицированных нуклеотидов вы-

бран из группы, состоящей из дезоксинуклеотида, 3'-концевого дезокситиминового (dT) нуклеотида, 2'-

О-метилмодифицированного нуклеотида, 2'-фтормодифицированного нуклеотида, 2'-дезоксимодифи-

цированного нуклеотида, заблокированного нуклеотида, разблокированного нуклеотида, конформацион-

но-ограниченного нуклеотида, ограниченного (недоступного) этилового нуклеотида, абазического нук-

леотида, 2'-аминомодифицированного нуклеотида, 2'-О-аллилмодифицированного нуклеотида, 2'-С-

алкилмодифицированного нуклеотида, 2'-гидроксимодифицированного нуклеотида, 2'-метоксиэтил-

модифицированного нуклеотида, 2'-О-алкилмодифицированного нуклеотида, морфолинонуклеотида, 

фосфорамидата, нуклеотида с неприродным основанием, тетрагидропиранмодифицированного нуклео-

тида, 1,5-ангидрогекситол-модифицированного нуклеотида, циклогексенилмодифицированного нуклео-

тида, нуклеотида, содержащего фосфоротиоатную группу, нуклеотида, содержащего метилфосфонатную 

группу, нуклеотида, содержащего 5'-фосфат, нуклеотида, содержащего миметик 5'-фосфата, термически 

дестабилизирующего нуклеотида, гликольмодифицированного нуклеотида (GNA), и 2-О-(N-

метилацетамид)модифицированного нуклеотида; и комбинации таковых. 

В одном варианте модификации нуклеотидов выбирают из группы, состоящей из LNA, HNA, 

CeNA, 2'-метоксиэтила, 2'-О-алкила, 2'-О-аллила, 2'-С-аллила, 2'-О-аллила, 2'-фторо, 2'-дезокси, 2'-

гидроксил и гликоля; и комбинаций таковых. 

В одном варианте осуществления по меньшей мере один из модифицированных нуклеотидов вы-

бран из группы, состоящей из дезоксинуклеотида, 2'-О-метилмодифицированного нуклеотида, 2'-

фтормодифицированного нуклеотида, 2'-дезоксимодифицированного нуклеотида, нуклеотида, модифи-

цированный гликолем (GNA), например, Ggn, Cgn, Tgn или Agn, и винилфосфонатного нуклеотида; и 

комбинаций таковых. 

В другом варианте осуществления по меньшей мере одна из модификаций нуклеотидов является 

термически дестабилизирующей модификацией нуклеотидов. 

В одном варианте осуществления термически дестабилизирующая модификация нуклеотида вы-

брана из группы, состоящей из абазической модификации; мисматча (несовпадения) с противоположным 

нуклеотидом в дуплексе; и дестабилизирующей модификации сахара, 2'-дезоксимодификации, ацикличе-

ского нуклеотида, разблокированных нуклеиновых кислот (UNA) и глицериновой нуклеиновой кислоты 

(GNA). 

В некоторых вариантах осуществления модифицированный нуклеотид содержит короткую после-

довательность 3'-концевых дезокситиминовых нуклеотидов (dT). 
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В некоторых вариантах осуществления модификации нуклеотидов представляют собой модифика-

ции 2'-О-метил, GNA и 2'-фторо. 

В некоторых вариантах осуществления средство на основе дсРНК дополнительно содержит по 

меньшей мере одну фосфоротиоатную межнуклеотидную связь. В некоторых вариантах осуществления 

средство на основе дсРНК содержит 6-8 фосфоротиоатных межнуклеотидных связей. В одном варианте 

осуществления фосфоротиоатная или метилфосфонатная межнуклеотидная связь находится на 3'-конце 

одной из цепей. Необязательно цепь представляет собой антисмысловую цепь. В другом варианте осу-

ществления цепь представляет собой смысловую цепь. В родственном варианте осуществления фосфо-

ротиоатная или метилфосфонатная межнуклеотидная связь находится на 5'-конце одной из цепей. Необя-

зательно цепь представляет собой антисмысловую цепь. В другом варианте осуществления цепь пред-

ставляет собой смысловую цепь. В другом варианте осуществления фосфоротиоатная или метилфосфо-

натная межнуклеотидная связь находится как на 5'-, так и на 3'-конце одной из цепей. Необязательно 

цепь представляет собой антисмысловую цепь. В другом варианте осуществления цепь представляет со-

бой смысловую цепь. 

Двухцепочечный участок может иметь длину 19-30 пар нуклеотидов, длину 19-25 пар нуклеотидов, 

длину 19-23 пар нуклеотидов; 23-27 пар нуклеотидов; или 21-23 пары нуклеотидов. 

В одном варианте осуществления каждая цепь независимо имеет длину не более 30 нуклеотидов. 

В одном варианте осуществления смысловая цепь имеет длину в 21 нуклеотид, а антисмысловая 

цепь имеет длину в 23 нуклеотида. 

Область комплементарности может иметь длину не менее 17 нуклеотидов; длину от 19 до 23 нук-

леотидов; или длину в 19 нуклеотидов. 

В одном варианте осуществления по меньшей мере одна из цепей содержит выступающий 3'-конец 

по меньшей мере из 1 нуклеотида. В другом варианте осуществления по меньшей мере одна из цепей 

содержит выступающий 3'-конец по меньшей мере из 2 нуклеотидов. 

В одном варианте осуществления средство на основе дсРНК дополнительно содержит лиганд. 

В одном варианте осуществления лиганд конъюгирован с 3'-концом смысловой цепи средства на 

основе дсРНК. 

В одном варианте осуществления лиганд представляет собой производное N-ацетилгалактозамина 

(GalNAc). 

В одном варианте осуществления лиганд представляет собой одно или более производных GalNAc, 

присоединенных через одновалентный, двухвалентный или трехвалентный разветвленный линкер. 

В одном варианте осуществления лиганд представляет собой 

 
В одном варианте осуществления средство на основе дсРНК конъюгирован с лигандом, как показа-

но на следующей схеме. 

, 

где X представляет собой О или S. 

В одном варианте осуществления X представляет собой О. 

В одном варианте осуществления средство на основе дсРНК дополнительно содержит по меньшей 

мере одну фосфоротиоатную или метилфосфонатную межнуклеотидную связь. 
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В одном варианте осуществления фосфоротиоатная или метилфосфонатная межнуклеотидная связь 

находится на 3'-конце одной из цепей, например антисмысловой цепи или смысловой цепи. 

В другом варианте осуществления фосфоротиоатная или метилфосфонатная межнуклеотидная 

связь находится на 5'-конце одной из цепей, например антисмысловой цепи или смысловой цепи. 

В одном варианте осуществления фосфоротиоатная или метилфосфонатная межнуклеотидная связь 

находится как на 5'-, так и на 3'-конце одной из цепей. В одном варианте осуществления цепь представ-

ляет собой антисмысловую цепь. 

В одном варианте осуществления пара оснований в положении 1 5'-конца антисмысловой цепи дуп-

лекса представляет собой пару оснований AU. 

Настоящее изобретение также относится к клеткам, содержащим любой из средств на основе 

дсРНК по изобретению и фармацевтическим композициям, содержащим любой из средств на основе 

дсРНК по изобретению. 

Фармацевтическая композиция по изобретению может включать средство на основе дсРНК в неза-

буференном растворе, например, физиологическом растворе или воде, или фармацевтическая компози-

ция по изобретению может включать средство на основе дсРНК в буферном растворе, например в бу-

ферном растворе, содержащем ацетат, цитрат, проламин, карбонат или фосфат или любую комбинацию 

таковых; или в фосфатно-солевом буфере (PBS). 

В одном аспекте настоящее изобретение относится к способу ингибирования экспрессии гена белка 

3, содержащего пататин-подобный фосфолипазный домен (PNPLA3), в клетке. Способ включает приве-

дение клетки в контакт с любой из дсРНК по изобретению или с любой из фармацевтических компози-

ций по изобретению, ингибирующих экспрессию гена PNPLA3 в клетке. 

В одном варианте осуществления клетка находится внутри субъекта, например, человека, напри-

мер, субъекта, страдающего расстройством, связанным с белком 3, содержащим пататин-подобный фос-

фолипазный домен (PNPLA3), таким как заболевание, ассоциированное с белком 3, содержащим пата-

тин-подобный фосфолипазный домен (PNPLA3), и выбранное из группы, состоящей из жировой дистро-

фии печени (стеатоза), неалкогольного стеатогепатита (NASH), цирроза печени, накопления жира в пе-

чени, воспаления печени, гепатоцеллюлярного некроза, фиброза печени, ожирения или неалкогольной 

жировой болезни печени (NAFLD). 

В одном варианте осуществления контакт клетки с агентом дсРНК ингибирует экспрессию PNPLA3 

по меньшей мере на 50, 60, 70, 80, 90 или 95%. 

В одном варианте ингибирование экспрессии PNPLA3 снижает уровень белка PNPLA3 в сыворотке 

субъекта по меньшей мере на 50, 60, 70, 80, 90 или 95%. 

В одном аспекте настоящее изобретение относится к способу лечения субъекта, страдающего рас-

стройством, при котором было бы полезно снижение экспрессии белка 3, содержащего пататин-

подобный фосфолипазный домен (PNPLA3). Способ включает введение субъекту терапевтически эффек-

тивного количества любой из двухцепочечных РНК (дсРНК) по изобретению или любой из фармацевти-

ческих композиций по изобретению, что тем самым способствует излечению субъекта, страдающего рас-

стройством, для которого было бы полезно снижение экспрессии PNPLA3. 

В другом аспекте настоящее изобретение относится к способу предотвращения по меньшей мере 

одного симптома у субъекта, страдающего заболеванием, при котором было бы полезно снижение экс-

прессии белка 3, содержащего пататин-подобный фосфолипазный домен (PNPLA3). Способ включает 

введение субъекту профилактически эффективного количества любой из двухцепочечных РНК (дсРНК) 

по изобретению или любой из фармацевтических композиций по изобретению, что тем самым предот-

вращает по меньшей мере один симптом у субъекта, страдающего расстройством, при котором было бы 

полезно снижение экспрессии PNPLA3. 

В одном варианте осуществления расстройство представляет собой расстройство, связанное с бел-

ком 3, содержащим пататин-подобный фосфолипазный домен (PNPLA3), например, расстройство, свя-

занное с белком 3, содержащим пататин-подобный фосфолипазный домен (PNPLA3), выбранное из 

группы, состоящей из жировой дистрофии печени (стеатоза), неалкогольного стеатогепатита (NASH), 

цирроза печени, накопления жира в печени, воспаления печени, гепатоцеллюлярного некроза, фиброза 

печени, ожирения или неалкогольной жировой болезни печени (NAFLD). 

В одном варианте осуществления расстройство, связанное с PNPLA3, представляет собой NAFLD. 

В одном варианте осуществления субъектом является человек. 

В одном варианте осуществления средство на основе дсРНК вводят субъекту в дозе от примерно 

0,01 мг/кг до примерно 50 мг/кг. 

В одном варианте осуществления средство на основе дсРНК вводят субъекту подкожно. 

В одном варианте осуществления способы по изобретению включают дополнительное определение 

уровня PNPLA3 в образце(ах) субъекта. 

В одном варианте осуществления уровень белка 3, содержащего пататин-подобный фосфолипазный 

домен (PNPLA3) в образце(ах) субъекта, представляет собой уровень белка 3, содержащего пататин-

подобный фосфолипазный домен (PNPLA3) в образце(ах) крови или сыворотки. 

В некоторых вариантах осуществления способы по изобретению дополнительно включают введе-
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ние субъекту дополнительного терапевтического агента. В другом варианте осуществления дополни-

тельное терапевтический агент выбран из группы, состоящей из ингибитора HMG-CoA-редуктазы, фиб-

рата, секвестранта желчных кислот, ниацина, антитромбоцитарного средства, ингибитора ангиотензин-

превращающего фермента, антагониста рецептора ангиотензина II, ингибитора ацил-КоА холестерин-

ацетилтрансферазы (АСАТ), ингибитора абсорбции холестерина, ингибитора белка-переносчика эфира 

холестерина (СЕТР), ингибитора микросомального белка-переносчика триглицеридов (МТТР), модуля-

тора холестерина, модулятора желчных кислот, агониста рецептора, активируемого пролиферацией пе-

роксисом (PPAR), генной терапии, комплексного васкулярного протектанта, ингибитора гликопротеина 

IIb/IIIa, аспирин- или аспириноподобного соединения, ингибитора IBAT, ингибитора скваленсинтазы, 

ингибитора моноцитарного хемоаттрактантного белка (MCP)-I или рыбьего жира. 

Настоящее изобретение также относится к наборам, включающим любую из дсРНК по изобретению 

или любую из фармацевтических композиций по изобретению, и, необязательно, инструкции по приме-

нению. 

Краткое описание чертежей 

Фиг. 1 представляет собой график, показывающий уровни человеческой мРНК PNPLA3 у мышей 

(n=3 в группе), которым подкожно вводили разовую дозу 3 мг/кг или 10 мг/кг указанных дуплексов 

дсРНК на 7-й или 14-й день после введения дозы. Уровни человеческой мРНК PNPLA3 показаны отно-

сительно контрольных уровней, обнаруженных при обработке PBS. 

Фиг. 2 представляет собой график, показывающий уровни человеческой мРНК PNPLA3 у мышей 

(n=3 в группе), которым подкожно вводили разовую дозу указанных дуплексов дсРНК на 7-й день после 

введения дозы, как описано в примере 3. Уровни человеческой мРНК PNPLA3 показаны относительно 

контрольных уровней, обнаруженных при обработке PBS. 

Фиг. 3 представляет собой график, показывающий уровни человеческой мРНК PNPLA3 у мышей 

(n=3 в группе), которым подкожно вводили разовую дозу 10 мг/кг указанных дуплексов дсРНК на 7-й 

день после введения дозы. Уровни человеческой мРНК PNPLA3 показаны относительно контрольных 

уровней, обнаруженных при обработке PBS. 

Фиг. 4 представляет собой график, показывающий уровни человеческой мРНК PNPLA3 у мышей 

(n=3 в группе), которым подкожно вводили одну дозу 10 мг/кг или несколько доз 10 мг/кг указанных 

дуплексов дсРНК на 7-й день после введения дозы, как описано в примере 3. Уровни человеческой мРНК 

PNPLA3 показаны относительно контрольных уровней, обнаруженных при обработке PBS. 

Фиг. 5 представляет собой график, показывающий уровни человеческой мРНК PNPLA3 у мышей 

(n=3 в группе), которым подкожно вводили однократную дозу 10 мг/кг указанных дуплексов дсРНК на 7-

й день после введения дозы. Уровни мРНК PNPLA3 человека показаны относительно контрольных уров-

ней, обнаруженных при обработке PBS. 

Фиг. 6 представляет собой график, показывающий уровни человеческой мРНК PNPLA3 у мышей 

(n=3 в группе), которым подкожно вводили однократную дозу 10 мг/кг указанных дуплексов дсРНК на 7-

й день после введения дозы. Уровни человеческой мРНК PNPLA3 показаны относительно контрольных 

уровней, обнаруженных при обработке PBS. 

Фиг. 7 представляет собой график, показывающий уровни человеческой мРНК PNPLA3 у мышей 

(n=3 в группе), которым подкожно вводили однократную дозу 10 мг/кг указанных дуплексов дсРНК на 7-

й день после введения дозы. Уровни мРНК PNPLA3 показаны относительно контрольных уровней, обна-

руженных при обработке PBS. 

Подробное описание изобретения 

Настоящее изобретение относится к композициям иРНК, воздействующих на расщепление РНК-

транскриптов гена белка 3, содержащего пататин-подобный фосфолипазный домен, (PNPLA3) опосредо-

ванное РНК-индуцируемым комплексом сайленсинга (RISC). Ген может находиться внутри клетки, на-

пример, клетки субъекта, такого как человек. Использование этих иРНК обеспечивает целенаправленную 

деградацию мРНК соответствующего гена (гена белка 3, содержащего пататин-подобный фосфолипаз-

ный домен, (PNPLA3)) у млекопитающих. 

иРНК по изобретению были разработаны для нацеливания на ген белка 3 человека, содержащего 

патин-подобный фосфолипазный домен (PNPLA3), включая части гена, консервативные в ортологах 

белка 3 человека, содержащего патин-подобный фосфолипазный домен (PNPLA3), принадлежащих дру-

гим видам млекопитающих. Без ограничения теорией считается, что комбинация или субкомбинация 

вышеуказанных свойств и конкретных сайтов-мишеней или специфических модификаций в этих иРНК 

придают иРНК по изобретению повышенную эффективность, стабильность, активность, долговечность, 

и безопасность. 

Соответственно, настоящее изобретение относится к способам лечения и профилактики заболева-

ний, связанных с белком 3, содержащим пататин-подобный фосфолипазный домен, (PNPLA3), например, 

таких как жировой гепатоз (стеатоз), неалкогольный стеатогепатит (NASH), цирроз печени, накопление 

жира в печени, воспаление печени, гепатоцеллюлярный некроз, фиброз печени, ожирение или неалко-

гольная жировая болезнь печени (NAFLD) с использованием композиций иРНК, воздействующих на 

расщепление РНК-транскриптов гена PNPLA3, опосредованное РНК-индуцированным комплексом сай-
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ленсинга (RISC). 

иРНК по изобретению включают цепь РНК (антисмысловую цепь), имеющую участок длиной при-

мерно до 30 нуклеотидов или меньше, например, 19-30, 19-29, 19-28, 19-27, 19-26, 19-25, 19-24, 19-23, 19-

22, 19-21, 19-20, 20-30, 20-29, 20-28, 20-27, 20-26, 20-25, 20-24,20-23, 20-22, 20-21, 21-30, 21-29, 21-28, 21-

27, 21-26, 21-25, 21-24, 21-23 или 21-длиной 22 нуклеотида, причем эта область по существу комплемен-

тарна по меньшей мере части транскрипта мРНК гена PNPLA3. 

В некоторых вариантах осуществления одна или обе цепи двухцепочечных RNAi агентов по изо-

бретению имеют длину до 66 нуклеотидов, например, 36-66, 26-36, 25-36, 31-60, 22-43, 27-53 нуклеотида 

в длину, с областью, состоящей по меньшей мере из 19 последовательных нуклеотидов, которая по су-

ществу комплементарна по меньшей мере части транскрипта мРНК гена PNPLA3. В некоторых вариан-

тах осуществления такие иРНК агенты, имеющие более длинные антисмысловые цепи, предпочтительно 

могут включать вторую цепь РНК (смысловую цепь) длиной 20-60 нуклеотидов, где смысловая и анти-

смысловая цепи образуют дуплекс из 18-30 смежных нуклеотидов. 

Использование иРНК по изобретению делает возможным целенаправленную деградацию мРНК со-

ответствующего гена (гена PNPLA3) у млекопитающих. Используя анализы in vitro, авторы настоящего 

изобретения продемонстрировали, что иРНК, нацеленные на ген PNPLA3, могут эффективно регулиро-

вать RNAi, что приводит к значительному ингибированию экспрессии гена PNPLA3. Таким образом, 

способы и композиции, включающие эти иРНК, применимы для лечения субъекта, имеющего расстрой-

ство, связанное с PNPLA3, например, жировой гепатоз (стеатоз), неалкогольный стеатогепатит (NASH), 

цирроз печени, накопление жира в печени, воспаление печени, гепатоцеллюлярный некроз, фиброз пече-

ни, ожирение или неалкогольная жировая болезнь печени (NAFLD). 

Соответственно, настоящее изобретение относится к способам и комбинированной терапии для ле-

чения субъекта, страдающего заболеванием, при котором было бы полезно ингибировать или снижать 

экспрессию гена PNPLA3, например, заболеванием, ассоциированным с белком 3, содержащим пататин-

подобный фосфолипазный домен, (PNPLA3), такого как жировая дистрофия печени (стеатоз), неалко-

гольный стеатогепатит (NASH), цирроз печени, накопление жира в печени, воспаление печени, гепато-

целлюлярный некроз, фиброз печени, ожирение или неалкогольная жировая болезнь печени (NAFLD) 

при использовании композиций иРНК, влияющих на расщепление РНК-транскриптов гена PNPLA3 опо-

средованное РНК-индуцированным комплексом сайленсинга (RISC). 

Настоящее изобретение также относится к способам для предотвращения по меньшей мере одного 

симптома у субъекта, страдающего заболеванием, при котором было бы полезно ингибировать или сни-

жать экспрессию гена PNPLA3, таким как, например, жировая дистрофия печени (стеатоз), неалкоголь-

ный стеатогепатит (NASH), цирроз печени, накопление жира в печени, воспаление печени, гепатоцеллю-

лярный некроз, фиброз печени, ожирение или неалкогольная жировая болезнь печени (NAFLD). Напри-

мер, у субъекта, страдающего NAFLD, способы по настоящему изобретению могут уменьшить по мень-

шей мере один симптом, например усталость, слабость, потерю веса, потерю аппетита, тошноту, боль в 

животе, появление паукообразных кровеносных сосудов, пожелтение кожи и глаз (желтуха), зуд, скопле-

ние жидкости и отек ног (отек), вздутие живота (асцит) и спутанность сознания. 

Следующее подробное описание раскрывает способы получения и применения композиций, содер-

жащих иРНК, для ингибирования экспрессии гена PNPLA3, а также сами композиции, применения тако-

вых и способы лечения субъектов, которым было бы полезно ингибирование и/или снижение экспрессии 

гена PNPLA3, например, субъектов, предрасположенные к расстройству, связанному с PNPLA3, или ди-

агностированных таким заболеванием. 

I. Определения. 

Для облегчения понимания настоящего изобретения вначале даются определения некоторых тер-

минов. Кроме того, следует отметить, что всякий раз, когда указывается значение или диапазон значений 

параметра, подразумевается, что значения и диапазоны, промежуточные по отношению к указанным 

значениям, также являются частью настоящего изобретения. 

Формы единственного числа используются здесь для обозначения одного или более чем одного (т.е. 

по меньшей мере одного) грамматического объекта. Например, "элемент" означает один элемент или 

более одного элемента, например множество элементов. 

Термин "включая" используется здесь для обозначения фразы "включая, без ограничения таковым" 

и используется взаимозаменяемо с таковой. 

Термин "или" используется здесь для обозначения "и/или", и используется взаимозаменяемо с тер-

мином "и/или", если контекст явно не указывает иное. Например, "смысловая цепь или антисмысловая 

цепь" понимается как "смысловая цепь или антисмысловая цепь или смысловая цепь и антисмысловая 

цепь". 

Термин "примерно/приблизительно" используется здесь для обозначения допусков в пределах ти-

пичных диапазонов в данной области техники. Например, "примерно/приблизительно" можно понимать 

как около 2 стандартных отклонений от среднего значения. В некоторых вариантах осуществления "при-

близительно" означает +10%. В некоторых вариантах осуществления "примерно" означает +5%. Когда 

"примерно/приблизительно" присутствует перед рядом чисел или диапазоном, подразумевается, что 
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"примерно/приблизительно" может модифицировать каждое из чисел в ряду или диапазоне. 

Термин "по меньшей мере" перед числом или серией чисел понимается как включающий число, со-

седнее с термином "по меньшей мере", и все последующие числа или целые числа, которые могут быть 

включены логически, как понимается из контекста. Например, количество нуклеотидов в молекуле нук-

леиновой кислоты должно быть целым числом. Например, "по меньшей мере 19 нуклеотидов из 21-

нуклеотидной молекулы нуклеиновой кислоты" означает, что 19, 20 или 21 нуклеотид обладают указан-

ным свойством. Когда "по меньшей мере" присутствует перед рядом чисел или диапазоном, подразуме-

вается, что "по меньшей мере" может модифицировать каждое из чисел в ряду или диапазоне. 

Используемые здесь термины "не более чем" или "менее" понимаются как значение, следующее за 

данной фразой, и означает логические меньшие значения или целые числа, по логике вытекающие из 

контекста, вплоть до нуля. Например, дуплекс с выступающим элементом "не более 2 нуклеотидов" име-

ет выступающий конец длиной в 2, 1 или 0 нуклеотидов. Когда "не более чем" присутствует перед рядом 

чисел или диапазоном, подразумевается, что "не более чем" может изменить каждое из чисел в ряду или 

диапазоне. Используемые здесь диапазоны включают как верхний, так и нижний предел. 

Используемые здесь методы обнаружения могут включать определение того, что количество при-

сутствующего анализируемого вещества ниже уровня обнаружения метода. 

В случае конфликта между указанным сайтом-мишенью и нуклеотидной последовательностью 

смысловой или антисмысловой цепи указанная последовательность имеет приоритет. 

В случае конфликта между последовательностью и ее указанным сайтом в транскрипте или другой 

последовательности приоритет имеет нуклеотидная последовательность, указанная в описании. 

Используемый здесь термин "белок 3, содержащий пататин-подобный фосфолипазный домен", ис-

пользуемый взаимозаменяемо с термином "PNPLA3", относится к хорошо известному гену, кодирующе-

му триацилглицероллипазу, опосредующую гидролиз триацилглицерина в адипоцитах. 

Типовые нуклеотидные и аминокислотные последовательности PNPLA3 можно найти, например, в 

GenBank, следующим образом: номер доступа NM_025225.2 (Homo sapiens PNPLA3; SEQ ID NO: 1; ком-

плементарная цепь: SEQ ID NO: 2); номер доступа GenBank NM_054088.3 (Mus musculus PNPLA3; SEQ 

ID NO: 3; комплементарная цепь: SEQ ID NO: 4); номер доступа GenBank NM_001282324.1 (Rattus 

norvegicus PNPLA3; SEQ ID NO: 5; комплементарная цепь: SEQ ID NO: 6); номер доступа GenBank 

XM_005567051.1 (Macaca fascicularis PNPLA3, SEQ ID NO: 7; комплементарная цепь: SEQ ID NO: 8); 

Номер доступа GenBank XM_001109144.2 (Macaca mulatta PNPLA3, SEQ ID NO: 9; комплементарная 

цепь: SEQ ID NO: 10); и номер доступа GenBank XM_005567052.1 (Macaca fascicularis PNPLA3, SEQ ID 

NO: 11; комплементарная цепь: SEQ ID NO: 12). 

Дополнительные примеры последовательностей мРНК PNPLA3 легко получить в общедоступных 

базах данных, например, GenBank, UniProt, 0MIM и на веб-сайте проекта генома Macaca. 

Дополнительную информацию о PNPLA3 можно найти, например, на сайте 

www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=pnpla3. 

Полное содержание каждого из вышеуказанных регистрационных номеров доступа GenBank и но-

меров базы данных Gene database включено в настоящее описание посредством ссылки на дату подачи 

настоящей заявки. 

Используемый здесь термин PNPLA3 также относится к вариациям гена PNPLA3, включая вариан-

ты, представленные в базе данных SNP. Были идентифицированы многочисленные вариации последова-

тельностей в гене PNPLA3, которые можно найти, например, в NCBI dbSNP и UniProt (см., например, 

www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/?term=pnpla3, полное содержание которых включено в настоящее описание 

посредством ссылки, на дату подачи настоящей заявки. 

Используемый здесь термин "последовательность-мишень" относится к непрерывной части нуклео-

тидной последовательности молекулы мРНК, образованной во время транскрипции гена PNPLA3, вклю-

чая мРНК, которая является продуктом процессинга РНК первичного продукта транскрипции. Целевая 

часть последовательности должна быть, по меньшей мере, достаточно длинной, чтобы служить субстра-

том для направленного иРНК расщепления на той части нуклеотидной последовательности молекулы 

мРНК, которая образуется во время транскрипции гена PNPLA3, или рядом с таковой. В одном варианте 

осуществления целевая последовательность находится в кодирующей белок области PNPLA3. 

Последовательность-мишень может иметь длину приблизительно 19-36 нуклеотидов, например 

предпочтительно приблизительно 19-30 нуклеотидов. Например, целевая последовательность может со-

стоять приблизительно из 19-30 нуклеотидов, 19-30, 19-29, 19-28, 19-27, 19-26, 19-25, 19-24, 19-23, 19-22, 

19-21, 19-20, 20-30, 20-29, 20-28, 20-27, 20-26, 20-25, 20-24, 20-23, 20-22, 20-21, 21-30, 21-29, 21-28, 21-27, 

21-26, 21-25, 21-24, 21-23 или 21-22 нуклеотидов в длину. В некоторых вариантах осуществления целевая 

последовательность имеет длину 19-23 нуклеотида, необязательно 21-23 нуклеотида. Диапазоны и дли-

ны, промежуточные по отношению к указанным выше диапазонам и длинам, также рассматриваются как 

часть раскрытия. 

Используемый здесь термин "цепь, содержащая последовательность" относится к олигонуклеотиду, 

содержащему цепь нуклеотидов, которая описывается последовательностью, на которую предоставлена 

ссылка, с использованием стандартной номенклатуры нуклеотидов. 
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"G", "С", "А", "Т" и "U" обычно обозначают нуклеотид, содержащий в качестве основания гуанин, 

цитозин, аденин, тимидин и урацил соответственно. Однако следует понимать, что термин "рибонуклео-

тид" или "нуклеотид" может также относиться к модифицированному нуклеотиду, как более подробно 

описано ниже, или к суррогатной замещающей части (см., например, табл. 1). Специалисту в данной об-

ласти техники хорошо известно, что гуанин, цитозин, аденин и урацил могут быть заменены другими 

фрагментами без существенного изменения свойств спаривания оснований олигонуклеотида, содержа-

щего нуклеотид, несущий такой фрагмент замены. Например, без ограничения, нуклеотид, содержащий в 

качестве основания инозин, может образовывать пару оснований с нуклеотидами, содержащими аденин, 

цитозин или урацил. Следовательно, нуклеотиды, содержащие урацил, гуанин или аденин, могут быть 

заменены в нуклеотидных последовательностях двухцепочечной РНК, представленных в изобретении, 

нуклеотидом, содержащим, например, инозин. В другом примере аденин и цитозин в любом месте оли-

гонуклеотида могут быть заменены гуанином и урацилом, соответственно, с формированием спаривания 

Wobble G-U пары оснований с мРНК-мишенью. Последовательности, содержащие такие замещающие 

фрагменты, подходят для композиций и способов, представленных в изобретении. 

Термины "иРНК", "агент РНКи", "агент иРНК", "агент РНК-интерференции", используемые здесь 

взаимозаменяемо, относятся к агенту, содержащему РНК, как этот термин определен в настоящем изо-

бретении, который опосредует направленное расщепление РНК транскрипта с помощью РНК-

индуцированного комплекса сайленсинга (RISC). иРНК направляет специфичную для последовательно-

сти деградацию мРНК посредством процесса, известного как РНК-интерференция (РНКи). иРНК моду-

лирует, например, ингибирует экспрессию гена PNPLA3 в клетке, например, в клетке субъекта, такого 

как субъект-млекопитающее. 

В одном варианте осуществления агент РНК-интерференции по изобретению включает одноцепо-

чечную РНК, которая взаимодействует с последовательностью РНК-мишени, например, последователь-

ностью мРНК-мишени PNPLA3, чтобы направлять расщепление РНК-мишени. Без ограничения теорией, 

полагают, что длинная двухцепочечная РНК, введенная в клетки, расщепляется на siPHK эндонуклеазой 

типа III, известной как Dicer (Sharp et al. (2001) Genes Dev. 15:485). Dicer, фермент, подобный рибонук-

леазе-III, процессирует дсРНК в короткие интерферирующие РНК из 19-23 пар оснований с характерны-

ми 3'-выступами из двух оснований (Bernstein, et al., (2001) Nature 409:363). Затем эти siPHKs включают-

ся в РНК-индуцируемый комплекс сайленсинга (RISC), где одна или несколько геликаз раскручивают 

дуплекс siPHKs, позволяя комплементарной антисмысловой цепи управлять распознаванием мишени 

(Nykanen, et al., (2001) Cell 107:309). При связывании с соответствующей мРНК-мишенью одна или не-

сколько эндонуклеаз RISC расщепляют мишень, обеспечивая сайленсинг (Elbashir, et al., (2001) Genes 

Dev. 15:188). Таким образом, в одном аспекте изобретение относится к одноцепочечной РНК (siPHK), 

генерируемой в клетке и способствующей образованию комплекса RISC для осуществления сайленсинга 

гена-мишени, т.е. гена PNPLA3. Соответственно, термин "siPHK" также используется в настоящем доку-

менте для обозначения iPHK, как описано выше. 

В некоторых вариантах осуществления РНКи агент может представлять собой одноцепочечную si-

PHK (ssРНКи, single-stranded siRNA), которую вводят в клетку или организм для ингибирования мРНК-

мишени. Агенты одноцепочечной РНКи связываются с эндонуклеазой RISC, Argonaute 2, которая затем 

расщепляет мРНК-мишень. Одноцепочечные siPHK обычно состоят из 15-30 нуклеотидов и являются 

химически модифицированными. Дизайн и тестирование одноцепочечных siPHKs описаны в патенте 

США № 8101348 и в Lima et al, (2012) Cell 150:883-894, полное содержание каждого из которых включе-

но в настоящее описание посредством ссылки. Любая из антисмысловых нуклеотидных последователь-

ностей, описанных в настоящем изобретении, может быть использована в виде одноцепочечной siPHK, 

как описано в настоящем изобретении, или может быть химически модифицирована способами, описан-

ными в Lima et al, (2012) Cell 150:883-894. 

В некоторых вариантах осуществления "иРНК" для использования в композициях, применениях и 

способах по изобретению представляет собой двухцепочечную РНК и упоминается в настоящем изобре-

тении как "средство на основе двухцепочечной РНК", "молекула двухцепочечной РНК (дсРНК)", "сред-

ство на основе дсРНК" или "дсРНК". Термин "дсРНК" относится к комплексу молекул рибонуклеиновой 

кислоты, имеющих дуплексную структуру, состоящую из двух антипараллельных по существу компле-

ментарных цепей нуклеиновой кислоты, имеющих "смысловую" и "антисмысловую" ориентацию по от-

ношению к РНК-мишени, то есть гену PNPLA3. В некоторых вариантах осуществления изобретения 

двухцепочечная РНК (дсРНК) запускает деградацию РНК-мишени, например, мРНК, посредством меха-

низма посттранскрипционного подавления генов, называемого в настоящем изобретении РНК-

интерференцией или РНКи. 

Как правило, большинство нуклеотидов каждой цепи молекулы двухцепочечной РНК представляют 

собой рибонуклеотиды, но, как подробно описано в настоящем изобретении, каждая или обе цепи могут 

также включать один или более "нерибонуклеотидов", таких как, например, дезоксирибонуклеотид или 

модифицированный нуклеотид. Кроме того, в рамках изобретения, "иРНК" может включать рибонуклео-

тиды с химическими модификациями; иРНК может включать существенные модификации нескольких 

нуклеотидов. Используемый здесь термин "модифицированный нуклеотид" относится к нуклеотиду, 
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имеющему независимо модифицированный сахарный фрагмент, модифицированную межнуклеотидную 

связь или модифицированное азотистое основание, или любую комбинацию таковых. Таким образом, 

термин "модифицированный нуклеотид" включает замены, добавления или удаления, например, функ-

циональных групп или атомов в межнуклеозидных связях, фрагментах сахара или азотистых основаниях. 

Модификации, подходящие для использования в агентах по изобретению, включают все типы модифи-

каций, раскрытые в настоящем изобретении или известных в данной области техники. Любые такие мо-

дификации, используемые в молекуле типа siPHK, охватываются термином "иРНК" или "агент РНК-

интерференции" для целей настоящего описания и формулы изобретения. 

В некоторых вариантах осуществления настоящего изобретения включение дезоксинуклеотида, ес-

ли он присутствует в агенте РНК-интерференции, может рассматриваться как включение модифициро-

ванного нуклеотида. 

Участок дуплекса может иметь любую длину, которая обеспечивает специфическую деградацию 

желаемой РНК-мишени посредством пути RISC, и может иметь длину от приблизительно 19 до 36 пар 

оснований, например, длину приблизительно 19-30 пар оснований, например, около 9, 10, 11, 12, 13, 14, 

15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35 или 36 пар оснований, напри-

мер, приблизительно 19-30, 19-29, 19-28, 19-27, 19-26, 19-25, 19-24, 19-23, 19-22, 19-21, 19-20, 20-30, 20-

29, 20-28, 20-27, 20-26, 20-25, 20-24, 20-23, 20-22, 20-21, 21-30, 21-29, 21-28, 21-27, 21-26, 21-25, 21-24, 21-

23 или 21-22 пары оснований. В некоторых вариантах осуществления длина дуплексной области состав-

ляет 19-21 пару оснований, например, 21 пару оснований. Диапазоны и длины, промежуточные по отно-

шению к указанным выше диапазонам и длинам, также являются частью раскрытия. 

Две цепи, образующие дуплексную структуру, могут быть разными частями одной большей моле-

кулы РНК или отдельными молекулами РНК. Если две цепи являются частью одной большей молекулы 

и, следовательно, связаны непрерывной цепочкой нуклеотидов между 3'-концом одной нити и 5'-концом 

соответствующей другой нити, образуя дуплексную структуру, соединительная цепь РНК называется 

"петля-шпилька". Петля-шпилька может содержать по меньшей мере один неспаренный нуклеотид. В 

некоторых вариантах осуществления петля-шпилька может содержать по меньшей мере 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 

9, 10, 20, 23 или более неспаренных нуклеотидов. В некоторых вариантах осуществления петля-шпилька 

может состоять из 10 или менее нуклеотидов. В некоторых вариантах петля-шпилька может состоять из 8 

или менее неспаренных нуклеотидов. В некоторых вариантах осуществления петля-шпилька может со-

стоять из 4-10 неспаренных нуклеотидов. В некоторых вариантах осуществления петля-шпилька может 

состоять из 4-8 нуклеотидов. 

Когда две по существу комплементарные нити дсРНК состоят из отдельных молекул РНК, эти мо-

лекулы не обязательно должны быть ковалентно связаны, но могут быть ковалентно связаны. Если две 

цепи соединены ковалентно другими способами, кроме непрерывной цепи нуклеотидов между 3'-концом 

одной цепи и 5'-концом соответствующей другой цепи, образующей дуплексную структуру, такую со-

единительную структуру называют "линкер". Цепи РНК могут иметь одинаковое или разное количество 

нуклеотидов. Максимальное количество пар оснований равно количеству нуклеотидов в самой короткой 

цепи дсРНК за вычетом любых выступов, присутствующих в дуплексе. В дополнение к дуплексной 

структуре РНКи может содержать один или более выступающих нуклеотидов. В одном варианте осуще-

ствления агента РНК-интерференции по меньшей мере одна цепь содержит 3'-выступ по меньшей мере 

из 1 нуклеотида. В другом варианте осуществления по меньшей мере одна цепь содержит 3'-выступ по 

меньшей мере из 2 нуклеотидов, например 2, 3, 4, 5, 6, 7, 9, 10, 11, 12, 13, 14 или 15 нуклеотидов. В дру-

гих вариантах осуществления по меньшей мере одна цепь агента РНК-интерференции содержит 5'-

выступ по меньшей мере из 1 нуклеотида. В некоторых вариантах осуществления по меньшей мере одна 

цепь содержит 5'-выступ по меньшей мере из 2 нуклеотидов, например 2, 3, 4, 5, 6, 7, 9, 10, 11, 12, 13, 14 

или 15 нуклеотидов. В других вариантах осуществления как 3'-, так и 5'-концы одной цепи агента РНК-

интерференции содержат выступ по меньшей мере из 1 нуклеотида. 

В некоторых вариантах осуществления иРНК агент по изобретению представляет собой дсРНК, ка-

ждая цепь которого содержит 19-23 нуклеотида, которые взаимодействует с последовательностью РНК-

мишени, например, гена PNPLA3, для направления расщепления РНК-мишени. 

В некоторых вариантах осуществления иРНК по изобретению представляет собой дсРНК из 24-30 

нуклеотидов, которая взаимодействует с последовательностью РНК-мишени, например, последователь-

ностью мРНК-мишени PNPLA3, направляя расщепление РНК-мишени. 

Используемый здесь термин "нуклеотидный выступ" относится по меньшей мере к одному неспа-

ренному нуклеотиду, выступающему из дуплексной структуры двухцепочечной иРНК. Например, если 

3'-конец одной цепи дсРНК выходит за пределы 5'-конца другой цепи или наоборот, то возникает нук-

леотидный выступ (выступающий нуклеотид). дсРНК может содержать выступ по меньшей мере из од-

ного нуклеотида; альтернативно выступающий конец может содержать по меньшей мере два нуклеотида, 

по меньшей мере три нуклеотида, по меньшей мере четыре нуклеотида, по меньшей мере пять нуклеоти-

дов или более. Выступающий нуклеотид может содержать или состоять из аналога нуклеоти-

да/нуклеозида, включая дезоксинуклеотид/нуклеозид. Выступающий(ие) конец(цы) может находиться на 

смысловой цепи, антисмысловой цепи или любой комбинации таковых. Более того, нуклеотид(ы) высту-
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пающего конца могут находиться на 5'-конце, 3'-конце или на обоих концах либо антисмысловой, либо 

смысловой цепи дсРНК. 

В одном варианте осуществления антисмысловая цепь дсРНК имеет 1-10 нуклеотидов, например 1, 

2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 или 10 нуклеотидов, выступающих на 3'-конце или 5'-конце. В одном варианте смы-

словая цепь дсРНК имеет 1-10 нуклеотидов, например 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 или 10 нуклеотидов, высту-

пающих на 3'-конце или 5'-конец. В другом варианте осуществления один или более нуклеотидов на вы-

ступающем конце заменены нуклеозидтиофосфатом. 

В некоторых вариантах осуществления антисмысловая цепь дсРНК имеет 1-10 нуклеотидов, на-

пример 0-3, 1-3, 2-4, 2-5, 4-10, 5-10, например 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 или 10 нуклеотидов, выступающие на 

3'-конце или на 5'-конце. В одном варианте смысловая цепь дсРНК имеет 1-10 нуклеотидов, например 1, 

2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 или 10 нуклеотидов, выступающих на 3'-конце или 5'-конец. В другом варианте осуще-

ствления один или более нуклеотидов на выступающем конце заменены нуклеозидтиофосфатом. 

В некоторых вариантах осуществления антисмысловая цепь дсРНК имеет 1-10 нуклеотидов, на-

пример 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 или 10 нуклеотидов, выступающих на 3'-конце или 5'-конце. В некоторых 

вариантах осуществления выступающий конец на смысловой или антисмысловой цепи, или на обеих, 

может включать удлиненные участки длиной более 10 нуклеотидов, например 1-30 нуклеотидов, 2-30 

нуклеотидов, 10-30 нуклеотидов, 10-25 нуклеотидов, 10 -20 нуклеотидов, или 10-15 нуклеотидов в длину. 

В некоторых вариантах осуществления удлиненный выступ находится на смысловой нити дуплекса. В 

некоторых вариантах осуществления на 3'-конце смысловой нити дуплекса присутствует удлиненный 

выступ. В некоторых вариантах осуществления на 5'-конце смысловой нити дуплекса присутствует уд-

линенный выступ. В некоторых вариантах осуществления удлиненный выступ находится на антисмы-

словой цепи дуплекса. В некоторых вариантах осуществления на 3'-конце антисмысловой цепи дуплекса 

присутствует удлиненный выступ. В некоторых вариантах осуществления на 5'-конце антисмысловой 

цепи дуплекса присутствует удлиненный выступ. В некоторых вариантах осуществления один или более 

нуклеотидов в удлиненном выступе заменены нуклеозидным тиофосфатом. В некоторых вариантах осу-

ществления выступ включает самодополняющую часть, так что выступ способен образовывать структу-

ру шпильки, стабильной в физиологических условиях. 

Термин "тупой" или "тупой конец" означает, что на этом конце двухцепочечного РНК-агента нет 

неспаренных нуклеотидов, т.е. нет выступающих нуклеотидов. Двухцепочечный РНК-агент с "тупыми 

концами" является двухцепочечным по всей своей длине, то есть на обоих концах молекулы нет высту-

пающих нуклеотидов. РНКи агенты по изобретению включают РНКи агенты без выступающих (липких) 

нуклеотидов на одном конце (т.е. агенты с одним выступающим (липким) концом и одним тупым кон-

цом) или без липких нуклеотидов на любом конце. Чаще всего такая молекула будет двухцепочечной по 

всей своей длине. 

Термин "антисмысловая цепь" или "направляющая цепь" относится к цепи иРНК, например, дсРНК 

РНК, которая включает область, по существу комплементарную последовательности-мишени, например 

мРНК PNPLA3. 

Используемый в настоящем изобретении термин "участок комплементарности" относится к участку 

антисмысловой цепи, который по существу комплементарен последовательности, например последова-

тельности-мишени, например, нуклеотидной последовательности PNPLA3, как определено в настоящем 

изобретении. Если область комплементарности не полностью комплементарна целевой последовательно-

сти, несовпадения могут быть во внутренних или концевых областях молекулы. Как правило, наиболее 

допустимые несовпадения находятся в терминальных областях, например, в пределах 5, 4 или 3 нуклео-

тидов от 5'- или 3'-конца иРНК. В некоторых вариантах осуществления двухцепочечный РНК-агент по 

изобретению включает несовпадающие нуклеотиды в антисмысловой цепи. В некоторых вариантах осу-

ществления антисмысловая цепь двухцепочечного РНК-агента по изобретению включает не более 4 не-

совпадений с мРНК-мишенью, например антисмысловая цепь включает 4, 3, 2, 1 или 0 несовпадений с 

мРНК-мишенью. В некоторых вариантах осуществления двухцепочечный РНК-агент антисмысловой 

цепи по изобретению включает не более 4 несовпадений со смысловой цепью, например антисмысловая 

цепь включает 4, 3, 2, 1 или 0 несовпадений со смысловой цепью. В некоторых вариантах осуществления 

двухцепочечный РНК-агент по изобретению включает несовпадение нуклеотидов в смысловой цепи. В 

некоторых вариантах осуществления смысловая цепь двухцепочечного РНК-агента по изобретению 

включает не более 4 несовпадений с антисмысловой цепью, например, смысловая цепь включает 4, 3, 2, 1 

или 0 несовпадений с антисмысловой цепью. В некоторых вариантах осуществления несовпадение нук-

леотидов находится, например, в пределах 5, 4, 3 нуклеотидов от 3'-конца иРНК. В другом варианте осу-

ществления несовпадение нуклеотидов происходит, например, в 3'-концевом нуклеотиде иРНК агента. В 

некоторых вариантах осуществления несовпадение(я) находится не в основной области. 

Таким образом, агент РНК-интерференции, описанный в настоящем изобретении, может содержать 

одно или более несовпадений с последовательностью-мишенью. В одном варианте осуществления агент 

РНК-интерференции, описанный в настоящем изобретении, содержит не более 3 несовпадений (т.е. 3, 2, 

1 или 0 несовпадений). В одном варианте осуществления агент РНК-интерференции, описанный в на-

стоящем изобретении, содержит не более 2 несовпадений. В одном варианте осуществления агент РНК-
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интерференции, описанный в настоящем изобретении, содержит не более 1 несовпадения. В одном вари-

анте осуществления агент РНК-интерференции, описанный в настоящем изобретении, содержит 0 несов-

падений. В некоторых вариантах осуществления, если антисмысловая цепь агента РНКи содержит не-

совпадения с последовательностью-мишенью, это несовпадение может быть необязательно ограничено 

последними 5 нуклеотидами либо с 5'-, либо с 3'-конца области комплементарности. Например, в таких 

вариантах осуществления для агента РНК-интерференции из 23 нуклеотидов цепь, комплементарная об-

ласти гена PNPLA3, обычно не содержит каких-либо несовпадений в пределах центральных 13 нуклео-

тидов. Способы, описанные в настоящем изобретении, или способы, известные в данной области, могут 

быть использованы для определения того, эффективен ли агент РНК-интерференции, содержащий не-

совпадение с последовательностью-мишенью, для ингибирования экспрессии гена PNPLA3. Рассмотре-

ние эффективности агентов РНК-интерференции с несовпадениями в ингибировании экспрессии гена 

PNPLA3 важно, особенно если известно, что конкретная область комплементарности в гене PNPLA3 

имеет полиморфную изменчивость последовательности в пределах популяции. 

Термин "смысловая цепь" или "цепь-пассажир", используемый в настоящем изобретении, относится 

к цепи иРНК, которая включает область, которая по существу комплементарна области антисмысловой 

цепи, как этот термин определен в настоящем изобретении. 

Используемый здесь термин "по существу все нуклеотиды модифицированы" означает, что значи-

тельное количество нуклеотидов (но не все) модифицированы, и может включать не более 5, 4, 3, 2 или 1 

немодифицированного нуклеотида. 

Используемый здесь термин "область расщепления" относится к области, расположенной непосред-

ственно рядом с сайтом расщепления. Сайт расщепления представляет собой сайт мишени, по которому 

происходит расщепление. В некоторых вариантах осуществления область расщепления содержит три 

основания на каждом конце сайта расщепления и непосредственно прилежащих к таковому. В некоторых 

вариантах осуществления область расщепления содержит два основания на каждом конце сайта расщеп-

ления и непосредственно прилежащих к таковому. В некоторых вариантах осуществления, сайт расщеп-

ления конкретно находится в сайте, связанном с нуклеотидами 10 и 11 антисмысловой цепи, а область 

расщепления содержит нуклеотиды 11, 12 и 13. 

Используемый здесь термин "комплементарный", если не указано иное, используемый для описа-

ния первой нуклеотидной последовательности по отношению ко второй нуклеотидной последовательно-

сти, относится к способности олигонуклеотида или полинуклеотида, включающего первую нуклеотид-

ную последовательность, гибридизоваться и образовывать дуплексную структуру при определенных ус-

ловиях с олигонуклеотидом или полинуклеотидом, включающим вторую нуклеотидную последователь-

ность, как будет понятно специалисту в данной области техники. Такими условиями могут быть, напри-

мер, строгие условия, где строгие условия могут включать: 400 мМ NaCl, 40 мМ PIPES рН 6,4, 1 мМ 

EDTA, 50°С или 70°С в течение 12-16 ч с последующей промывкой (см., например, "Molecular Cloning: A 

Laboratory Manual, Sambrook, et al. (1989) Cold Spring Harbor Laboratory Press). Могут применяться и дру-

гие условия, такие как физиологически значимые условия, которые могут наблюдаться внутри организ-

ма. Специалист в данной области сможет определить набор условий, наиболее подходящих для проверки 

комплементарности двух последовательностей в соответствии с конечным применением гибридизован-

ных нуклеотидов. 

Комплементарные последовательности в пределах иРНК, например, в дсРНК, как описано в на-

стоящем изобретении, включают спаривание оснований олигонуклеотида или полинуклеотида, содер-

жащего первую нуклеотидную последовательность, с олигонуклеотидом или полинуклеотидом, содер-

жащим вторую нуклеотидную последовательность, по всей длине одной или обеих нуклеотидных после-

довательностей. Такие последовательности могут называться здесь "полностью комплементарными" по 

отношению друг к другу. Однако если первая последовательность упоминается здесь как "по существу 

комплементарная" по отношению ко второй последовательности, две последовательности могут быть 

полностью комплементарными, или они могут образовывать одну или более, но обычно не более 5, 4, 3 

или 2 несовпадающих пар оснований при гибридизации дуплекса до 30 пар оснований, сохраняя при 

этом способность к гибридизации в условиях, наиболее подходящих для их конечного применения, на-

пример для ингибирования экспрессии генов с помощью сигнального пути RISC. Однако, если два оли-

гонуклеотида предназначены для образования при гибридизации одного или более одноцепочечных вы-

ступов, такие выступы не должны рассматриваться как несовпадения в отношении определения компле-

ментарности. Например, дсРНК, содержащая один олигонуклеотид длиной 21 нуклеотид и другой оли-

гонуклеотид длиной 23 нуклеотида, причем более длинный олигонуклеотид содержит последователь-

ность из 21 нуклеотида, которая полностью комплементарна более короткому олигонуклеотиду, все же 

может называться "полностью комплементарным" для целей, описанных здесь. 

"Комплементарные" последовательности, используемые в настоящем изобретении, могут также 

включать или полностью образовываться из пар оснований, отличных от пар оснований Уотсона-Крика, 

или пар оснований, образованных из неприродных и модифицированных нуклеотидов, в той мере, в ка-

кой удовлетворяются вышеприведенные требования в отношении их способности к гибридизации. Такие 

пары оснований, отличные от пар Уотсона-Крика, включают, без ограничения таковыми, пары основа-
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ний G:U Wobble или Hoogstein. 

Термины "комплементарный", "полностью комплементарный" и "по существу комплементарный" в 

настоящем изобретении могут использоваться в отношении совпадения оснований между смысловой 

цепью и антисмысловой цепью дсРНК или между антисмысловой цепью двухцепочечного РНК-агента и 

целевых последовательностей, как будет понятно в контексте их использования. 

Используемый в настоящем изобретении полинуклеотид, который "в значительной степени ком-

плементарен по меньшей мере части" матричной РНК (мРНК), относится к полинуклеотиду, который в 

значительной степени комплементарен непрерывной части представляющей интерес мРНК (например, 

мРНК, кодируемая геном PNPLA3). Например, полинуклеотид комплементарен по меньшей мере части 

мРНК PNPLA3, если последовательность в значительной степени комплементарна непрерываемой части 

мРНК, кодируемой геном PNPLA3. 

Соответственно, в некоторых вариантах осуществления антисмысловые полинуклеотиды, раскры-

тые в настоящем изобретении, полностью комплементарны целевой последовательности PNPLA3. В дру-

гих вариантах осуществления антисмысловые полинуклеотиды, раскрытые в настоящем изобретении, по 

существу комплементарны целевой последовательности PNPLA3 и содержат непрерывную нуклеотид-

ную последовательность, которая по меньшей мере на 80% комплементарна по всей своей длине эквива-

лентному участку нуклеотидной последовательности любой из SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7, 9 или 11, или фраг-

менту любой из SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7, 9 или 11, например, комплементарна на приблизительно 85%, при-

близительно 90%, приблизительно 91%, приблизительно 92%, приблизительно 93%, приблизительно 

94%, приблизительно 95%, приблизительно 96%, приблизительно 97%, приблизительно 98% или при-

близительно 99%. 

В некоторых вариантах осуществления антисмысловые полинуклеотиды, раскрытые в настоящем 

изобретении, по существу комплементарны фрагменту целевой последовательности PNPLA3 и содержат 

непрерывную нуклеотидную последовательность, которая по меньшей мере на 80% комплементарна по 

всей своей длине фрагменту SEQ ID NO: 1, выбранному из группы нуклеотидов 677-721; 683-721; 773-

817; 1185-1295; 1185-1241; 1202-1295; 1202-1241; 1255-12 95; 1738-1792; 1901-1945; 1920-1945; 2108-

2208; 2108-2166; 2108-2136, 2121-2166; 2121-2208; 2169-2208; 2176-2208; или 2239-2265 SEQ ID NO: 1, 

например, имеет приблизительно 85%, приблизительно 90%, приблизительно 91%, приблизительно 92%, 

приблизительно 93%, приблизительно 94%, приблизительно 95%, приблизительно 96%, приблизительно 

97%, приблизительно 98% или около 99% комплементарности. 

В некоторых вариантах осуществления антисмысловые полинуклеотиды, раскрытые в настоящем 

изобретении, по существу комплементарны фрагменту целевой последовательности PNPLA3 и содержат 

непрерывную нуклеотидную последовательность, которая по меньшей мере на 80% комплементарна по 

всей своей длине фрагменту SEQ ID NO: 1, выбранному из группы нуклеотидов 574-596; 677-699; 683-

705; 699-721; 773-795; 795-817; 1185-1207; 1192-1214; 1202-1224; 1208-1230; 1209-1231; 1210-1232; 1211-

1233; 1212-1234; 1213-1233; 1214-1234; 1214-1236; 1215-1237; 1216-1238; 1219-1237; 1219-1241; 1255-

1275; 1256-1276; 1257-1275; 1257-1277; 1258-1278; 1259-1279; 1260-1278; 1260-1280; 1261-1281; 1262-

1282; 1263-1283; 1264-1282; 1264-1284; 1265-1285; 1267-1285; 1266-1286; 1266-1288; 1267-1285; 1267-

1287; 1268-1290; 1269-1289; 1270-1290; 1271-1291; 1272-1292; 1273-1293; 1274-1294; 1275-1295; 1631-

1653; 1738-1760; 1739-1761; 1740-1760; 1740-1762; 1741-1763; 1744-1766; 1746-1766; 1750-1772; 1751-

1773; 1752-1774; 1753-1775; 1754-1776; 1755-1777; 1756-1778; 1757-1779; 1758-1780; 1759-1781; 1760-

1782; 1761-1783; 1762-1782; 1762-1784; 1763-1785; 1764-1786; 1765-1787; 1766-1786; 1766-1788; 1767-

1787; 1768-1788; 1767-1789; 1769-1789; 1770-1788; 1770-1790; 1771-1791; 1772-1792; 1815-1837; 1901-

1923, 1920-1942, 1923-1945; 2112-2130; 2169-2191; 2171-2191; 2176-2198, 2177-2199, 2178-2200; 2179-

2201, 2180-2202; 2181-2203; 2183-2205; 2184-2206; 2186-2208; 2239-2261; 2241-2263; 2242-2264; или 

2243-2265 SEQ ID NO: 1, например, имеет приблизительно 85%, приблизительно 90%, приблизительно 

91%, приблизительно 92%, приблизительно 93%, приблизительно 94%, приблизительно 95%, приблизи-

тельно 96%, приблизительно 97%, приблизительно 98% или около 99% комплементарности. 

В некоторых вариантах осуществления антисмысловые полинуклеотиды, раскрытые в настоящем 

изобретении, по существу комплементарны фрагменту целевой последовательности PNPLA3 и содержат 

непрерывную нуклеотидную последовательность, которая по меньшей мере на 80% комплементарна по 

всей своей длине фрагменту SEQ ID NO: 1, выбранному из группы нуклеотидов 1200-1250, 1205-1250, 

11210-1250, 1200-1245, 1200-1240, 1200-1235, 1200-1237, 1205-1237, 1210-1232, 1212-1237, 1200-12034, 3 

1255-1300, 1260-1300, 1250-1295, 1250-1390, 1250-1285, 1250-1282, 1255-1282, 1260-1282, 1262-1300, 

1262-1295, 1262-1390-1 Q1 1262 SE ID NO: 1, например, имеет приблизительно 85%, приблизительно 

90%, приблизительно 91%, приблизительно 92%, приблизительно 93%, приблизительно 94%, приблизи-

тельно 95%, приблизительно 96%, приблизительно 97%, приблизительно 98% или приблизительно 99% 

комплементарности. 

В других вариантах осуществления антисмысловые полинуклеотиды, описанные в настоящем изо-

бретении, по существу комплементарны целевой последовательности PNPLA3 и содержат непрерывную 

нуклеотидную последовательность, которая по меньшей мере приблизительно на 80% комплементарна 

по всей своей длине любой из нуклеотидных последовательностей смысловой цепи в любой из табл.  
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2-11, 21, 24, 27, 30, 32, 33, 36, 37, 49 или 50, или фрагменту любой из последовательностей нуклеотидов 

смысловой цепи в любой из табл. 2-11, 21, 24, 27, 30, 32, 33, 36, 37, 49 или 50, например имеет приблизи-

тельно 85%, приблизительно 90%, приблизительно 91%, приблизительно 92%, приблизительно 93%, 

приблизительно 94%, приблизительно 95%, приблизительно 96%, приблизительно 97%, приблизительно 

98%, приблизительно 99% или 100% комплементарности. 

В одном варианте осуществления агент РНК-интерференции по настоящему изобретению содержит 

смысловую цепь, которая по существу комплементарна антисмысловому полинуклеотиду, который, в 

свою очередь, является таким же, как последовательность-мишень PNPLA3, и при этом полинуклеотид 

смысловой цепи содержит непрерывную нуклеотидную последовательность, которая по меньшей мере 

приблизительно на 80% комплементарна по всей своей длине эквивалентному участку нуклеотидной 

последовательности SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10 или 12 или фрагменту любой из SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10 

или 12, например, имеет приблизительно 85%, приблизительно 90%, приблизительно 91%, приблизи-

тельно 92%, приблизительно 93%, приблизительно 94%, приблизительно 95%, приблизительно 96%, 

приблизительно 97%, приблизительно 98%, приблизительно 99% или 100% комплементарности. 

В некоторых вариантах осуществления иРНК по изобретению содержит смысловую цепь, которая 

по существу комплементарна антисмысловому полинуклеотиду, который, в свою очередь, комплемента-

рен последовательности-мишени PNPLA3, и при этом полинуклеотид смысловой цепи содержит непре-

рывную нуклеотидную последовательность, которая по меньшей мере приблизительно на 80% компле-

ментарна по всей своей длине любой из нуклеотидных последовательностей антисмысловой цепи, пред-

ставленных в любой из табл. 2-11, 21, 24, 27, 30, 32, 33, 36, 37, 49 или 50, или фрагменту любой из нук-

леотидных последовательностей антисмысловой цепи, представленных в любой из табл. 2-11, 21, 24, 27, 

30, 32, 33, 36, 37, 49 или 50, например, имеет приблизительно 85%, приблизительно 90%, приблизительно 

91%, около 92%, около 93%, около 94%, около 95%, около 96%, около 97%, около 98%, около 99% или 

100% комплементарности. 

В некоторых вариантах осуществления смысловая и антисмысловая цепи выбраны из любого из ду-

плексов AD-517197.2; AD-517258.2; AD-516748.2; AD-516851.2; AD-519351.2; AD-519754.2; AD-

519828.2; AD-520018.2; AD-520035.2; AD-520062.2; AD-520064.2; AD-520065.2; AD-520067.2; AD-

75289.2; AD-520069.2; AD-520099.2; AD-67575.7; AD-520101.2; AD-67605.7, AD-1193323.1; AD-

1193344.1; AD-1193350.1; AD-1193365.1; AD-1193379.1; AD-1193407.1; AD-1193421.1; AD-1193422.1; 

AD-1193429.1; AD-1193437.1; AD-1193443.1; AD-1193471.1; и AD-1193481.1 

В некоторых вариантах осуществления смысловая и антисмысловая цепи выбраны из любого из ду-

плексов AD-519345.1, AD-519346.1, AD-519347.1, AD-67554.7, AD-519752.3, AD-1010731.1, AD-

1010732.1, AD-519343.1, AD-519344.1, AD-519349.1, AD-519350.1, AD-519753.2, AD-519932.1, AD-

519935.2, AD-520018.6, AD-517837.2, AD-805635.2, AD-519329.2, AD-520063.2, AD-519757.2, AD-

805631.2, AD-516917.2, AD-516828.2, AD-518983.2, AD-805636.2, AD-519754.7, AD-520062.2, AD-

67575.9, AD-518923.3, AD-520053.4, AD-519667.2, AD-519773.2, AD-519354.2, AD-520060.4, AD-

520061.4, AD-1010733.2, AD-1010735.2, AD-1193323.1; AD-1193344.1; AD-1193350.1; AD-1193365.1; AD-

1193379.1; AD-1193407.1; AD-1193421.1; AD-1193422.1; AD-1193429.1; AD-1193437.1; AD-1193443.1; 

AD-1193471.1; и AD-1193481.1. 

В некоторых вариантах осуществления смысловая и антисмысловая цепи выбраны из любого из ду-

плексов AD-519345.1; АД-1193350.1; АД-1193365.1; АД-1193437.1; и AD-519347.1. 

В некоторых вариантах осуществления смысловая и антисмысловая цепи происходят из дуплекса 

AD-519351. 

В одном варианте смысловая и антисмысловая цепи происходят из дуплекса AD-1193350. 

В одном варианте смысловая и антисмысловая цепи происходят из дуплекса AD-1193365. 

В одном варианте смысловая и антисмысловая цепи происходят из дуплекса AD-1193437. 

В одном варианте смысловая и антисмысловая цепи происходят из дуплекса AD-519347. 

Как правило, "иРНК" включает рибонуклеотиды с химическими модификациями. Такие модифика-

ции могут включать все типы модификаций, раскрытых в настоящем изобретении или известных в дан-

ной области техники. Любые такие модификации, используемые в молекуле двухцепочечной РНК, охва-

тываются термином "иРНК" для целей настоящего описания и формулы изобретения. 

В некоторых вариантах осуществления настоящего изобретения включение дезоксинуклеотида, ес-

ли он присутствует в агенте РНК-интерференции, может рассматриваться как включение модифициро-

ванного нуклеотида. 

В одном аспекте изобретения агент для применения в способах и композициях по изобретению 

представляет собой молекулу одноцепочечного антисмыслового олигонуклеотида, которая ингибирует 

мРНК-мишень посредством антисмыслового механизма ингибирования. Молекула одноцепочечного ан-

тисмыслового олигонуклеотида комплементарна последовательности мРНК-мишени. Одноцепочечные 

антисмысловые олигонуклеотиды могут ингибировать трансляцию стехиометрическим образом за счет 

спаривания оснований с мРНК и физического блокирования механизма трансляции, см. Dias, N. et al, 

(2002) Mol Cancer Ther 1:347-355. Молекула одноцепочечного антисмыслового олигонуклеотида может 

иметь длину от приблизительно 14 до приблизительно 30 нуклеотидов и иметь последовательность, ком-
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плементарную целевой последовательности. Например, молекула одноцепочечного антисмыслового оли-

гонуклеотида может содержать последовательность, которая представляет собой по меньшей мере при-

близительно 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 или более смежных нуклеотидов любой из описанных здесь анти-

смысловых последовательностей. 

Фраза "контактирование клетки с иРНК", такой как дсРНК, используемая в настоящем изобретении, 

включает контактирование клетки любым возможным способом. Контактирование клетки с иРНК вклю-

чает контактирование клетки in vitro с иРНК или контактирование клетки in vivo с иРНК. Контакт может 

осуществляться прямо или косвенно. Таким образом, например, иРНК может быть приведена в физиче-

ский контакт с клеткой специалистом, осуществляющим способ, или, альтернативно, иРНК может быть 

использована в ситуации, позволяющей или вызывающей последующий контакт таковой с клеткой. 

Контактирование клетки in vitro может осуществляться, например, путем инкубации клетки с 

иРНК. Контакт с клеткой in vivo может быть осуществлен, например, путем инъекции иРНК в ткань или 

рядом с тканью, в которой расположена клетка, или путем инъекции иРНК в другую область, например в 

кровоток или подкожное пространство, так что агент будет способен впоследствии достигнуть ткани, где 

расположена клетка-мишень. Например, иРНК может содержать лиганд или быть связанным с таковым, 

например, лиганд GalNAc, направляющий иРНК в представляющий интерес сайт, например, находящий-

ся в печени. Также возможны комбинации методов контактирования in vitro и in vivo. Например, клетка 

также может быть приведена в контакт с иРНК in vitro и впоследствии трансплантирована субъекту. 

В некоторых вариантах осуществления контактирование клетки с иРНК включает "введение" или 

"доставку иРНК в клетку" путем облегчения или осуществления захвата или поглощения клеткой. По-

глощение или осуществление захвата иРНК может происходить посредством диффузии без посторонней 

помощи или активных клеточных процессов, или с помощью вспомогательных агентов или устройств. 

Введение иРНК в клетку может осуществляться in vitro или in vivo. Например, для введения in vivo, 

иРНК можно инъецировать в участок ткани или вводить системно. Введение in vitro в клетку включает 

способы, известные в данной области техники, такие как электропорация и липофекция. Дополнитель-

ные подходы описаны ниже или известны в данной области техники. Термин "липидная наночастица" 

или "LNP" обозначает везикулу, содержащую липидный слой, инкапсулирующий фармацевтически ак-

тивную молекулу, такую как молекула нуклеиновой кислоты, например, иРНК или плазмиду, с которой 

транскрибируется иРНК. LNP описаны, например, в патентах США № 6858225, 6815432, 8158601 и 

8058069, полное содержание которых включено в настоящее описание посредством ссылки. 

Используемый здесь термин "субъект" представляет собой животное, такое как млекопитающее, 

включая приматов (например, человека, примата, отличного от человека, например, обезьяну и шимпан-

зе), непримата (например, такого как корова, свинья, лошадь, коза, кролик, овца, хомяк, морская свинка, 

кошка, собака, крыса или мышь) или птиц, которые экспрессирует целевой ген эндогенно или гетероло-

гично. В одном варианте осуществления субъект представляет собой человека, например, человека, под-

лежащего лечению или диагностике в связи с заболеванием или расстройством, при котором было бы 

полезным снижение экспрессии PNPLA3; человека с риском заболевания или расстройства, для которого 

было бы полезным снижение экспрессии PNPLA3; человека, страдающего заболеванием или расстрой-

ства, при котором может помочь снижение экспрессии PNPLA3; или человека, которого лечили от забо-

левания или расстройства, при котором было бы полезным снижение экспрессии PNPLA3, как описано в 

настоящем изобретении. В некоторых вариантах осуществления субъектом является женщина. В других 

вариантах осуществления субъектом является мужчина. В одном варианте осуществления субъект явля-

ется взрослым субъектом. В другом варианте осуществления субъектом является педиатрический субъ-

ект. 

Используемые здесь термины "лечение" или "обработка" относятся к полезному или желаемому ре-

зультату, такому как уменьшение по меньшей мере одного признака или симптома расстройства, связан-

ного с PNPLA3, у субъекта. Лечение также включает уменьшение одного или более признаков или сим-

птомов, связанных с нежелательной экспрессией PNPLA3; уменьшение степени нежелательной актива-

ции или стабилизации PNPLA3; улучшение или смягчение нежелательной активации или стабилизации 

PNPLA3. "Лечение" также может означать увеличение выживаемости по сравнению с ожидаемой выжи-

ваемостью при отсутствии лечения. Термин "более низкий" в контексте уровня PNPLA3 у субъекта или 

маркера или симптома заболевания относится к статистически значимому снижению уровня такового. 

Снижение может составлять, например, не менее 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 

90, 95% или более. В некоторых вариантах осуществления снижение составляет по меньшей мере 20%. В 

некоторых вариантах осуществления снижение маркера заболевания, например уровня экспрессии белка 

или гена, составляет по меньшей мере 50%. "Ниже" в контексте уровня PNPLA3 у субъекта означает 

"предпочтительно ниже уровня, принятого в пределах нормы для индивидуума без такого нарушения". В 

некоторых вариантах осуществления "снижение" представляет собой уменьшение разницы между уров-

нем маркера или симптома у субъекта, страдающего заболеванием, и уровнем, приемлемым в диапазоне 

нормы для индивидуума, например, уровнем снижения массы тела у тучного индивидуума по сравнению 

с индивидуумом, вес которого находится в пределах нормы. 

Используемый здесь термин "профилактика" или "предупреждение" применительно к заболеванию, 
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нарушению или состоянию, которое можно лечить или улучшить путем снижения экспрессии гена 

PNPLA3, относится к снижению вероятности того, что у субъекта разовьется симптом, связанный с та-

ким заболеванием, расстройством или состоянием, например симптом нежелательной или чрезмерной 

экспрессии PNPLA3, такой как наличие повышенных уровней белков сигнального пути hedgehog, ожи-

рение печени (стеатоз), неалкогольный стеатогепатит (NASH), цирроз печени, накопление жира в пече-

ни, воспаление печени, гепатоцеллюлярный некроз, фиброз печени, ожирение или неалкогольная жиро-

вая болезнь печени (NAFLD). Вероятность развития, например, NAFLD, снижается, например, когда у 

человека, имеющего один или более факторов риска NAFLD, либо не развивается NAFLD, либо развива-

ется NAFLD с меньшей степенью тяжести по сравнению с популяцией, имеющей те же факторы риска и 

не получающей лечения, как описано здесь. Отсутствие развития заболевания, расстройства или состоя-

ния или уменьшение развития симптома, связанного с таким заболеванием, расстройством или состояни-

ем (например, по меньшей мере приблизительно на 10% по клинически принятой шкале для этого забо-

левания или расстройства), или проявление отсроченных симптомов с задержкой (например, на дни, не-

дели, месяцы или годы) считается эффективной профилактикой. 

Используемый в настоящем изобретении термин "заболевание, ассоциированное с белком 3, содер-

жащим пататин-подобный фосфолипазный домен" или "заболевание, ассоциированное с PNPLA3" пред-

ставляет собой заболевание или нарушение, вызванное или связанное с экспрессией гена PNPLA3 или 

продукцией белка PNPLA3. Термин "заболевание, связанное с PNPLA3" включает заболевание, рас-

стройство или состояние, при котором может помочь снижение экспрессии, репликации или активности 

белка гена PNPLA3. Неограничивающие примеры заболеваний, связанных с PNPLA3, включают, напри-

мер, жировую дистрофию печени (стеатоз), неалкогольный стеатогепатит (NASH), цирроз печени, нако-

пление жира в печени, воспаление печени, гепатоцеллюлярный некроз, фиброз печени, ожирение или 

неалкогольную жировую болезнь печени (NAFLD). В другом варианте осуществления заболевание, свя-

занное с PNPLA3, представляет собой неалкогольную жировую болезнь печени (NAFLD). В другом ва-

рианте осуществления заболевание, связанное с PNPLA3, представляет собой неалкогольный стеатогепа-

тит (NASH). В другом варианте осуществления заболевание, связанное с PNPLA3, представляет собой 

цирроз печени. В другом варианте осуществления заболевание, связанное с PNPLA3, представляет собой 

резистентность к инсулину. В другом варианте осуществления заболевание, связанное с PNPLA3, не яв-

ляется резистентностью к инсулину. В одном варианте осуществления заболевание, связанное с PNPLA3, 

представляет собой ожирение. 

В одном варианте осуществления заболевание, связанное с PNPLA3, представляет собой неалко-

гольную жировую болезнь печени (NAFLD). Используемый здесь термин "неалкогольная жировая бо-

лезнь печени", используемый взаимозаменяемо с термином "NAFLD", относится к заболеванию, опреде-

ляемому наличием макрососудистого стеатоза при приеме внутрь менее 20 г алкоголя в день. NAFLD 

является наиболее распространенным заболеванием печени в Соединенных Штатах и обычно ассоцииру-

ется с резистентностью к инсулину/сахарным диабетом 2-го типа и ожирением. NAFLD проявляется сте-

атозом, стеатогепатитом, циррозом печени и иногда гепатоцеллюлярной карциномой. Обзор NAFLD см. 

в Tolman and Dalpiaz (2007) Ther. Clin. Risk. Manage 3(6):1153-1163, полное содержание которого вклю-

чено сюда в качестве ссылки. 

"Терапевтически эффективное количество", как используется в настоящем изобретении, включает 

количество агента РНК-интерференции, которое при введении субъекту, имеющему заболевание, свя-

занное с PNPLA3, является достаточным для эффективного лечения заболевания (например, за счет 

уменьшения, улучшения, или сохранение (без прогрессирования) существующего заболевания или одно-

го или более симптомов заболевания). "Терапевтически эффективное количество" может варьироваться в 

зависимости от РНКи агента, способа введения агента, заболевания и его тяжести, а также анамнеза, воз-

раста, веса, семейного анамнеза, генетического состава, типов предшествующего или сопутствующего 

лечения, если таковые имеются, и других индивидуальных особенностей субъекта, подлежащего лече-

нию. 

"Профилактически эффективное количество", используемое в настоящем изобретении, включает 

количество агента РНК-интерференции, которое при введении субъекту, имеющему расстройство, свя-

занное с PNPLA3, является достаточным для предотвращения или облегчения заболевания или одного 

или более симптомов заболевания. Облегчение заболевания включает замедление течения заболевания 

или уменьшение тяжести развивающегося позднее заболевания. "Профилактически эффективное количе-

ство" может варьироваться в зависимости от агента РНК-интерференции, способа введения агента, сте-

пени риска заболевания и анамнеза, возраста, веса, семейного анамнеза, генетического состава, типов 

предшествующего или сопутствующего лечения, если таковые имеются, и других индивидуальных осо-

бенностей субъекта, подлежащего лечению. 

"Терапевтически эффективное количество" или "профилактически эффективное количество" также 

включает количество агента РНК-интерференции, которое оказывает некоторый желаемый эффект при 

разумном соотношении польза/риск, применимом к любому лечению. иРНК, используемая в способах по 

настоящему изобретению, может быть введена в количестве, достаточном для получения приемлемого 

соотношения польза/риск, применимого к такому лечению. 
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Фраза "фармацевтически приемлемый" используется здесь для обозначения тех соединений, мате-

риалов, композиций или лекарственных форм, которые, в рамках здравого медицинского суждения, под-

ходят для использования в контакте с тканями людей и животных при отсутствии чрезмерной токсично-

сти, раздражения, аллергической реакции или других проблем или осложнений, и соответствующих ра-

зумному соотношению польза/риск. 

Фраза "фармацевтически приемлемый носитель", используемая в настоящем изобретении, означает 

фармацевтически приемлемый материал, композицию или носитель, такой как жидкий или твердый на-

полнитель, разбавитель, эксципиент, технологическую добавку (например, любрикант, тальк магния, 

стеарат кальция или цинка, или стеариновую кислоту), или инкапсулирующий материал растворителя, 

участвующий в переносе или транспортировке рассматриваемого соединения из одного органа или части 

тела в другой орган или часть тела субъекта. Каждый носитель должен быть "приемлемым" в том смыс-

ле, что он совместим с другими ингредиентами препарата и не вреден для субъекта, подлежащего лече-

нию. Такие носители известны в данной области техники. Фармацевтически приемлемые носители 

включают носители для введения путем инъекции. 

Используемый здесь термин "образец" включает набор подобных жидкостей, клеток или тканей, 

выделенных у субъекта, а также жидкостей, клеток или тканей, присутствующих у субъекта. Примеры 

биологических жидкостей включают кровь, сыворотку и серозные жидкости, плазму, спинномозговую 

жидкость, глазные жидкости, лимфу, мочу, слюну и т.п. Образцы тканей могут включать образцы тка-

ней, органов или определенных областей таковых. Например, образцы могут быть получены из опреде-

ленных органов, частей органов или жидкостей или клеток внутри этих органов. В некоторых вариантах 

осуществления образцы могут быть получены из печени (например, цельной печени или определенных 

сегментов печени или определенных типов клеток печени, таких как, например, гепатоциты). В некото-

рых вариантах осуществления "образец, полученный от субъекта" относится к моче, полученной от 

субъекта. "Образец, полученный от субъекта" может относиться к крови или полученной из крови сыво-

ротке или плазме субъекта. 

II. иРНК по изобретению. 

Настоящее изобретение относится к иРНК, которые ингибируют экспрессию гена PNPLA3. В пред-

почтительных вариантах осуществления iPHK включает молекулы двухцепочечной рибонуклеиновой 

кислоты (дсРНК) для ингибирования экспрессии гена PNPLA3 в клетке, такой как клетка субъекта, на-

пример млекопитающего, такого как человек, восприимчивого к развитию PNPLA3-сопутствующего 

расстройства, например, гипертриглицеридемии. Средство дсРНКи включает антисмысловую цепь, 

имеющую область комплементарности, которая комплементарна по меньшей мере части мРНК, образо-

ванной при экспрессии гена PNPLA3. Область комплементарности имеет длину около 19-30 нуклеотидов 

(например, около 30, 29, 28, 27, 26, 25, 24, 23, 22, 21, 20 или 19 нуклеотидов в длину). При контакте с 

клеткой, экспрессирующей ген PNPLA3, иРНК ингибирует экспрессию гена PNPLA3 (например, гена 

PNPLA3 человека, примата, непримата или крысы) по меньшей мере приблизительно на 50%, по данным 

анализа, например, методом на основе ПЦР или методом разветвленной ДНК (bDNA), или методом на 

основе белков, например, иммунофлуоресцентным анализом, с использованием, например, методов вес-

терн-блоттинга или проточной цитометрии. В предпочтительных вариантах осуществления ингибирова-

ние экспрессии определяют с помощью метода количественной ПЦР, представленного в примерах на-

стоящего документа, с siPHK, например, в концентрации 10 нМ, в соответствующей клеточной линии 

организма, обозначенного в настоящем изобретении. В предпочтительных вариантах ингибирование 

экспрессии in vivo определяется по нокдауну человеческого гена у грызунов, экспрессирующих челове-

ческий ген, например, у мыши или у мыши, инфицированной AAV, экспрессирующей человеческий це-

левой ген, например, при введении в виде однократной дозы, например, в дозе 3 мг/кг на пике экспрес-

сии РНК. 

дсРНК включает две цепи РНК, которые являются комплементарными и гибридизуются с образо-

ванием дуплексной структуры в условиях, при которых будет использоваться дсРНК. Одна цепь дсРНК 

(антисмысловая цепь) включает область комплементарности, которая по существу комплементарна, при-

чем как правило, полностью комплементарна последовательности-мишени. Последовательность-мишень 

может быть получена из последовательности мРНК, образованной во время экспрессии гена PNPLA3. 

Другая цепь (смысловая цепь) включает область, комплементарную антисмысловой цепи, так что две 

цепи гибридизуются и образуют дуплексную структуру при объединении в подходящих условиях. Как 

описано в другом месте настоящего документа и как известно в данной области техники, комплементар-

ные последовательности дсРНК также могут содержаться в виде самокомплементарных областей одной 

молекулы нуклеиновой кислоты, а не только в виде отдельных олигонуклеотидов. 

Как правило, дуплексная структура имеет длину от 15 до 30 пар оснований, например 15-29, 15-28, 

15-27, 15-26, 15-25, 15-24, 15-23, 15-22, 15-27. 21, 15-20, 15-19, 15-18, 15-17, 18-30, 18-29, 18-28, 18-27, 18-

26, 18-25, 18-24, 18-23, 18-22, 18-21, 18-20, 19-30, 19-29, 19-28, 19-27, 19-26, 19-25, 19-24, 19-23, 19-22, 19- 

21, 19-20, 20-30, 20-29, 20-28, 20-27, 20-26, 20-25, 20-24, 20-23, 20-22, 20-21, 21-30, 21-29, 21-28, 21-27, 21-

26, 21-25, 21-24, 21-23 или 21-22 пары оснований в длину. В некоторых предпочтительных вариантах 

осуществления дуплексная структура имеет длину от 18 до 25 пар оснований, например 18-25, 18-24, 18-
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23, 18-22, 18-21, 18-20, 19-25, 19-24, 19-23, 19-22, 19-21, 19-20, 20-25, 20-24, 20-23, 20-22, 20-21, 21-25, 21-

24, 21-23, 21-22, 22-25, 22-24, 22-23, 23-25, 23-24 или 24-25 пар оснований в длину, например, 19-21 пар 

оснований в длину. Диапазоны и длины, промежуточные по отношению к указанным выше диапазонам и 

длинам, также являются частью раскрытия. 

Точно так же область комплементарности целевой последовательности имеет длину от 15 до 30 

нуклеотидов, например, 15-29, 15-28, 15-27, 15-26, 15-25, 15-24, 15-23, 15-25. 22, 15-21, 15-20, 15-19, 15-

18, 15-17, 18-30, 18-29, 18-28, 18-27, 18-26, 18-25, 18-24, 18-23, 18-22, 18-21, 18-20, 19-30, 19-29, 19-28, 19-

27, 19-26, 19-25, 19-24, 19-23, 19-22, 19-21, 19-20, 20-30, 20-29, 20-28, 20-27, 20-26, 20-25, 20-24, 20-23, 20-

22, 20-21, 21-30, 21-29, 21-28, 21-27, 21-26, 21-25, 21-24, 21-23 или 21-22 нуклеотида в длину, например 

19-23 нуклеотида в длину или 21 -23 нуклеотида в длину. Диапазоны и длины, промежуточные по отно-

шению к указанным выше диапазонам и длинам, также являются частью раскрытия. 

В некоторых вариантах осуществления дуплексная структура имеет длину от 19 до 30 пар основа-

ний. Точно так же область комплементарности целевой последовательности имеет длину от 19 до 30 

нуклеотидов. 

В некоторых вариантах осуществления дсРНК имеет длину от приблизительно 19 до приблизитель-

но 23 нуклеотидов или от приблизительно 25 до приблизительно 30 нуклеотидов. В общем, дсРНК обла-

дает достаточной длиной, чтобы служить субстратом для фермента Dicer. Например, в данной области 

техники хорошо известно, что дсРНК длиной более 21-23 нуклеотидов могут служить субстратами для 

Dicer. Также обычный специалист поймет, что область РНК, предназначенная для расщепления, чаще 

всего будет частью более крупной молекулы РНК, часто молекулы мРНК. В соответствующих случаях 

"часть" мРНК-мишени представляет собой непрерывную последовательность мРНК-мишени достаточ-

ной длины, которая позволяет таковой служить субстратом для РНК-интерференционного расщепления 

(т.е. расщепления по сигнальному пути/каскаду RISC). 

Специалисту в данной области техники также будет понятно, что дуплексная область является ос-

новной функциональной частью дсРНК, например, дуплексная область размером от приблизительно 19 

до приблизительно 30 пар оснований, например, приблизительно 19-30, 19-29, 19-28, 19-27, 19-26, 19-25, 

19-24, 19-23, 19-22, 19-21, 19-20, 20-30, 20-29, 20-28, 20-27, 20 -26, 20-25, 20-24, 20-23, 20-22, 20-21, 21-30, 

21-29, 21-28, 21-27, 21-26, 21-25, 21-24, 21-23 или 21-22 пары оснований. Таким образом, в одном вариан-

те осуществления, в той мере, в какой область дуплекса становится преобразованной в функциональный 

дуплекс, например, из 15-30 пар оснований, нацеленный на желаемую РНК для расщепления, молекула 

РНК или комплекс молекул РНК, имеющий дуплексный участок более 30 пар оснований представляет 

собой дсРНК. Таким образом, обычному специалисту в данной области будет понятно, что в одном вари-

анте осуществления тиРНК представляет собой дсРНК. В другом варианте осуществления дсРНК не яв-

ляется встречающейся в природе тиРНК. В другом варианте осуществления иРНК-агент, пригодный для 

нацеливания на экспрессию гена PNPLA3, не образуется в клетке-мишени путем расщепления более 

крупной дсРНК. 

дсРНК, как описано в настоящем изобретении, может дополнительно включать один или более од-

ноцепочечных выступающих нуклеотидов, например 1-4, 2-4, 1-3, 2-3, 1, 2, 3 или 4 нуклеотида. дсРНКs, 

имеющие по меньшей мере один выступающий нуклеотид, могут обладать лучшими ингибиторными 

свойствами по сравнению с аналогами таковых с тупыми концами. Выступающий нуклеотид может со-

держать или состоять из аналога нуклеотида/нуклеозида, включая дезоксинуклеотид/нуклеозид. Высту-

пающий(е) конец(цы) может находиться на смысловой цепи, антисмысловой цепи или любой комбина-

ции таковых. Кроме того, нуклеотид(ы) выступающего конца могут находиться на 5'-конце, 3'-конце или 

на обоих концах антисмысловой или смысловой цепей дсРНК. 

дсРНК можно синтезировать стандартными методами, известными в данной области. Соединения 

двухцепочечного агента РНК-интерференции по изобретению могут быть получены с использованием 

двухстадийной процедуры. Сначала, отдельные цепи двухцепочечной молекулы РНК получают отдель-

но. Затем составляющие цепи отжигают. Отдельные цепи соединения siPHK могут быть получены с ис-

пользованием жидко- или твердофазного органического синтеза или того и другого. Преимущество ор-

ганического синтеза заключается в том, что олигонуклеотидные цепи, содержащие неприродные или 

модифицированные нуклеотиды, могут быть легко получены. Аналогичным образом, одноцепочечные 

олигонуклеотиды по изобретению могут быть получены с использованием жидко- или твердофазного 

органического синтеза или того и другого. 

В одном аспекте дсРНК по изобретению включает по меньшей мере две нуклеотидные последова-

тельности, смысловую последовательность и антисмысловую последовательность. Смысловая цепь вы-

брана из группы последовательностей, представленных в любой из табл. 2-11, 21, 24, 27, 30, 32, 33, 36, 

37, 49 или 50, и соответствующая антисмысловая цепь для смысловой цепи представляет собой выбран-

ной из группы последовательностей любой из табл. 2-11, 21, 24, 27, 30, 32, 33, 36, 37, 49 или 50. В этом 

аспекте одна из двух последовательностей комплементарна другой из двух последовательностей, причем 

одна из последовательностей в значительной степени комплементарна последовательности мРНК, полу-

ченной при экспрессии гена PNPLA3. Таким образом, в этом аспекте дсРНК будет включать два олиго-

нуклеотида, где один олигонуклеотид описан как смысловая цепь в любой из табл. 2-11, 21, 24, 27, 30, 32, 
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33, 36, 37, 49 или 50, а второй олигонуклеотид описан как соответствующая антисмысловая цепь смы-

словой цепи в любой из табл. 2-11,21, 24, 27, 30, 32, 33, 36, 37, 49 или 50. 

В некоторых вариантах осуществления по существу комплементарные последовательности дсРНК 

содержатся в отдельных олигонуклеотидах. В других вариантах осуществления по существу комплемен-

тарные последовательности дсРНК содержатся в одном олигонуклеотиде. 

В некоторых вариантах осуществления смысловая или антисмысловая цепь выбрана из смысловой 

или антисмысловой цепи любого из дуплексов AD-517197.2; AD-517258.2; AD-516748.2; AD-516851.2; 

AD-519351.2; AD-519754.2; AD-519828.2; AD-520018.2; AD-520035.2; AD-520062.2; AD-520064.2; AD-

520065.2; AD-520067.2; AD-75289.2; AD-520069.2; AD-520099.2; AD-67575.7; AD-520101.2; AD-

1193323.1; AD-1193344.1; AD-1193350.1; AD-1193365.1; AD-1193379.1; AD-1193407.1; AD-1193421.1; 

AD-1193422.1; AD-1193429.1; AD-1193437.1; AD-1193443.1; AD-1193471.1; AD-1193481.1 или AD-

67605.7. 

В некоторых вариантах осуществления смысловая или антисмысловая цепь выбрана из смысловой 

или антисмысловой цепи любого из дуплексов AD-519345.1, AD-519346.1, AD-519347.1, AD-67554.7, 

AD-519752.3, AD-1010731.1, AD-1010732.1, AD-519343.1, AD-519344.1, AD-519349.1, AD-519350.1, AD-

519753.2, AD-519932.1, AD-519935.2, AD-520018.6, AD-517837.2, AD-805635.2, AD-519329.2, AD-

520063.2, AD-519757.2, AD-805631.2, AD-516917.2, AD-516828.2, AD-518983.2, AD-805636.2, AD-

519754.7, AD-520062.2, AD-67575.9, AD-518923.3, AD-520053.4, AD-519667.2, AD-519773.2, AD-

519354.2, AD-520060.4, AD-520061.4, AD-1010733.2, AD-1010735.2, AD-1193323.1; AD-1193344.1; AD-

1193350.1; AD-1193365.1; AD-1193379.1; AD-1193407.1; AD-1193421.1;AD-1193422.1; AD-1193429.1; 

AD-1193437.1; AD-1193443.1; AD-1193471.1; или AD-1193481.1. 

В некоторых вариантах осуществления смысловая или антисмысловая цепь выбрана из смысловой 

или антисмысловой цепи любого из дуплексов AD-519345.1; AD-1193350.1; AD-1193365.1; AD-

1193437.1; and AD-519347.1. 

В некоторых вариантах осуществления смысловая или антисмысловая цепь выбрана из смысловой 

или антисмысловой цепи дуплекса AD-519351. 

В одном варианте смысловая или антисмысловая цепь выбрана из смысловой или антисмысловой 

цепи дуплекса AD-1193350. 

В одном варианте смысловая или антисмысловая цепь выбрана из смысловой или антисмысловой 

цепи дуплекса AD-1193365. 

В одном варианте смысловая или антисмысловая цепь выбрана из смысловой или антисмысловой 

цепи дуплекса AD-1193437. 

В одном варианте смысловая или антисмысловая цепь выбрана из смысловой или антисмысловой 

цепи дуплекса AD-519347. 

Следует понимать, что хотя последовательности, представленные, например, в табл. 3, 5, 7, 9, 11, 

21, 24, 27, 30, 32, 36 и 50 не описаны как модифицированные или конъюгированные последовательности, 

РНК представленная как иРНК по изобретению, например, дсРНК по изобретению, может содержать 

любую из последовательностей, представленных в любой из табл. 2-11, 21, 24, 27, 30, 32, 33, 36, 37, 49 

или 50, которая является немодифицированной, неконъюгированной или модифицированной или конъю-

гированной иначе, чем описано в настоящем изобретении. Другими словами, изобретение охватывает 

дсРНК из табл. 2-11, 21, 24, 27, 30, 32, 33, 36, 37, 49 или 50, которые являются немодифицированными, 

неконъюгированными, или модифицированными или конъюгированными, как описано здесь. 

Специалисту в данной области техники хорошо известно, что дсРНК, имеющие дуплексную струк-

туру приблизительно из 20-23 пар оснований, например, из 21 пары оснований, признаны особенно эф-

фективными в индукции РНК-интерференции (Elbashir et al, EMBO 2001, 20:6877-6888). Однако другие 

исследователи обнаружили, что более короткие или более длинные дуплексные структуры РНК также 

могут быть эффективными (Chu and Rana (2007) RNA 14:1714-1719; Kim et al. (2005) Nat Biotech 23:222-

226). В вариантах осуществления, описанных выше, по своей природе последовательности олигонуклео-

тидов, представленных в любой из таблиц 2-11,21, 24, 27, 30, 32, 33, 36, 37, 49 или 50, дсРНК, описанные 

в настоящем изобретении, могут включать по меньшей мере одну цепь длиной не менее 21 нуклеотида. 

Можно ожидать, что более короткие дуплексы, имеющие любую из последовательностей, представлен-

ных в любой из таблиц 2-11, 21, 24, 27, 30, 32, 33, 36, 37, 49 или 50, за исключением нескольких нуклео-

тидов на одном или обоих концов могут быть одинаково эффективны по сравнению с описанными выше 

дсРНК. Следовательно, дсРНК, имеющие последовательность из по меньшей мере 19, 20 или более по-

следовательных нуклеотидов, полученных из любой из последовательностей любой из таблиц 2-11, 21, 

24, 27, 30, 32, 33, 36, 37, 49 или 50, и отличающиеся своей способностью ингибировать экспрессию гена 

PNPLA3 не более чем приблизительно на 5, 10, 15, 20, 25 или 30% ингибирования от дсРНК, содержащей 

полную последовательность, рассматриваются как входящие в объем настоящего изобретения. 

Кроме того, РНК, представленные в таблицах 2-11, 21, 24, 27, 30, 32, 33, 36, 37, 49 или 50, показы-

вают сайт(ы) в транскрипте PNPLA3, восприимчивые к RISC-опосредованному расщеплению. Таким 

образом, настоящее изобретение дополнительно включает иРНК, нацеленные на один из этих сайтов. 

Как описано в настоящем изобретении, иРНК считается нацеленной на конкретный сайт транскрипта 
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РНК, если иРНК способствует расщеплению транскрипта в любом месте этого конкретного сайта. Такая 

iPHK обычно включает по меньшей мере около 19 последовательных нуклеотидов из любой из последо-

вательностей, представленных в любой из таблиц 2-11, 21, 24, 27, 30, 32, 33, 36, 37, 49 или 50, и соеди-

ненных с дополнительными нуклеотидными последовательностями взятыми из области, примыкающей к 

выбранной последовательности в гене PNPLA3. 

III. Модифицированные иРНК по изобретению. 

В некоторых вариантах осуществления РНК, принадлежащая к иРНК по изобретению, например, 

дсРНК, является немодифицированной и не содержит, например, химических модификаций или конъю-

гации, известных в данной области техники и описанных в настоящем изобретении. В других вариантах 

осуществления РНК, принадлежащую к иРНК по изобретению, например дсРНК, химически модифици-

рована для повышения стабильности или приобретения других полезных характеристик. В некоторых 

вариантах осуществления изобретения по существу все нуклеотиды иРНК по изобретению модифициро-

ваны. В других вариантах осуществления изобретения все нуклеотиды иРНК или по существу все нук-

леотиды иРНК модифицированы, т.е. в цепи иРНК присутствует не более 5, 4, 3, 2 или 1 немодифициро-

ванных нуклеотидов. 

Нуклеиновые кислоты, представленные в изобретении, могут быть синтезированы или модифици-

рованы способами, хорошо зарекомендовавшими себя в данной области, такими как описанные в "Cur-

rent protocols in nucleic acid chemistry, "Beaucage, S.L. et al. (Edrs.), John Wiley & Sons, Inc., New York, NY, 

USA", содержание которого включено в настоящее описание посредством ссылки. Модификации вклю-

чают, например, модификации концов, например, модификации 5'-конца (фосфорилирование, конъюга-

ция, инвертированные связи) или модификации 3'-конца (конъюгация, ДНК-нуклеотиды, инвертирован-

ные связи и т.д.); модификации оснований, например замена стабилизирующими основаниями, дестаби-

лизирующими основаниями или основаниями, образующими пары с расширенным репертуаром партне-

ров, удаленные основания (абазические нуклеотиды) или конъюгированные основания; модификации 

сахара (например, в 2'-положении или 4'-положении) или замену сахара; или модификации остова (ске-

лета) соединения, включая модификацию или замену фосфодиэфирных связей. Конкретные примеры 

соединений иРНК, применимых в вариантах осуществления, описанных в настоящем изобретении, 

включают, без ограничения таковыми, РНК, содержащие модифицированные остовы или не содержащие 

природных межнуклеозидных связей. РНК с модифицированным остовом включают, помимо прочего, 

те, которые не имеют атома фосфора в остове. Для целей настоящего описания и как иногда упоминается 

в данной области техники, модифицированные РНК, не имеющие атома фосфора в своем межнуклеозид-

ном остове, также могут считаться олигонуклеозидами. В некоторых вариантах осуществления модифи-

цированная иРНК имеет атом фосфора в своем межнуклеозидном остове. 

Модифицированные остовы РНК включают, например, фосфоротиоаты, хиральные фосфоротиоа-

ты, фосфородитиоаты, фосфотриэфиры, аминоалкилфосфотриэфиры, метил-и другие алкилфосфонаты, 

включая 3'-алкиленфосфонаты и хиральные фосфонаты, фосфинаты, фосфорамидаты, включая 3'-

аминофосфорамидат и аминоалкилфосфорамидаты, тионофосфорамидаты, тионоалкилфосфонаты, тио-

ноалкилфосфотриэфиры и боранофосфаты, имеющие нормальные связи 3'-5', аналоги таковых с 2'-5'-

связями, а также соединения с обратной полярностью, в которых соседние пары нуклеозидных звеньев 

связаны 3'-5' с 5'-3' или 2'-5' с 5'-2'. Также сюда включены различные соли, смешанные соли и формы 

свободных кислот. В некоторых вариантах осуществления изобретения агенты дсРНК по изобретению 

находятся в форме свободной кислоты. В других вариантах осуществления изобретения агенты дсРНК 

по изобретению находятся в форме соли. В одном варианте осуществления агенты дсРНК по изобрете-

нию находятся в форме натриевой соли. В некоторых вариантах осуществления, когда агенты дсРНК по 

изобретению находятся в форме натриевой соли, ионы натрия присутствуют в агенте в качестве проти-

воионов практически для всех фосфодиэфирных и/или фосфоротиотатных групп, присутствующих в 

агенте. Агенты, в которых практически все фосфодиэфирные и/или тиофосфатные связи имеют противо-

ион натрия, включают не более 5, 4, 3, 2 или 1 фосфодиэфирной и/или тиофосфатной связи без противо-

иона натрия. В некоторых вариантах осуществления, когда агенты дсРНК по изобретению находятся в 

форме натриевой соли, ионы натрия присутствуют в агенте в качестве противоионов для всех фосфоди-

эфирных и/или тиофосфатных групп, присутствующих в агенте. 

Репрезентативные патенты США, в которых описывается получение вышеуказанных фосфорсо-

держащих соединений, включают, без ограничения таковыми, патенты США № 3687808; 4469863; 

4476301; 5023243; 5177195; 5188897; 5264423; 5276019; 5278302; 5286717; 5321131; 5399676; 5405939; 

5453496; 5455233; 5466677; 5476925; 5519126; 5536821; 5541316; 5550111; 5563253; 5571799; 5587361; 

5625050; 6028188; 6124445; 6160109; 6169170; 6172209; 6239265; 6277603; 6326199; 6346614; 6444423; 

6531590; 6534639; 6608035; 6683167; 6858715; 6867294; 6878805; 7015315; 7041816; 7273933; 7321029; и 

патент США RE39464, полное содержание каждого из которых включено в настоящее описание в каче-

стве ссылки. 

Модифицированные скелеты/остовы РНК, не включающие в себя атом фосфора, имеют остовы 

(скелеты), сформированные короткоцепочечными алкильными или циклоалкильными межнуклеозидны-

ми связями, смешанными гетероатомами и алкильными или циклоалкильными межнуклеозидными свя-
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зями или одной или несколькими короткоцепочечными гетероатомными или гетероциклическими меж-

нуклеозидными связями. К ним относятся соединения, имеющие морфолиновые связи (частично образо-

ванные из сахарной части нуклеозида); силоксановые скелеты; сульфидные, сульфоксидные и сульфоно-

вые скелеты; формацетильные и тиоформацетильные скелеты; метиленформацетильные и тиоформаце-

тильные скелеты; алкенсодержащие скелеты; сульфаматные скелеты; метиленимино- и метиленгидрази-

но-скелеты; сульфонатные и сульфаниламидные скелеты; амидные скелеты; и другие скелеты, содержа-

щие смешанные компоненты N, О, S и СН2. 

Репрезентативные патенты США, в которых описывается получение вышеуказанных олигонуклео-

зидов, включают, без ограничения таковыми, патенты США № 5034506; 5166315; 5185444; 5214134; 

5216141; 5235033; 5,64,562; 5264564; 5405938; 5434257; 5466677; 5470967; 5489677; 5541307; 5561225; 

5596086; 5602240; 5608046; 5610289; 5618704; 5623070; 5663312; 5633360; 5677437; и5677439, полное 

содержание каждого из которых включено в настоящее описание посредством ссылки. 

Предполагается, что подходящие миметики РНК, в которых как сахар, так и межнуклеозидная 

связь, т.е. скелет нуклеотидных единиц заменены новыми группами можно использовать в представлен-

ных здесь иРНК. Базовые звенья сохраняют для гибридизации с соответствующим целевым соединением 

нуклеиновой кислоты. Одно такое олигомерное соединение, в котором миметик РНК, обладающий пре-

восходящими свойствами к гибридизации, называется пептидной нуклеиновой кислотой (PNA). В соеди-

нениях PNA сахарный остов РНК заменен остовом, содержащим амид, в частности, остовом аминоэтилг-

лицина. Ануклеиновые основания сохраняются и связаны прямо или косвенно с атомами aza-азота амид-

ной части основной цепи. Репрезентативные патенты США, в которых рассказывается о получении со-

единений PNA, включают, без ограничения таковыми, патенты США № 5539082; 5714331; и 5719262, 

полное содержание каждого из которых включено в настоящее описание посредством ссылки. Дополни-

тельные соединения PNA, подходящие для использования в иРНК по изобретению, описаны, например, в 

Nielsen et ah, Science, 1991, 254, 1497-1500. 

Некоторые варианты осуществления, представленные в изобретении, включают РНК с фосфоро-

тиоатными скелетами и олигонуклеозиды с гетероатомными скелетами и, в частности, -СН2-NH-СН2-,  

-СН2-N(CH3)-О-СН2- [известными в качестве метилен-(метилимино) или MMI-скелетов], -CH2-O-N(CH3)-

CH2-, -CH2-N(CH3)-N(CH3)-CH2- и -N(CH3)-CH2-CH2- [где нативная фосфодиэфирная цепь представлена 

как -О-Р-О-СН2-] в упомянутом выше патенте США № 5489677, и амидные цепи представлены в соот-

ветствии с упомянутым выше патентом США № 5602240. В некоторых вариантах осуществления РНК, 

представленные в настоящем изобретении, имеют структуры морфолинового скелета из упомянутого 

выше патента США № 5034506. 

Модифицированные РНК также могут содержать один или более фрагментов замещенного сахара. 

иРНКs, например, дсРНКs, представленные в настоящем изобретении, могут включать один из следую-

щих элементов в 2'-положении: ОН; F; O-, S-, или N-алкил; О-, S- или N-алкенил; О-, S- или N-алкинил; 

или О-алкил-О-алкил, где алкил, алкенил и алкинил могут представлять собой замещенный или незаме-

щенный C1-C10-алкил или С2-С10-алкенил и алкинил. Примеры подходящих модификаций включают 

O[(CH2)nO]mCH3, O(CH2).nOCH3, O(CH2)nNH2, O(CH2)nCH3, O(CH2)nONH2, и O(CH2)nON[(CH2)nCH3)]2, где 

n и m составляют от 1 до приблизительно 10. В других вариантах осуществления дсРНК включают один 

из следующих элементов в положении 2': C1-С10 низший алкил, замещенный низший алкил, алкарил, 

аралкил, О-алкарил или О- аралкил, SH, SCH3, OCN, Cl, Br, CN, CF3, OCF3, SOCH3, SO2CH3, ONO2, NO2, 

N3, NH2, гетероциклоалкил, гетероциклоалкарил, аминоалкиламино, полиалкиламино, замещенный си-

лил, группу для расщепления РНК, репортерную группу, интеркалятор, группу для улучшения фармако-

кинетических свойств иРНК или группу для улучшения фармакодинамических свойств иРНК, а также 

другие заместители, обладающие подобными свойствами. В некоторых вариантах осуществления моди-

фикация включает 2'-метоксиэтокси (2'-О-СН2СН2ОСН3, также известную как 2'-О-(2-метоксиэтил) или 

2'-МОЕ)) (Martin et al., Helv. Chim. Acta, 1995, 78:486-504), то есть алкокси-алкоксигруппу. Другой ти-

пичной модификацией является 2'-диметиламинооксиэтокси, т.е. группа O(CH2)2ON(CH3)2, также из-

вестная как 2'-DMAOE, как описано в приведенных ниже примерах, и 2'-диметиламиноэтоксиэтокси 

(также известная в данной области техники как 2'-О-диметиламиноэтоксиэтил или 2'-DMAEOE), т.е. 2'-

O-CH2-O-CH2-N(CH2)2. 

Дополнительные иллюстративные модификации включают: 5'-Me-2'-F нуклеотиды, 5'-Ме-2'-ОМе 

нуклеотиды, 5'-Ме-2'-дезоксинуклеотиды (R- и S-изомеры в этих трех семействах); 2'-алкоксиалкил; и 2'-

NMA (N-метилацетамид). 

Другие модификации включают 2'-метокси (2'-ОСН3), 2'-аминопропокси (2'-OCH2CH2CH2NH2) и 2'-

фтор (2'-F). Подобные модификации также могут быть сделаны в других положениях РНК, относящейся 

к иРНК, в частности, в 3'-положении сахара на 3'-концевом нуклеотиде или в 2'-5'-связанных дсРНК и в 

5'-положении 5'-концевого нуклеотида. иРНК также могут включать миметики сахара, такие как цикло-

бутильные фрагменты, вместо пентофуранозилового сахара. Репрезентативные патенты США, в которых 

рассказывается о получении таких структур модифицированного сахара, включают, без ограничения та-

ковыми, патенты США № 4981957; 5118800; 5319080; 5359044; 5393878; 5446137; 5466786; 5514785; 

5519134; 5567811; 5576427; 5591722; 5597909; 5610300; 5627053; 5639873; 5646265; 5658873; 5670633; 
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и5700920, некоторые из которых, как правило, включены в настоящее описание. Полное содержание ка-

ждого из вышеперечисленных включено в настоящее описание посредством ссылки. 

иРНК также может включать модификации или замены азотистых оснований (часто называемых в 

данной области просто "основаниями"). Используемый здесь термин "немодифицированные" или "при-

родные" нуклеооснования включает пуриновые основания аденин (А) и гуанин (G) и пиримидиновые 

основания тимин (Т), цитозин (С) и урацил (U). Модифицированные азотистые основания включают 

другие синтетические и природные азотистые основания, такие как дезокситимин (dT), 5-метилцитозин 

(5-me-С), 5-гидроксиметилцитозин, ксантин, гипоксантин, 2-аминоаденин, 6-метил и другие алкильные 

производные аденина и гуанина, 2-пропил и другие алкилпроизводные аденина и гуанина, 2-тиоурацил, 

2-тиотимин и 2-тиоцитозин, 5-галорацил и цитозин, 5-пропинилурацил и цитозин, 6-азоурацил, цитозин 

и тимин, 5-урацил (псевдоурацил), 4-тиоурацил, 8-галоген, 8-амино, 8-тиол, 8-тиоалкил, 8-гидроксил и 

другие 8-замещенные аденины и гуанины, 5-галоген, особенно 5-бром, 5-трифторметил и другие 5-

замещенные урацилы и цитозины, 7-метилгуанин и 7-метиладенин, 8-азагуанин и 8-азааденин, 7-

деазагуанин и 7-деазааденин, 3-деазагуанин и 3-деазааденин. Дополнительные азотистые основания 

включают основания, раскрытые в патенте США № 3687808, раскрытые в Modified Nucleosides in Bio-

chemistry, Biotechnology and Medicine, Herdewijn, P. ed. Wiley-VCH, 2008; раскрытые в The Concise Ency-

clopedia Of Polymer Science And Engineering, pages 858-859, Kroschwitz, J.L., ed. John Wiley & Sons, 1990, 

раскрытые Englisch et al., Angewandte Chemie, International Edition, 1991, 30, 613, и раскрытые Sanghvi, 

Y.S., Chapter 15, дсРНК Research and Applications, pages 289-302, Crooke, S.T. and Lebleu, В., Ed., CRC 

Press, 1993. Некоторые из этих азотистых оснований особенно полезны для повышения аффинности свя-

зывания олигомерных соединений, представленных в изобретении. К ним относятся 5-замещенные пи-

римидины, 6-азапиримидины и N-2, N-6 и 0-6 замещенные пурины, включая 2-аминопропиладенин, 5-

пропинилурацил и 5-пропинилцитозин. Было показано, что замены 5-метилцитозином повышают ста-

бильность дуплекса нуклеиновой кислоты на 0,6-1,2°C (Sanghvi, Y.S., Croke, S.T. и Lebleu, В., Eds., 

дсРНК Research and Applications, CRC Press, Boca Raton, 1993, pp. 276-278) и являются типичными заме-

нами оснований, особенно в сочетании с модификациями 2'-О-метоксиэтилсахара. 

Репрезентативные патенты США, в которых описано получение некоторых из указанных выше мо-

дифицированных азотистых оснований, а также других модифицированных азотистых оснований, вклю-

чают, без ограничения таковыми, указанные выше патенты США № 3687808, 4845205; 513030; 5134066; 

5175273; 5367066; 5432272; 5457187; 5459255; 5484908; 5502177; 5525711; 5552540; 5587469; 5594121; 

5596091; 5614617; 5681941; 5750692; 6015886; 6147200; 6166197; 6222025; 6235887; 6380368; 6528640; 

6639062; 6617438; 7045610; 7427672; и 7495088, полное содержание каждого из которых включено в на-

стоящее описание посредством ссылки. 

РНК, принадлежащая иРНК также может быть модифицирована для включения одной или несколь-

ких заблокированных нуклеиновых кислот (LNA, locked nucleic acids). Заблокированная нуклеиновая 

кислота представляет собой нуклеотид, имеющий модифицированную часть рибозы, в которой часть 

рибозы содержит дополнительный мостик, соединяющий 2'- и 4'-углероды. Эта структура эффективно 

"запирает" рибозу в 3'-эндоструктурной конформации. Было показано, что добавление заблокированных 

нуклеиновых кислот к siPHK увеличивает стабильность siPHK в сыворотке и снижает побочные эффекты 

(Elmen, J. et al., (2005) Nucleic Acids Research 33(1):439-447; Mook OR et al., (2007) Mol Canc Ther 

6(3):833-843, Grunweller A. et al., (2003) Nucleic Acids Research 31(12):3185-3193). 

В некоторых вариантах осуществления РНК иРНК также может быть модифицирована для включе-

ния одной или нескольких фрагментов бициклического сахара. "Бициклический сахар" представляет со-

бой фуранозильное кольцо, модифицированное мостиковым соединением двух атомов. "Бициклический 

нуклеозид" ("BNA") представляет собой нуклеозид, имеющий сахарный фрагмент, содержащий мостик, 

соединяющий два атома углерода сахарного кольца, таким образом образуя бициклическую кольцевую 

систему. В некоторых вариантах мостик соединяет 4'-углерод и 2'-углерод сахарного кольца. Таким об-

разом, в некоторых вариантах осуществления агент по изобретению может включать одну или более за-

блокированных нуклеиновых кислот (LNA). Заблокированная нуклеиновая кислота представляет собой 

нуклеотид, имеющий модифицированную часть рибозы, в которой часть рибозы содержит дополнитель-

ный мостик, соединяющий 2'- и 4'-углероды. Другими словами, LNA представляет собой нуклеотид, со-

держащий фрагмент бициклического сахара, содержащий мостик 4'-СН2-О-2'. Эта структура эффективно 

"запирает" рибозу в 3'-эндо структурной конформации. Было показано, что добавление заблокированных 

нуклеиновых кислот к siPHK увеличивает стабильность siPHK в сыворотке и снижает побочные эффекты 

(Elmen, J. et al., (2005) Nucleic Acids Research 33(1):439-447; Mook OR et al., (2007) Mol Canc Ther 

6(3):833-843, Grunweller A. et al., (2003) Nucleic Acids Research 31(12):3185-3193). Примеры бицикличе-

ских нуклеозидов для применения в полинуклеотидах по изобретению включают без ограничения нук-

леозиды, содержащие мостик между 4'- и 2'-атомами рибозильного кольца. В некоторых вариантах осу-

ществления антисмысловые полинуклеотидные агенты по изобретению включают один или более би-

циклических нуклеозидов, содержащих мостик с 4'-2'. Примеры таких бициклических нуклеозидов, со-

единенных мостиком 4'-2', включают, без ограничения таковыми, 4'-(СН2)-О-2' (LNA); 4'-(CH2)-S-2'; 4'-

(CH2)2-O-2' (ENA); 4'-СН(СН3)-О-2' (также обозначаемый как "ограниченный этил" или "cEt") и 4'-
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СН(СН2ОСН3)-О-2' (и аналоги такового; см., например, патент США № 7399845); 4'-С(СН3)(СН3)-О-2' (и 

аналоги такового; см., например, патент США № 8278283); 4'-CH2-N(OCH3)-2' (и аналоги такового; см., 

например, патент США № 8278425); 4'-CH2-O-N(CH3)-2' (см., например, публикацию патента США № 

2004/0171570); 4'-CH2-N(R)-O-2', где R представляет собой Н, C1-C12 алкил или защитную группу (см., 

например, патент США № 7427672); 4'-СН2-С(Н)(СН3)-2' (см., например, Chattopadhyaya et al., J. Org. 

Chem., 2009, 74, 118-134); и 4'-СН2-С(=СН2)-2' (и аналоги такового; см., например, патент США 

№8,278,426). Полное содержание каждого из вышеперечисленных включено в настоящее описание по-

средством ссылки. 

Дополнительные репрезентативные патенты США и публикации патентов США, в которых расска-

зывается о получении закрытых нуклеотидов нуклеиновых кислот, включают, без ограничения таковы-

ми, следующие: патенты США № 6268490; 6525191; 6670461; 6770748; 6794499; 6998484; 7053207; 

7034133; 7084125; 7399845; 7427672; 7569686; 7741457; 8022193; 8030467; 8278425; 8278426; 8278283; 

США 2008/0039618; и US 2009/0012281, полное содержание каждого из которых включено в настоящее 

описание посредством ссылки. 

Любой из указанных выше бициклических нуклеозидов может быть получен с одной или несколь-

кими стереохимическими конфигурациями сахаров, включая, например, α-L-рибофуранозу и β-D-

рибофуранозу (см. WO 99/14226). 

РНК, принадлежащая иРНК, также может быть модифицирована для включения одного или более 

ограниченных этиловых нуклеотидов. Используемый здесь термин "ограниченный этиловый нуклеотид" 

или "cEt" представляет собой заблокированную нуклеиновую кислоту, содержащую фрагмент бицикли-

ческого сахара, включающий мостик 4'-СН(СН3)-О-2'. В одном варианте осуществления ограниченный 

этиловый нуклеотид находится в S-конформации, именуемой здесь "S-cEt". 

иРНК по изобретению может также включать один или более "конформационно ограниченных нук-

леотидов" ("CRN"). CRN представляют собой аналоги нуклеотидов с линкером, соединяющим атомы 

углерода С2' и С4' рибозы или атомы углерода С3' и С5' рибозы. CRN фиксирует кольцо рибозы в ста-

бильной конформации и увеличивает сродство при гибридизации с мРНК. Линкер имеет достаточную 

длину, чтобы поместить кислород в оптимальное положение для стабильности и сродства, что приводит 

к меньшему искажению кольца рибозы. 

Репрезентативные публикации, в которых рассказывается о получении некоторых из указанных 

выше CRN, включают, без ограничения таковыми, патентную публикацию США № 2013/0190383; и 

публикации РСТ WO 2013/036868, полное содержание каждой из которых включено в настоящее описа-

ние посредством ссылки. 

В некоторых вариантах осуществления иРНК по изобретению содержит один или более мономеров, 

представляющих собой нуклеотиды UNA (разблокированная нуклеиновая кислота). UNA представляет 

собой разблокированную ациклическую нуклеиновую кислоту, в которой любая из связей сахара была 

удалена, в результате чего образуется разблокированный "сахарный" остаток. В одном примере UNA 

также включает мономер с удаленными связями между С1'-С4' (т.е. ковалентная связь углерод-кислород-

углерод между атомами углерода С1' и С4'). В другом примере связь С2'-С3' (т.е. ковалентная углерод-

углеродная связь между атомами углерода С2' и С3') сахара удалена (см. Nuc. Acids Symp. Series, 52, 133-

134 (2008).) и Fluiter et al., Mol. Biosyst, 2009, 10, 1039, содержание которого включено в настоящее опи-

сание посредством ссылки). 

Типичные публикации США, в которых рассказывается о подготовке UNA, включают, без ограни-

чения таковыми, патент США № 8314227; и публикации патентов США № 2013/0096289; 2013/0011922; 

и 2011/0313020, полное содержание каждого из которых включено в настоящее описание посредством 

ссылки. 

Потенциально стабилизирующие модификации концов молекул РНК могут включать N-

(ацетиламинокапроил)-4-гидроксипролинол (Нур-С6-NHAc), N-(капроил-4-гидроксипролинол (Нур-С6), 

N-(ацетил-4-гидроксипролинол (Hyp-NHAc), тимидин-2'-0-дезокситимидин (эфир), N-(аминокапроил)-4-

гидроксипролинол (Нур-С6-амино), 2-докозаноилуридин-3"-фосфат, инвертированное основание dT(idT) 

и др. Описание данной модификации можно найти в публикации РСТ № WO 2011/005861. 

Другие модификации нуклеотидов иРНК по изобретению включают 5'-фосфат или 5'-имитатор 

фосфата, например, 5'-концевой фосфат или фосфатный имитатор на антисмысловой цепи иРНК. Подхо-

дящие имитаторы фосфатов раскрыты, например, в публикации патента США № 2012/0157511, полное 

содержание которого включено в настоящее описание посредством ссылки. 

А. Модифицированные иРНК, содержащие мотивы изобретения. 

В некоторых аспектах изобретения двухцепочечные РНК-агенты по изобретению включают агенты 

с химическими модификациями, как описано, например, в WO 2013/075035, полное содержание которого 

включено в настоящее описание посредством ссылки. В WO 2013/075035 представлены мотивы трех 

идентичных модификаций трех последовательных нуклеотидов в смысловой цепи или антисмысловой 

цепи агента дсРНКи, в частности, в сайте расщепления или рядом с ним. В некоторых вариантах осуще-

ствления смысловая цепь и антисмысловая цепь агента дсРНКи могут быть полностью модифицированы. 

Введение этих мотивов прерывает паттерн модификации, если он присутствует, в смысловой или анти-
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смысловой нити. дсРНКи агент может быть необязательно конъюгирован с лигандом, производным Gal-

NAc, например, на смысловой цепи. 

Более конкретно, когда смысловая цепь и антисмысловая цепь двухцепочечного РНК-агента полно-

стью модифицированы для получения один или более мотивов из трех идентичных модификаций на трех 

последовательных нуклеотидах в сайте расщепления по меньшей мере одной цепи дсРНКи-агента или 

рядом с ним, то наблюдается активный сайленсинг генов дсРНКи агентом. 

Соответственно, изобретение относится к двухцепочечным РНК-агентам, способным ингибировать 

экспрессию гена-мишени (т.е. гена PNPLA3) in vivo. РНКи агент содержит смысловую цепь и антисмы-

словую цепь. Каждая цепь агента РНКи может иметь, например, длину 17-30 нуклеотидов, длину 25-30 

нуклеотидов, длину 27-30 нуклеотидов, длину 19-25 нуклеотидов, длину 19-23 нуклеотида, длину 19-21 

нуклеотида, длину 21-25 нуклеотидов или длину 21-23 нуклеотида. 

Смысловая цепь и антисмысловая цепь обычно образуют дуплексную двухцепочечную РНК 

("дсРНК"), также называемую в настоящем изобретении "дсРНКи агентом". Дуплексная область дсРНКи 

агента может иметь длину 27-30 пар нуклеотидов, длину 19-25 пар нуклеотидов, длину 19-23 пар нуклео-

тидов, длину 19-21 пар нуклеотидов, длину 21-25 пар нуклеотидов или длину 21-23 пары нуклеотидов. В 

другом примере длина дуплексной области выбрана из 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26 и 27 нуклеотидов. 

В некоторых вариантах осуществления дсРНКи агент может содержать одну или более выступаю-

щих областей или кэпирующих групп на 3'-конце, 5'-конце или на обоих концах одной или обеих цепей. 

Выступ может иметь длину независимо от 1 до 6 нуклеотидов, например, от 2 до 6 нуклеотидов, от 1 до 5 

нуклеотидов, от 2 до 5 нуклеотидов, от 1 до 4 нуклеотидов, от 2 до 4 нуклеотидов, 1-3 нуклеотида в дли-

ну, 2-3 нуклеотида в длину или 1-2 нуклеотида в длину. В некоторых вариантах осуществления выступы 

могут включать удлиненные выступы, как указано выше. Выступы могут быть результатом того, что од-

на цепь длиннее другой, или результатом расположения двух цепей одинаковой длины в шахматном по-

рядке. Выступ может образовывать несовпадение с мРНК-мишенью, или может быть комплементарным 

последовательности целевого гена, или может быть другой последовательностью. Первая и вторая цепи 

также могут быть соединены, например, дополнительными основаниями для образования шпильки или 

другими линкерами, не содержащими оснований. 

В некоторых вариантах осуществления каждый из нуклеотидов в выступающей области дсРНКи 

агента может независимо представлять собой модифицированный или немодифицированный нуклеотид, 

включающий, помимо прочего, модифицированный 2'-сахар, такой как 2'-F, 2'-О-метил тимидин (Т), 2'-

О-метоксиэтил-5-метилуридин (Тео), 2'-О-метоксиэтиладенозин (Аео), 2'-О-метоксиэтил-5-метилцити-

дин (m5Сео) и любые комбинации таковых. 

Например, ТТ может представлять собой выступающую последовательность для любого конца лю-

бой цепи. Выступ может формировать несовпадение с мРНК-мишенью, или он может быть комплемен-

тарным последовательности целевого гена, или может быть другой последовательностью. 

5'- или 3'-выступы смысловой цепи, антисмысловой цепи или обеих цепей дсРНКи агента могут 

быть фосфорилированы. В некоторых вариантах осуществления выступающий(е) участок(ки) содержит 

два нуклеотида, содержащих фосфоротиоат между двумя нуклеотидами, и два нуклеотида могут быть 

одинаковыми или разными. В некоторых вариантах осуществления выступающий конец присутствует на 

3'-конце смысловой цепи, антисмысловой цепи или обеих цепей. В некоторых вариантах осуществления 

этот 3'-концевой выступ присутствует в антисмысловой цепи. В некоторых вариантах осуществления 

этот 3'-концевой выступ присутствует в смысловой цепи. 

дсРНКи агент может содержать только один выступ, что может усиливать интерференционную ак-

тивность РНКи, не влияя на ее общую стабильность. Например, одноцепочечный концевой выступ мо-

жет быть расположен на 3'-конце смысловой цепи или, альтернативно, на 3'-конце антисмысловой цепи. 

РНКи также может иметь тупой конец, расположенный на 5'-конце антисмысловой цепи (или на 3'-конце 

смысловой цепи) или наоборот. Как правило, антисмысловая цепь дсРНКи агента имеет выступающий 

нуклеотид на 3'-конце, а 5'-конец является тупым. Без привязки к теории, асимметричный тупой конец на 

5'-конце антисмысловой цепи и выступающий 3'-конец антисмысловой цепи способствуют участию на-

правляющей цепи в RISC-обусловленном процессе. 

В некоторых вариантах осуществления дсРНКи агент представляет собой элемент с двумя тупыми 

концами длиной 19 нуклеотидов, где смысловая цепь содержит по меньшей мере один мотив из трех мо-

дификаций 2'-F на трех последовательных нуклеотидах в положениях 7, 8, 9 от 5'-конца. Антисмысловая 

цепь содержит по меньшей мере один мотив из трех 2'-О-метил- модификаций на трех последовательных 

нуклеотидах в положениях 11, 12, 13 от 5'-конца. 

В других вариантах осуществления дсРНКи агент представляет собой элемент с двумя тупыми кон-

цами длиной 20 нуклеотидов, где смысловая цепь содержит по меньшей мере один мотив из трех моди-

фикаций 2'-F на трех последовательных нуклеотидах в положениях 8, 9, 10 от 5'-конца. Антисмысловая 

цепь содержит по меньшей мере один мотив из трех 2'-О-метил- модификаций на трех последовательных 

нуклеотидах в положениях 11, 12, 13 от 5'-конца. 

В других вариантах осуществления дсРНКи агент представляет собой элемент с двумя тупыми кон-

цами длиной в 21 нуклеотид, где смысловая цепь содержит по меньшей мере один мотив из трех моди-
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фикаций 2'-F на трех последовательных нуклеотидах в положениях 9, 10, 11 от 5'-конца. Антисмысловая 

цепь содержит по меньшей мере один мотив из трех 2'-О-метил- модификаций трех последовательных 

нуклеотидах в положениях 11, 12, 13 от 5'-конца. 

В некоторых вариантах осуществления дсРНКи агент содержит смысловую цепь из 21 нуклеотида и 

антисмысловую цепь из 23 нуклеотидов, где смысловая цепь содержит по меньшей мере один мотив из 

трех модификаций 2'-F на трех последовательных нуклеотидах в положениях 9, 10, 11 от 5'-конца; анти-

смысловая цепь содержит по меньшей мере один мотив из трех 2'-О-метил- модификаций на трех после-

довательных нуклеотидах в положениях 11, 12, 13 от 5'-конца, при этом один конец РНКи-агента тупой, 

а другой конец содержит 2 выступающих нуклеотида. Предпочтительно концевой выступ из 2 нуклеоти-

дов находится на 3'-конце антисмысловой цепи. 

Когда 2 выступающих нуклеотида находятся на 3'-конце антисмысловой цепи, между тремя конце-

выми нуклеотидами могут находиться две фосфоротиоатные межнуклеотидные связи, где два из трех 

нуклеотидов являются выступающими нуклеотидами, а третий нуклеотид представляет собой спаренный 

нуклеотид, прилежащий к выступающему нуклеотиду. В одном варианте осуществления РНКи агент 

дополнительно имеет две фосфоротиоатные межнуклеотидные связи между тремя концевыми нуклеоти-

дами как на 5'-конце смысловой цепи, так и на 5'-конце антисмысловой цепи. В некоторых вариантах 

осуществления каждый нуклеотид в смысловой цепи и антисмысловой цепи дсРНКи агента, включая 

нуклеотиды, являющиеся частью мотивов, представляют собой модифицированный нуклеотид. В неко-

торых вариантах осуществления каждый остаток независимо модифицирован 2'-О-метилом или 3'-

фтором, например, в чередующемся мотиве. Необязательно дсРНКи агент дополнительно содержит ли-

ганд (предпочтительно GalNAc3). 

В некоторых вариантах осуществления дсРНКи агент содержит смысловую и антисмысловую цепи, 

где смысловая цепь имеет длину 25-30 нуклеотидных остатков, причем, начиная с 5'-концевого нуклео-

тида (положение 1), положения с 1 по 23 первой цепи содержат по меньшей мере 8 рибонуклеотидов; 

антисмысловая цепь имеет длину 36-66 нуклеотидных остатков и, начиная с 3'-концевого нуклеотида, 

содержит не менее 8 рибонуклеотидов в положениях, спаренных с положениями 1-23 смысловой цепи с 

образованием дуплекса; где по меньшей мере 3'-концевой нуклеотид антисмысловой цепи не спарен со 

смысловой цепью, и до 6 последовательных 3'-концевых нуклеотидов не спарены со смысловой цепью, 

тем самым образуя 3'-концевой концевой выступ из 1-6 нуклеотидов; при этом 5'-конец антисмысловой 

цепи содержит от 10 до 30 последовательных нуклеотидов, которые не спарены со смысловой цепью, тем 

самым образуя одноцепочечный 5'-выступ из 10-30 нуклеотидов; где по меньшей мере 5'-концевые и 3'-

концевые нуклеотиды смысловой цепи спарены по основаниям с нуклеотидами антисмысловой цепи, 

при условии, что смысловая и антисмысловая цепи выровнены для максимальной комплементарности, и 

тем самым образуют по существу дуплексную область между смысловой и антисмысловой цепями; так-

же антисмысловая цепь достаточно комплементарна РНК-мишени, что обеспечивается по меньшей мере 

19 рибонуклеотидами длины антисмысловой цепи, с целью снижения экспрессии гена-мишени при вве-

дении двухцепочечной нуклеиновой кислоты в клетку млекопитающего; и при этом смысловая цепь со-

держит по меньшей мере один мотив из трех модификаций 2'-F на трех последовательных нуклеотидах, 

где, по меньшей мере, один из мотивов находится в сайте расщепления или непосредственно рядом с 

ним. Антисмысловая цепь содержит по меньшей мере один мотив из трех 2'-О-метил-модификаций на 

трех последовательных нуклеотидах в сайте расщепления или непосредственно рядом с ним. 

В некоторых вариантах осуществления дсРНКи агент содержит смысловую и антисмысловую цепи, 

при этом дсРНКи агент содержит первую цепь длиной не менее 25 и не более 29 нуклеотидов и вторую 

цепь длиной не более 30 нуклеотидов, имеющую не менее одного мотива из трех 2'-О-метил-

модификаций на трех последовательных нуклеотидах в положениях 11, 12, 13 от 5'-конца; при этом 3'-

конец первой цепи и 5'-конец второй цепи образуют тупой конец, а вторая цепь на 3'-конце длиннее на 1-

4 нуклеотида, чем первая цепь, при этом дуплексная область составляет не менее 25 нуклеотидов в дли-

ну, а вторая цепь достаточно комплементарна целевой мРНК (что обеспечивается по меньшей мере 19 

нуклеотидами второй цепи), чтобы уменьшить экспрессию гена-мишени при введении РНКи агента в 

клетку млекопитающего, и при этом расщепление дсРНКи агента ферментом Dicer предпочтительно 

приводит к siPHK, содержащей 3'-конец второй цепи, таким образом уменьшая экспрессия гена-мишени 

млекопитающего. Необязательно, дсРНКи агент дополнительно содержит лиганд. 

В некоторых вариантах осуществления смысловая цепь агента дсРНКи содержит по меньшей мере 

один мотив из трех идентичных модификаций трех последовательных нуклеотидов, где один из мотивов 

находится в сайте расщепления в смысловой цепи. 

В некоторых вариантах осуществления антисмысловая цепь дсРНКи агента также может содержать 

по меньшей мере один мотив из трех идентичных модификаций трех последовательных нуклеотидов, где 

один из мотивов находится в сайте расщепления или вблизи него в антисмысловой цепи. 

Для дсРНКи агента, имеющего дуплексную область длиной 19-23 нуклеотида, сайт расщепления 

антисмысловой цепи обычно находится в положениях 10, 11 и 12 от 5'-конца. Таким образом, мотивы 

трех одинаковых модификаций могут находиться в 9, 10, 11 положениях; 10, 11, 12 положениях; 11, 12, 

13 положениях; 12, 13, 14 положениях; или 13, 14, 15 положениях антисмысловой цепи, где отсчет начи-
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нается с первого нуклеотида 5'-конца антисмысловой цепи, или с первого спаренного нуклеотида в об-

ласти дуплекса 5'-конца антисмысловой цепи. Сайт расщепления в антисмысловой цепи также может 

изменяться в зависимости от длины дуплексной области дсРНКи агента от 5'-конца. 

Смысловая цепь дсРНКи агента может содержать по меньшей мере один мотив из трех идентичных 

модификаций трех последовательных нуклеотидов в сайте расщепления; а антисмысловая цепь может 

иметь по меньшей мере один мотив из трех идентичных модификаций трех последовательных нуклеоти-

дов в сайте расщепления цепи или рядом с ним. Когда смысловая цепь и антисмысловая цепь образуют 

дсРНК дуплекс, смысловая цепь и антисмысловая цепь могут быть выровнены таким образом, что один 

мотив из трех нуклеотидов смысловой цепи и один мотив из трех нуклеотидов антисмысловой цепи 

имеют по меньшей мере перекрывание в один нуклеотид, то есть по меньшей мере один из трех нуклео-

тидов мотива в смысловой цепи образует пару оснований по меньшей мере с одним из трех нуклеотидов 

мотива в антисмысловой цепи. Альтернативно, по меньшей мере два нуклеотида могут перекрываться 

или все три нуклеотида могут перекрываться. 

В некоторых вариантах осуществления смысловая цепь дсРНКи агента может содержать более од-

ного мотива из трех идентичных модификаций трех последовательных нуклеотидов. Первый мотив мо-

жет встречаться в сайте расщепления цепи или рядом с ним, а другие мотивы могут быть модификацией 

прилежащей области. Термин "модификация прилежащей области" в настоящем изобретении относится 

к мотиву, находящемуся на другом участке цепи, отделенному от мотива в сайте расщепления той же 

цепи или рядом с ним. Модификация прилежащей области либо прилегает к первому мотиву, либо отде-

лена по меньшей мере одним или более нуклеотидами. Если мотивы непосредственно примыкают друг к 

другу, то химический состав мотивов отличается друг от друга, а если мотивы разделены одним или бо-

лее нуклеотидами, то химический состав таковых может быть одинаковым или разным. Могут присутст-

вовать две или более модификации прилежащей области. Например, когда присутствуют две модифика-

ции прилежащей области, каждая модификация прилежащей области может происходить с одной сторо-

ны по отношению к первому мотиву, находящемуся в сайте расщепления или вблизи него, или по обе 

стороны от ведущего мотива. 

Подобно смысловой цепи, антисмысловая цепь дсРНКи агента может содержать более одного мо-

тива из трех идентичных модификаций трех последовательных нуклеотидов, при этом по меньшей мере 

один из мотивов находится в сайте расщепления цепи или рядом с ним. Такая антисмысловая цепь может 

также содержать одну или более модификаций прилежащих областей в положениях, аналогичном моди-

фикациям прилежащих областей, которые могут присутствовать на смысловой цепи. 

В некоторых вариантах осуществления модификация прилежащей области на смысловой или анти-

смысловой цепи дсРНКи агента обычно не включает первые один или два концевых нуклеотида на 3'-

конце, 5'-конце или на обоих концах цепи. 

В других вариантах осуществления модификация прилежащей области на смысловой или антисмы-

словой цепи дсРНКи агента обычно не включает первые один или два спаренных нуклеотида в области 

дуплекса на 3'-конце, 5'-конце или обоих концах цепи. 

Если смысловая цепь и антисмысловая цепь дсРНКи агента содержат по меньшей мере одну моди-

фикацию прилежащей области, то модификации прилежащей области могут приходиться на один и тот 

же конец дуплексной области и иметь перекрывающиеся один, два или три нуклеотида. 

Если смысловая цепь и антисмысловая цепь дсРНКи агента содержат по меньшей мере две моди-

фикации крыла, то смысловая цепь и антисмысловая цепь могут быть выровнены таким образом, что две 

модификации каждой из цепей попадают на один конец дуплексной области, формируя перекрывания из 

одного, двух или трех нуклеотидов; две модификации каждой из цепей попадают на другой конец дуп-

лексного участка, формируя перекрывания в один, два или три нуклеотида; две модификации одной цепи 

приходятся на каждую сторону ведущего мотива, формируя перекрывание в один, два или три нуклеоти-

да в области дуплекса. 

В некоторых вариантах осуществления каждый нуклеотид в смысловой цепи и антисмысловой цепи 

дсРНКи агента, включая нуклеотиды, являющиеся частью мотивов, может быть модифицирован. Каж-

дый нуклеотид может быть модифицирован одной и той же или отличной модификацией, которая может 

включать одно или более изменений одного или обоих несвязывающих атомов кислорода фосфата или 

одного или более связывающих атомов кислорода фосфата; изменение компонента рибозного сахара, 

например, 2'-гидроксила рибозного сахара; полная замена фосфатного фрагмента линкерами "дефосфо"; 

модификация или замена природного основания; и замена или модификация рибозо-фосфатного остова. 

Поскольку нуклеиновые кислоты представляют собой полимеры субъединиц, многие из модифика-

ций происходят в позиции, которая повторяется внутри нуклеиновой кислоты, например, модификация 

основания или фосфатного фрагмента, или несвязывающего О (кислорода) фосфатного фрагмента. В 

некоторых случаях модификация будет происходить во всех позициях в нуклеиновой кислоте, но во 

многих случаях этого не происходит. Например, модификация может происходить только в 3'- или 5'-

концевом положении, может происходить только в концевой области, например, в позиции концевого 

нуклеотида или в последних 2, 3, 4, 5, или 10 нуклеотидов цепи. Модификация может происходить в об-

ласти двухцепочечной, одноцепочечной области или в обеих областях. Модификация может происхо-
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дить только в двухцепочечной области РНК или только в одноцепочечной области РНК. Например, тио-

фосфатная модификация в несвязывающем положении О (кислорода) может происходить на одном или 

обоих концах, может происходить только в концевой области, например, в позиции на концевом нуклео-

тиде или в последних 2, 3, 4, 5, или 10 нуклеотидов в цепи, или может встречаться в двухцепочечных и 

одноцепочечных областях, особенно на концах. 5'-конец или оба конца могут быть фосфорилированы. 

Возможно, например, повысить стабильность, включая определенные основания в выступы или 

включая модифицированные нуклеотиды или заменители нуклеотидов в одноцепочечные выступы, на-

пример, в 5'- или 3'-выступы, или в оба концевых выступа. Например, может быть желательно включить 

пуриновые нуклеотиды в выступы. В некоторых вариантах осуществления все или некоторые основания 

3'- или 5'-выступа могут быть модифицированы, например, с помощью модификации, описанной в на-

стоящем изобретении. Модификации могут включать, например, модификации в 2'-позиции сахара рибо-

зы и модификации, известные в данной области техники, например, при использовании дезоксирибонук-

леотидов, использовании 2'-дезокси-2'-фтор (2'-F) или 2'-О-метил- модификации вместо модификации 

рибосахара азотистого основания, и модификации фосфатной группы, например, фосфоротиоатные мо-

дификации. Выступы необязательно должны быть гомологичны целевой последовательности. 

В некоторых вариантах осуществления каждый остаток смысловой и антисмысловой цепей незави-

симо модифицирован LNA, CRN, cET, UNA, HNA, CeNA, 2'-метоксиэтилом, 2'-О-метилом, 2'-О-

аллилом, 2'- -С-аллил, 2'-дезокси, 2'-гидрокси или 2'-фтором. Цепи могут содержать более одной моди-

фикации. В одном варианте осуществления каждый остаток смысловой и антисмысловой цепей незави-

симо модифицирован 2'-О-метилом или 2'-фтором. 

Как правило, на смысловой и антисмысловой цепях присутствуют по меньшей мере две различные 

модификации. Этими двумя модификациями могут быть 2'-О-метил или 2'-фтор модификациями или 

другие. 

В некоторых вариантах осуществления Na или Nb содержат модификации чередующегося паттерна. 

Используемый здесь термин "чередующийся мотив" относится к мотиву, имеющему одну или более мо-

дификаций, причем каждая модификация происходит на чередующихся нуклеотидах одной цепи. Чере-

дующийся нуклеотид может приходиться на каждый второй нуклеотид или на каждые три нуклеотида 

или чередоваться по аналогичной схеме. Например, если каждый из А, В и С представляет один тип мо-

дификации нуклеотида, чередующийся мотив может быть "АВАВАВАВАВАВАВ...", "ААВВААВВА-

АВВ...", "ААВААВААВААВ...", "АААВАААВАААВ...", "АААВВВАААВВВ..." или "АВСАВСАВ-

САВС..." и т.д. 

Тип модификаций, содержащихся в чередующемся мотиве, может быть одинаковым или разным. 

Например, если каждый из А, В, С, D представляет один тип модификации нуклеотида, схема чередова-

ния, т.е. порядка модификаций каждого другого нуклеотида, может быть одинаковой, но может быть 

выбрана для каждой из смысловых или антисмысловых цепей из нескольких возможных модификаций в 

чередующемся мотиве, таких как "АВАВАВ...", "АСАСАС...", "BDBDBD..." или "CDCDCD..." и т.д. 

В некоторых вариантах осуществления дсРНКи агент по изобретению содержит паттерн модифика-

ции чередующегося мотива на смысловой цепи, сдвинутый по отношению к паттерну модификации че-

редующегося мотива на антисмысловой цепи. Сдвиг может быть таким, что модифицированная группа 

нуклеотидов смысловой цепи соответствует другой модифицированной группе нуклеотидов антисмы-

словой цепи и наоборот. Например, для смысловой цепи в паре с антисмысловой цепью в дуплексе 

дсРНК чередующийся мотив в смысловой цепи может начинаться с "АВАВАВ" от 5' до 3' цепи, а чере-

дующийся мотив в антисмысловой цепи может начинаться с "ВАВАВА" от 5' до 3' цепи в области дуп-

лекса. В качестве другого примера, чередующийся мотив в смысловой цепи может начинаться с "ААВ-

ВААВВ" от 5' до 3' цепи, а чередующийся мотив в антисмысловой цепи может начинаться с "ВВААВ-

ВАА" от 5' до 3' цепи внутри дуплексной области, при этом происходит полный или частичный сдвиг 

паттернов модификации между смысловой цепью и антисмысловой цепью. 

В некоторых вариантах осуществления дсРНКи агент содержит паттерн чередующегося мотива 2'-

О-метильной модификации и 2'-F-модификации на смысловой цепи, который изначально имеет сдвиг 

относительно паттерна чередующегося мотива 2'-О-метильной модификации и 2'-F модификации на ан-

тисмысловой цепи, т.е. 2'-О-метил модифицированный нуклеотид на смысловой цепи спаривается с 2'-F 

модифицированным нуклеотидом на антисмысловой цепи и наоборот. Положение 1 смысловой цепи 

может начинаться с модификации 2'-F, а положение 1 антисмысловой цепи может начинаться с 2'-О-

метил модификации. 

Введение одного или более мотивов трех идентичных модификаций трех последовательных нук-

леотидов в смысловую цепь или антисмысловую цепь прерывает исходный паттерн модификации, при-

сутствующий в смысловой цепи или антисмысловой цепи. Это прерывание паттерна модификации смы-

словой или антисмысловой цепи путем введения одного или более мотивов из трех идентичных модифи-

каций трех последовательных нуклеотидов в смысловую или антисмысловую цепь может усиливать ак-

тивность подавления гена-мишени. 

В некоторых вариантах осуществления, если мотив из трех идентичных модификаций трех после-

довательных нуклеотидов вводится в любую из цепей, то модификация нуклеотида, следующего за мо-
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тивом, представляет собой модификацию, отличную от модификации мотива. Например, часть последо-

вательности, содержащая мотив, может представлять собой "...NaYYYNb, ...", где "Y" представляет собой 

модификацию мотива из трех идентичных модификаций на трех последовательных нуклеотидах, a "Na" и 

"Nb, "представляют собой модификацию нуклеотида рядом с мотивом "YYY", которая отличается от мо-

дификации Y, где "Na" и "Nb," могут быть одинаковыми или различными модификациями. Альтернатив-

но, "Na" и "Nb," могут присутствовать или отсутствовать, если присутствует модификация прилежащей 

области. 

иРНК может дополнительно содержать по меньшей мере одну фосфоротиоатную или метилфосфо-

натную межнуклеотидную связь. Модификация фосфоротиоатной или метилфосфонатной межнуклео-

тидной связи может происходить на любом нуклеотиде смысловой цепи, антисмысловой цепи или на 

обеих цепях в любом положении. Например, модификация межнуклеотидной связи может происходить 

на каждом нуклеотиде смысловой или антисмысловой цепи; каждая модификация межнуклеотидной свя-

зи может происходить в чередующемся порядке на смысловой или антисмысловой цепи; или смысловая 

цепь или антисмысловая цепь могут содержать обе модификации межнуклеотидной связи в чередую-

щемся порядке. Чередующийся паттерн модификации межнуклеотидной связи на смысловой цепи может 

быть таким же или отличным от паттерна антисмысловой цепи, а чередующийся паттерн модификации 

межнуклеотидной связи в смысловой цепи может иметь сдвиг относительно чередующегося паттерна 

модификации межнуклеотидной связи на антисмысловой цепи. В одном варианте осуществления агент 

двухцепочечной РНК-интерференции содержит 6-8 фосфоротиоатных межнуклеотидных связей. В неко-

торых вариантах осуществления антисмысловая цепь содержит две тиофосфатные межнуклеотидные 

связи на 5'-конце и две тиофосфатные межнуклеотидные связи на 3'-конце, а смысловая цепь содержит 

по меньшей мере две тиофосфатные межнуклеотидные связи либо на 5'-конце, либо на 3'-конце. 

В некоторых вариантах осуществления дсРНКи агент содержит модификацию фосфоротиоатной 

или метилфосфонатной межнуклеотидной связи в выступающей области. Например, выступающий уча-

сток может содержать два нуклеотида, имеющих фосфоротиоатную или метилфосфонатную межнуклео-

тидную связь между ними. Модификации межнуклеотидной связи также могут быть сделаны для связы-

вания выступающих нуклеотидов с концевыми спаренными нуклеотидами в области дуплекса. 

Например, по меньшей мере 2, 3, 4 или все выступающие нуклеотиды могут быть связаны посред-

ством фосфоротиоатной или метилфосфонатной межнуклеотидной связи, и необязательно могут сущест-

вовать дополнительные фосфоротиоатные или метилфосфонатные межнуклеотидные связи, связываю-

щие выступающий нуклеотид со спаренным нуклеотидом, находящимся рядом с выступающим нуклео-

тидом. Например, могут существовать по меньшей мере две фосфоротиоатные межнуклеотидные связи 

между тремя концевыми нуклеотидами, в которых два из трех нуклеотидов являются выступающими 

нуклеотидами, а третий является спаренным нуклеотидом рядом с выступающим нуклеотидом. Эти кон-

цевые три нуклеотида могут находиться на 3'-конце антисмысловой цепи, 3'-конце смысловой цепи, 5'-

конце антисмысловой цепи или 5'-конце антисмысловой цепи. 

В некоторых вариантах осуществления концевой выступ из 2 нуклеотидов находится на 3'-конце 

антисмысловой цепи, и между тремя концевыми нуклеотидами имеются две фосфоротиоатные межнук-

леотидные связи, где два из трех нуклеотидов являются выступающими нуклеотидами, а третий нуклео-

тид представляет собой спаренный нуклеотид рядом с выступающим нуклеотидом. Необязательно, 

дсРНКи агент может дополнительно иметь две фосфоротиоатные межнуклеотидные связи между тремя 

концевыми нуклеотидами как на 5'-конце смысловой цепи, так и на 5'-конце антисмысловой цепи. 

В одном варианте осуществления дсРНКи агент содержит мисматч (несоответствие(я)) с мишенью 

или в пределах дуплекса или комбинацию таковых. Несоответствие может возникнуть в области выступа 

или области дуплекса. Пара оснований может быть ранжирована на основе их склонности способство-

вать диссоциации или плавлению (например, по свободной энергии ассоциации или диссоциации) кон-

кретной пары, и самый простой подход состоит в анализе индивидуальных конкретных пар, хотя "соседи 

(таких пар)" тоже могут быть использованы (или применен аналогичный анализ). С точки зрения стиму-

ляции диссоциации A:U является предпочтительнее чем G:C; G:U предпочтительнее G:C; и I:С предпоч-

тительнее G:C (I=инозин). Несоответствия, например неканонические или отличные от канонического 

спаривания (как описано в другом месте настоящего документа), предпочтительнее канонических (А:Т, 

A:U, G:C) пар; и пары, включающие универсальное основание, предпочтительнее канонических пар. 

В некоторых вариантах осуществления дсРНКи агент содержит по меньшей мере одну из первых 1, 

2, 3, 4 или 5 пар оснований в областях дуплекса от 5'-конца антисмысловой цепи, которая независимо 

выбрана из группы, включающей A:U, G:U, I:C и несоответствующие пары, например, неканонические 

или отличные от канонических пары или пары, включающие универсальное основание, чтобы способст-

вовать диссоциации антисмысловой цепи на 5'-конце дуплекса. 

В некоторых вариантах осуществления нуклеотид в положении 1 в области дуплекса от 5'-конца ан-

тисмысловой цепи выбран из A, dA, dU, U и dT. Альтернативно, по меньшей мере одна из первых 1, 2 

или 3 пар оснований в области дуплекса от 5'-конца антисмысловой цепи представляет собой пару осно-

ваний AU. Например, первая пара оснований в области дуплекса от 5'-конца антисмысловой цепи пред-

ставляет собой пару оснований AU. 
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В других вариантах осуществления нуклеотид на 3'-конце смысловой цепи представляет собой де-

зокситимин (dT) или нуклеотид на 3'-конце антисмысловой цепи представляет собой дезокситимин (dT). 

Например, на 3'-конце смысловой, антисмысловой цепи или обеих цепей присутствует короткая после-

довательность дезокситиминовых нуклеотидов, например, два нуклеотида dT. 

В некоторых вариантах осуществления последовательность смысловой цепи может быть представ-

лена формулой (I) 

 
в которой каждый из i и j независимо равен 0 или 1; 

каждый из р и q независимо равен 0-6; 

каждый Na независимо представляет собой олигонуклеотидную последовательность, содержащую 

0-25 модифицированных нуклеотидов, причем каждая последовательность содержит по меньшей мере 

два по-разному модифицированных нуклеотида; 

каждый Nb независимо представляет собой олигонуклеотидную последовательность, содержащую 

0-10 модифицированных нуклеотидов; 

каждый np и nq независимо представляет собой выступающий нуклеотид; 

где Nb и Y не имеют одинаковых модификаций; а также 

XXX, YYY и ZZZ, каждый независимо друг от друга, представляют один мотив из трех идентичных 

модификаций трех последовательных нуклеотидов. Предпочтительно YYY представляет собой мотив, 

где все нуклеотиды имеют 2'-F- модифицикацию. 

В некоторых вариантах осуществления Na и Nb содержат модификации с чередующимся паттерном. 

В некоторых вариантах осуществления мотив YYY находится в сайте расщепления смысловой цепи 

или рядом с ним. Например, если дсРНКи агент имеет дуплексную область длиной 17-23 нуклеотида, то 

мотив YYY может встречаться в сайте расщепления или вблизи от него (например, может встречаться в 

положениях 6, 7, 8; 7, 8, 9; 8, 9, 10; 9, 10, 11; 10, 11, 12 или 11, 12, 13) на смысловой цепи, где отсчет на-

чинается с первого нуклеотида, с 5'-конца; или, необязательно, отсчет начинается с первого спаренного 

нуклеотида в области дуплекса с 5'-конца. 

В одном варианте осуществления i равно 1, a j равно 0, или i равно 0, и j равно 1, или оба i и j равны 

1. Таким образом, смысловая цепь может быть представлена следующими формулами: 

 
Когда смысловая цепь представлена формулой (Ib), Nb представляет собой олигонуклеотидную по-

следовательность, содержащую 0-10, 0-7, 0-5, 0-4, 0-2 или 0 модифицированных нуклеотидов. Каждый Na 

независимо может представлять собой олигонуклеотидную последовательность, содержащую 2-20, 2-15 

или 2-10 модифицированных нуклеотидов. 

Когда смысловая цепь представлена формулой (Ic), Nb представляет собой олигонуклеотидную по-

следовательность, содержащую 0-10, 0-7, 0-10, 0-7, 0-5, 0-4, 0-2 или 0 модифицированных нуклеотидов. 

Каждый Na может независимо представлять собой олигонуклеотидную последовательность, содержащую 

2-20, 2-15 или 2-10 модифицированных нуклеотидов. 

Когда смысловая цепь представлена формулой (Id), каждая Nb представляет собой олигонуклеотид-

ную последовательность, содержащую 0-10, 0-7, 0-5, 0-4, 0-2 или 0 модифицированных нуклеотидов. 

Предпочтительно Nb равен 0, 1, 2, 3, 4, 5 или 6. Каждый Na может независимо представлять собой олиго-

нуклеотидную последовательность, содержащую 2-20, 2-15 или 2-10 модифицированных нуклеотидов. 

Каждый из X, Y и Z может быть одинаковым или отличным друг от друга. 

В других вариантах осуществления i равно 0, a j равно 0, и смысловая цепь может быть представле-

на формулой 

 
Когда смысловая цепь представлена формулой (Ia), каждый Na независимо может представлять со-

бой олигонуклеотидную последовательность, содержащую 2-20, 2-15 или 2-10 модифицированных нук-

леотидов. 

В одном варианте осуществления последовательность антисмысловой цепи РНКи может быть 

представлена формулой (II) 

 
в которой 

k и l каждый независимо равен 0 или 1; 

р' и q' каждый независимо равен 0-6; 

каждый Na' независимо представляет собой олигонуклеотидную последовательность, содержащую 

0-25 модифицированных нуклеотидов, причем каждая последовательность содержит по меньшей мере 

два по-разному модифицированных нуклеотида; 

каждый Nb' независимо представляет собой олигонуклеотидную последовательность, содержащую 
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0-10 модифицированных нуклеотидов; 

каждый np' и nq' независимо представляет собой выступающий нуклеотид; 

где Nb' и Y' не имеют одинаковой модификации; а также 

Каждый из Х'Х'Х', Y'Y'Y' и Z'Z'Z' независимо представляет один мотив из трех идентичных моди-

фикаций трех последовательных нуклеотидов. 

В некоторых вариантах осуществления Na' или Nb' содержит модификации с чередующимся паттер-

ном. 

Мотив Y'Y'Y' встречается в сайте расщепления антисмысловой цепи или рядом с ним. Например, 

когда дсРНКи агент имеет дуплексную область длиной 17-23 нуклеотида, мотив Y'Y'Y 'может встречать-

ся в положениях 9, 10, 11; 10, 11, 12; 11, 12, 13; 12, 13, 14; или 13, 14, 15 антисмысловой цепи, начиная 

отсчет с первого нуклеотида с 5'-конца; или, необязательно, отсчет начинается с первого спаренного 

нуклеотида в области дуплекса с 5'-конца. Предпочтительно мотив Y'Y'Y' находится в положениях 11, 

12, 13. 

В некоторых вариантах осуществления мотив Y'Y'Y' представляет собой мотв, где все нуклеотиды 

модифицированы 2'-ОМе. 

В некоторых вариантах осуществления k равно 1 и l равно 0, или k равно 0 и l равно 1, или оба k и l 

равны 1. 

Таким образом, антисмысловая цепь может быть представлена следующими формулами: 

 
Если антисмысловая цепь представлена формулой (IIb), то Nb' представляет собой олигонуклеотид-

ную последовательность, содержащую 0-10, 0-7, 0-10, 0-7, 0-5, 0-4, 0-2 или 0 модифицированных нуклео-

тиды. Каждый Na' независимо представляет собой олигонуклеотидную последовательность, содержащую 

2-20, 2-15 или 2-10 модифицированных нуклеотидов. 

Если антисмысловая цепь представлена формулой (IIc), то Nb' представляет собой олигонуклеотид-

ную последовательность, содержащую 0-10, 0-7, 0-10, 0-7, 0-5, 0-4, 0-2 или 0 модифицированных нуклео-

тиды. Каждый Na' независимо представляет собой олигонуклеотидную последовательность, содержащую 

2-20, 2-15 или 2-10 модифицированных нуклеотидов. 

Если антисмысловая цепь представлена формулой (IId), то каждый Nb' независимо представляет со-

бой олигонуклеотидную последовательность, содержащую 0-10, 0-7, 0-10, 0-7, 0-5, 0-4, 0-2 или 0 моди-

фицированных нуклеотидов. Каждый Na' независимо представляет собой олигонуклеотидную последова-

тельность, содержащую 2-20, 2-15 или 2-10 модифицированных нуклеотидов. Предпочтительно Nb равен 

0, 1, 2, 3, 4, 5 или 6. 

В других вариантах осуществления k равно 0 и l равно 0, и антисмысловая цепь может быть пред-

ставлена формулой 

 
Когда антисмысловая цепь представлена формулой (IIa), каждый Na' независимо представляет со-

бой олигонуклеотидную последовательность, содержащую 2-20, 2-15 или 2-10 модифицированных нук-

леотидов. 

Каждый из X', Y' и Z' может быть одинаковым или отличным друг от друга. 

Каждый нуклеотид смысловой цепи и антисмысловой цепи может быть независимо модифицирован 

LNA, CRN, UNA, cEt, HNA, CeNA, 2'-метоксиэтилом, 2'-О-метилом, 2'-О-аллилом, 2'-С-аллилом, 2'-

гидрокси или 2'-фтором. Например, каждый нуклеотид смысловой цепи и антисмысловой цепи незави-

симо модифицирован 2'-О-метилом или 2'-фтором. В частности, каждый X, Y, Z, X', Y' и Z' может пред-

ставлять собой 2'-О-метил- или 2'-фтор-модификацию. 

В некоторых вариантах осуществления смысловая цепь дсРНКи агента может содержать мотив 

YYY, встречающийся в положениях 9, 10 и 11 цепи, если дуплексная область составляет 21 нуклеотид, 

отсчет начинается с первого нуклеотида с 5'-конца, или, необязательно, отсчет может начинаться с пер-

вого спаренного нуклеотида в области дуплекса с 5'-конца; Y представляет собой модификацию 2'-F. 

Смысловая цепь может дополнительно содержать мотив XXX или мотивы ZZZ в качестве модификаций 

прилежащей области на противоположном конце дуплексной области; и XXX и ZZZ, каждый независи-

мо, представляет собой модификацию 2'-ОМе или модификацию 2'-F. 

В некоторых вариантах осуществления антисмысловая цепь может содержать мотив Y'Y'Y', располо-

женный в положениях 11, 12, 13 цепи, где отсчет начинается с первого нуклеотида с 5'-конца, или, необяза-

тельно, с первого парного нуклеотида в области дуплекса с 5'-конца; и Y' представляет собой 2'-О-

метильную модификацию. Антисмысловая цепь может дополнительно содержать мотив Х'Х'Х' или мотивы 

Z'Z'Z' в качестве модификаций прилежащей области на противоположном конце дуплексной области; 

Х'Х'Х' и Z'Z'Z', каждый независимо, представляет собой модификацию 2'-ОМе или модификацию 2'-F. 

Смысловая цепь, представленная любой из приведенных выше формул (Ia), (Ib), (Ic) и (Id), образует 
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дуплекс с антисмысловой цепью, представленной любой из формул (IIa), (IIb), (IIc) и (IId) соответствен-

но. 

Соответственно, дсРНКи агенты для применения в способах по изобретению могут содержать смы-

словую цепь и антисмысловую цепь, каждая из которых имеет от 14 до 30 нуклеотидов, и дуплекс иРНК, 

представленный формулой (III) 

 
где каждый из i, j, k и l независимо равен 0 или 1; 

каждый из р, р', q и q' независимо равен 0-6; 

каждый Na и Na' независимо представляет собой олигонуклеотидную последовательность, содер-

жащую 0-25 модифицированных нуклеотидов, причем каждая последовательность содержит по меньшей 

мере два по-разному модифицированных нуклеотида; 

каждый Nb, и Nb,' независимо представляет собой олигонуклеотидную последовательность, содер-

жащую 0-10 модифицированных нуклеотидов; 

где каждый из np', np, nq', и nq, может присутствовать или не присутствовать, и независимо представ-

ляет собой выступающий нуклеотид; а также 

где каждый из XXX, YYY, ZZZ, Х'Х'Х, Y'Y'Y и Z'Z'Z', независимо, представляет собой один мотив 

из трех идентичных модификаций трех последовательных нуклеотидов. 

В одном варианте осуществления i равно 0 и j равно 0; или i равно 1 и j равно 0; или i равно 0 и j 

равно 1; или оба i и j равны 0; или оба i и j равны 1. В другом варианте осуществления k равно 0 и l равно 

0; или k равно 1 и l равно 0; k равно 0 и l равно 1; или оба k и l равны 0; или оба k и l равны 1. 

Примеры комбинаций смысловой цепи и антисмысловой цепи, образующих дуплекс иРНК, вклю-

чают следующие формулы: 

 
Когда дсРНКи агент представлен формулой (IIIa), каждый Na независимо представляет собой оли-

гонуклеотидную последовательность, содержащую 2-20, 2-15 или 2-10 модифицированных нуклеотидов. 

Когда дсРНКи агент представлен формулой (IIIb), каждый Nb независимо представляет собой оли-

гонуклеотидную последовательность, содержащую 1-10, 1-7, 1-5 или 1-4 модифицированных нуклеоти-

да. Каждый Na независимо представляет собой олигонуклеотидную последовательность, содержащую 2-

20, 2-15 или 2-10 модифицированных нуклеотидов. 

Когда дсРНКи агент представлен формулой (IIIc), каждый Nb, Nb' независимо представляет собой 

олигонуклеотидную последовательность, включающую 0-10, 0-7, 0-10, 0-7, 0-5, 0-4, 0-2 или 0 модифици-

рованных нуклеотидов. Каждый Na независимо представляет собой олигонуклеотидную последователь-

ность, содержащую 2-20, 2-15 или 2-10 модифицированных нуклеотидов. 

Когда дсРНКи агент представлен формулой (IIId), каждый Nb, Nb' независимо представляет собой 

олигонуклеотидную последовательность, включающую 0-10, 0-7, 0-10, 0-7, 0-5, 0-4, 0-2 или 0 модифици-

рованных нуклеотидов. Каждый Na, Na' независимо представляет собой олигонуклеотидную последова-

тельность, содержащую 2-20, 2-15 или 2-10 модифицированных нуклеотидов. Каждый из Na, Na', Nb и Nb' 

независимо содержит модификации с чередующимся паттерном. 

Каждый из X, Y и Z в формулах (III), (IIIa), (IIIb), (IIIc) и (IIId) может быть одинаковым или отли-

чаться друг от друга. 

Когда дсРНКи агент представлен формулой (III), (IIIa), (IIIb), (IIIc) и (IIId), по меньшей мере один 

из нуклеотидов Y может образовывать пару оснований с одним из нуклеотидов Y'. Альтернативно, по 

меньшей мере два нуклеотида Y образуют пары оснований с соответствующими нуклеотидами Y'; или 
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все три нуклеотида Y образуют пары оснований с соответствующими нуклеотидами Y'. 

Когда дсРНКи агент представлен формулой (IIIb) или (IIId), по меньшей мере один из нуклеотидов 

Z может образовывать пару оснований с одним из нуклеотидов Z'. Альтернативно, по меньшей мере, два 

нуклеотида Z образуют пары оснований с соответствующими нуклеотидами Z'; или все три нуклеотида Z 

образуют пары оснований с соответствующими нуклеотидами Z'. 

Когда дсРНКи агент представлен формулой (IIIc) или (IIId), по меньшей мере один из нуклеотидов 

X может образовывать пару оснований с одним из нуклеотидов X'. Альтернативно, по меньшей мере, два 

нуклеотида X образуют пары оснований с соответствующими нуклеотидами X'; или все три нуклеотида 

X образуют пары оснований с соответствующими нуклеотидами X'. 

В некоторых вариантах осуществления модификация нуклеотида Y отличается от модификации 

нуклеотида Y', модификация нуклеотида Z отличается от модификации нуклеотида Z' или модификация 

нуклеотида X отличается от модификации нуклеотида X'. 

В некоторых вариантах осуществления, когда дсРНКи агент представлен формулой (IIId), модифи-

кации Na представляют собой модификации 2'-О-метил или 2'-фтор. В других вариантах осуществления, 

когда агент РНК-интерференции представлен формулой (IIId), модификации Na представляют собой мо-

дификации 2'-O-метил или 2'-фтор и np'>0, и по меньшей мере один np' связан с соседним нуклеотидом 

через тиофосфатную связь. В других вариантах осуществления, когда агент РНК-интерференции пред-

ставлен формулой (IIId), модификации Na представляют собой модификации 2'-O-метил или 2'-фтор, 

np'>0, и по меньшей мере один np' связан с соседним нуклеотидом через фосфоротиоатную связь, а смы-

словая цепь конъюгирована с одним или более производными GalNAc, присоединенными через двухва-

лентный или трехвалентный разветвленный линкер (описано ниже). В других вариантах осуществления, 

когда агент РНК-интерференции представлен формулой (IIId), модификации Na представляют собой мо-

дификации 2'-О-метил или 2'-фтор, np'>0, и по меньшей мере один np' связан с соседним нуклеотидом 

через фосфоротиоатную связь, смысловая цепь содержит по меньшей мере одну фосфоротиоатную связь, 

и смысловая цепь конъюгирована с одним или более производными GalNAc, присоединенными через 

двухвалентный или трехвалентный разветвленный линкер. 

В некоторых вариантах осуществления, когда дсРНКи агент представлен формулой (IIIa), модифи-

кации Na представляют собой модификации 2'-O-метил или 2'-фтор, np'>0, и по меньшей мере один np' 

связан с соседним нуклеотидом через фосфоротиоатной связью, смысловая цепь содержит по меньшей 

мере одну фосфоротиоатную связь, и смысловая цепь конъюгирована с одним или более производными 

GalNAc, присоединенными через двухвалентный или трехвалентный разветвленный линкер. 

В некоторых вариантах осуществления дсРНКи агент представляет собой мультимер, содержащий 

по меньшей мере два дуплекса, представленных формулами (III), (IIIa), (IIIb), (IIIc) и (IIId), где дуплексы 

соединены линкером. Линкер может быть расщепляемым или нерасщепляемым. Необязательно, мульти-

мер дополнительно содержит лиганд. Каждый из дуплексов может быть нацелен на один и тот же ген 

или на два разных гена; или каждый из дуплексов может нацеливаться на один и тот же ген в двух раз-

ных сайтах-мишенях. 

В некоторых вариантах осуществления дсРНКи агент представляет собой мультимер, содержащий 

три, четыре, пять, шесть или более дуплексов, представленных формулами (III), (IIIa), (IIIb), (IIIc) и 

(IIId), где дуплексы связаны линкером. Линкер может быть расщепляемым или нерасщепляемым. Необя-

зательно, мультимер дополнительно содержит лиганд. Каждый из дуплексов может быть нацелен на 

один и тот же ген или на два разных гена; или каждый из дуплексов может нацеливаться на один и тот 

же ген в двух разных сайтах-мишенях. 

В одном варианте осуществления два дсРНКи агента, представленные по меньшей мере одной из 

формул (III), (IIIa), (IIIb), (IIIc) и (IIId), связаны друг с другом на 5'-конце, и на одном или обоих из 3'-

концов и необязательно конъюгированы с лигандом. Каждый из агентов может быть нацелен на один и 

тот же ген или на два разных гена; или каждый из агентов может быть нацелен на один и тот же ген в 

двух разных сайтах-мишенях. 

В некоторых вариантах осуществления агент РНК-интерференции по изобретению может содер-

жать небольшое количество нуклеотидов, содержащих модификацию 2'-фтор, например, 10 или менее 

нуклеотидов с модификацией 2'-фтор. Например, РНКи агент может содержать 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 1 

или 0 нуклеотидов с модификацией 2'-фтор. В конкретном варианте осуществления агент РНК-

интерференции по изобретению содержит 10 нуклеотидов с модификацией 2'-фтор, например, 4 нуклео-

тида с модификацией 2'-фтор в смысловой цепи и 6 нуклеотидов с модификацией 2'-фтор в антисмысло-

вой цепи. В другом конкретном варианте осуществления агент РНК-интерференции по изобретению со-

держит 6 нуклеотидов с модификацией 2'-фтор, например, 4 нуклеотида с модификацией 2'-фтор в смы-

словой цепи и 2 нуклеотида с модификацией 2'-фтор в антисмысловой цепи. 

В других вариантах осуществления агент РНК-интерференции по изобретению может содержать 

очень небольшое количество нуклеотидов, содержащих модификацию 2'-фтор, например, 2 или меньше 

нуклеотидов, содержащих модификацию 2'-фтор. Например, РНКи агент может содержать 2, 1 из 0 нук-

леотидов с модификацией 2'-фтор. В конкретном варианте осуществления РНКи агент может содержать 

2 нуклеотида с модификацией 2'-фтор, например, 0 нуклеотидов с модификацией 2'-фтор в смысловой 
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цепи и 2 нуклеотида с модификацией 2'-фтор в антисмысловой цепи. 

Различные публикации описывают мультимерные иРНК, которые можно использовать в способах 

по изобретению. Такие публикации включают WO 2007/091269, патент США № 7858769, WO 

2010/141511, WO 2007/117686, WO 2009/014887 и WO 2011/031520, полное содержание каждого из кото-

рых включено в настоящее описание посредством ссылки. 

В некоторых вариантах осуществления композиции и способы согласно настоящему изобретению 

включают винилфосфонатную (VP) модификацию агента РНК-интерференции, как описано в настоящем 

изобретении. В типичных вариантах осуществления винилфосфонат согласно настоящему изобретению 

имеет следующую структуру: 

 
Винилфосфонат по настоящему изобретению может быть присоединен либо к антисмысловой, либо 

к смысловой цепи дсРНК согласно настоящему изобретению. В некоторых предпочтительных вариантах 

осуществления винилфосфонат по настоящему изобретению присоединен к антисмысловой цепи дсРНК, 

необязательно на 5'-конце антисмысловой цепи дсРНК. 

Модификации винилфосфата также предусмотрены для композиций и способов согласно настоя-

щему описанию. Типичная структура винилфосфата такова 

 
Как более подробно описано ниже, иРНК, которая включает конъюгации одной или нескольких уг-

леводных частей с иРНК, способна оптимизировать одно или более свойств иРНК. Во многих случаях 

углеводный фрагмент может быть присоединен к модифицированной субъединице иРНК. Например, 

рибозный сахар одной или нескольких рибонуклеотидных субъединиц иРНК может быть заменен другим 

фрагментом, например неуглеводным носителем (предпочтительно циклическим), к которому присоеди-

нен углеводный лиганд. Субъединица рибонуклеотида, в которой таким образом заменен рибозный сахар 

субъединицы, называется здесь субъединицей с модификацией замены рибозы (RRMS). Циклический 

носитель может представлять собой карбоциклическую кольцевую систему, т.е. в которой все атомы 

кольца представляют собой атомы углерода, или гетероциклическую кольцевую систему, т.е. в которой 

один или более кольцевых атомов могут представлять собой гетероатом, например, азот, кислород, серу. 

Циклический носитель может представлять собой моноциклическую систему колец или может содер-

жать два или более колец, например сплавленные кольца. Циклический носитель может представлять 

собой полностью насыщенную кольцевую систему или может содержать одну или более двойных связей. 

Лиганд может быть присоединен к полинуклеотиду через носитель. Носители включают (i) по 

меньшей мере одну "точку крепления к остову", предпочтительно две "точки крепления к остову" и (ii) 

по меньшей мере одну "точку крепления". Используемый здесь термин "точка крепления к остову" отно-

сится к функциональной группе, например гидроксильной группе или, в общем случае, к связи, доступ-

ной и подходящей для включения носителя в основную цепь, например фосфатную или модифицирован-

ную фосфатную, например серосодержащую, основную цепь рибонуклеиновой кислоты. "Точка присое-

динения" (ТАР, tethering attachment point) в некоторых вариантах осуществления относится к составляю-

щему кольцевому атому циклического носителя, например атому углерода или гетероатому (отличному 

от атома, который обеспечивает "точку крепления к остову"), который присоединяет выбранный фраг-

мент. Фрагмент может быть, например, углеводом, например моносахаридом, дисахаридом, трисахари-

дом, тетрасахаридом, олигосахаридом или полисахаридом. Необязательно выбранный фрагмент соеди-

нен промежуточной связью с циклическим носителем. Таким образом, циклический носитель часто бу-

дет включать функциональную группу, например аминогруппу, или, как правило, обеспечивать связь, 

подходящую для включения или присоединения другого химического соединения, например лиганда, к 

кольцу носителя. 

иРНК может быть конъюгирована с лигандом через носитель, где носитель может представлять со-

бой циклическую группу или ациклическую группу; где предпочтительно циклическая группа выбрана 

из пирролидинила, пиразолинила, пиразолидинила, имидазолинила, имидазолидинила, пиперидинила, 

пиперазинила, [1,3]диоксолана, оксазолидинила, изоксазолидинила, морфолинила, тиазолидинила, изо-

тиазолидинила, хиноксалинила, пиридазинонила, тетрагидрофурила и декалина; предпочтительно ацик-

лическая группа представляет собой цепь серинола или цепь диэтаноламина. 

i. Термически дестабилизирующие модификации. 

В некоторых вариантах осуществления молекула дсРНК может быть оптимизирована для РНК-

интерференции путем включения термически дестабилизирующих модификаций в исходную область 

антисмысловой цепи (т.е. в положениях 2-9 5'-конца антисмысловой цепи) для уменьшения или ингиби-
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рования сайленсинга нецелевых генов. Было обнаружено, что дсРНК с антисмысловой цепью, содержа-

щей по меньшей мере одну термически дестабилизирующую модификацию дуплекса в пределах первых 

9 нуклеотидных позиций, считая с 5'-конца антисмысловой цепи, обладают сниженной активностью сай-

ленсинга нецелевого гена. Соответственно, в некоторых вариантах осуществления антисмысловая цепь 

содержит по меньшей мере одну (например, одну, две, три, четыре, пять или более) термически дестаби-

лизирующую модификацию дуплекса в пределах первых 9 нуклеотидных положений 5'-области анти-

смысловой цепи. В некоторых вариантах осуществления одна или несколько термодестабилизирующих 

модификаций дуплекса расположены в положениях 2-9 или предпочтительно в положениях 4-8 от 5'-

конца антисмысловой цепи. В некоторых дополнительных вариантах осуществления термически деста-

билизирующая(ие) модификация(и) дуплекса находится(ятся) в положении 6, 7 или 8 от 5'-конца анти-

смысловой цепи. В еще некоторых дополнительных вариантах осуществления термически дестабилизи-

рующая модификация дуплекса расположена в положении 7 от 5'-конца антисмысловой цепи. Термин 

"термически дестабилизирующая(ие) модификация(и)" включает модификацию(и), которая приводит к 

получению дсРНК с более низкой общей температурой плавления (Tm) (предпочтительно Tm, которая на 

один, два, три или четыре градуса ниже, чем Tm дсРНК) без такой модификации (модификаций)). В не-

которых вариантах осуществления термически дестабилизирующая модификация дуплекса расположена 

в положении 2, 3, 4, 5 или 9 от 5'-конца антисмысловой цепи. 

иРНК агент содержит смысловую цепь и антисмысловую цепь, каждая из которых имеет от 14 до 40 

нуклеотидов. иРНК агент может быть представлен формулой (L) 

 
В формуле (L) каждый В1, В2, В3, В1', В2', В3' и В4' независимо представляет собой нуклеотид, со-

держащий модификацию, выбранную из группы, состоящей из 2'-О-алкила, 2'-замещенного алкокси, 2'-

замещенного алкила, 2'-галогена, ENA и BNA/LNA. В одном варианте осуществления каждый из В1, В2, 

В3, В1', В2', В3' и В4' содержит модификации 2'-ОМе. В одном варианте осуществления каждый из В1, 

В2, В3, В1', В2', В3' и В4' содержит модификации 2'-ОМе или 2'-F. В одном варианте осуществления по 

меньшей мере один из В1, В2, В3, В1', В2', В3' и В4' содержит модификацию 2'-O-N-метилацетамидо (2'-

O-NMA). 

С1 представляет собой термически дестабилизирующий нуклеотид, расположенный в месте, проти-

воположном основе-затравке (seed region) антисмысловой цепи (т.е. в положениях 2-8 5'-конца антисмы-

словой цепи). Например, С1 находится в положении смысловой цепи, которое спаривается с нуклеоти-

дом в положениях 2-8 от 5'-конца антисмысловой цепи. В одном примере С1 находится в положении 15 

от 5'-конца смысловой цепи. Нуклеотид С1 имеет термодестабилизирующую модификацию, которая мо-

жет включать абазическую модификацию; несоответствие противоположному нуклеотиду в дуплексе; и 

модификацию сахара, такую как 2'-дезоксимодификация или ациклический нуклеотид, например, раз-

блокированные нуклеиновые кислоты (UNA) или глицериновую нуклеиновую кислоту (GNA). В одном 

варианте осуществления С1 имеет термически дестабилизирующую модификацию, выбранную из груп-

пы, состоящей из: i) несоответствия противоположному нуклеотиду в антисмысловой цепи; ii) абазиче-

ской модификации, выбранную из группы, состоящей из 

; 

и iii) модификацию сахара, выбранную из группы, состоящей из 

, 

и 
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, 

где В представляет собой модифицированное или немодифицированное азотистое основание, R
1
 и 

R
2
 независимо представляют собой Н, галоген, OR3 или алкил; и R3 представляет собой Н, алкил, цикло-

алкил, арил, аралкил, гетероарил или сахар. В одном варианте осуществления термически дестабилизи-

рующая модификация в С1 представляет собой несоответствие, выбранное из группы, состоящей из G:G, 

G:A, G:U, G:T, A:A, A:C, C:C, C:U, C:T, U:U, T:T, и U:T; и где, необязательно, по меньшей мере одно 

азотистое основание в паре несоответствия представляет собой 2'-дезоксинуклеотидное основание. В 

одном примере термически дестабилизирующей модификацией в С1 является GNA или 

. 

Каждый из Т1, Т1', Т2' и Т3' независимо представляет собой нуклеотид, содержащий модификацию, 

обеспечивающую стерический объем нуклеотида, который меньше или равен стерическому объему мо-

дификации 2'-OMe. Стерический объем относится к сумме стерических эффектов модификации. Спосо-

бы определения стерических эффектов модификации нуклеотида известны специалистам в данной об-

ласти техники. Модификация может находиться в 2'-положении рибозного сахара нуклеотида или быть 

модификацией нерибозного нуклеотида, ациклического нуклеотида или скелета нуклеотида, который 

аналогичен или эквивалентен 2'-положению рибозного сахара и обеспечивает нуклеотиду стерический 

объем, который меньше или равен стерическому объему модификации 2'-OMe. Например, каждый из Т1, 

Т1', Т2' и Т3' независимо выбран из ДНК, РНК, LNA, 2'-F и 2'-F-5'-метила. В одном варианте осуществ-

ления Т1 представляет собой ДНК. В одном варианте осуществления Т1' представляет собой ДНК, РНК 

или LNA. В одном варианте осуществления Т2' представляет собой ДНК или РНК. В одном варианте 

осуществления Т3' представляет собой ДНК или РНК. 

n
1
, n

3
, и q

1
 независимо имеют длину от 4 до 15 нуклеотидов. 

n
5
, q

3
, и q

7
 независимо имеют длину 1-6 нуклеотидов. 

n
4
, q

2
, и q

6
 независимо имеют длину 1-3 нуклеотида; альтернативно, n

4
 равен 0. 

q
5
 независимо имеет длину 0-10 нуклеотидов. 

n
2
 и q

4
 независимо имеют длину 0-3 нуклеотида(ов). 

Альтернативно, n
4
 имеет длину 0-3 нуклеотида(ов). 

В одном варианте осуществления n
4
 может быть равен 0. В одном примере n

4
 равен 0, a q

2
 и q

6
 рав-

ны 1. В другом примере n
4
 равен 0, a q

2
 и q

6
 равны 1, с двумя модификациями тиофосфатной межнуклео-

тидной связи в положениях 1-5 смысловой цепи (считая с 5'-конца смысловой цепи), две модификации 

тиофосфатной межнуклеотидной связи в положениях 1 и 2 и две модификации тиофосфатной межнук-

леотидной связи в положениях 18-23 антисмысловой цепи (считая с 5'-конца антисмысловой цепи). 

В одном варианте осуществления каждый из n
4
, q

2
 и q

6
 равны 1. 

В одном варианте осуществления каждый из n
2
, n

4
, q

2
, q

4
, и q

6
 равны 1. 

В одном варианте осуществления С1 находится в положении 14-17 5'-конца смысловой цепи, когда 

длина смысловой цепи составляет 19-22 нуклеотида, а n
4
 равно 1. В одном варианте осуществления С1 

находится в положении 15 от 5'-конца смысловой цепи. 

В одном варианте осуществления Т3' начинается в положении 2 от 5'-конца антисмысловой цепи. В 

одном примере Т3' находится в положении 2 от 5'-конца антисмысловой цепи, a q
6
 равен 1. 

В одном варианте осуществления Т1' начинается в положении 14 от 5'-конца антисмысловой цепи. 

В одном примере Т1' находится в положении 14 от 5'-конца антисмысловой цепи, a q
6
 равно 1. 

В типичном варианте осуществления Т3' начинается с положения 2 с 5'-конца антисмысловой цепи, 

а Т1' начинается с положения 14 с 5'-конца антисмысловой цепи. В одном примере Т3' начинается с по-

ложения 2 с 5'-конца антисмысловой цепи, a q6 равно 1, а Т1' начинается с положения 14 с 5'-конца анти-

смысловой цепи, a q
2
 равно 1. 

В одном варианте осуществления Т1' и Т3' разделены длиной 11 нуклеотидов (т.е. не считая нук-

леотидов ТГ и Т3'). 

В одном варианте осуществления Т1' находится в положении 14 от 5'-конца антисмысловой цепи. В 

одном примере Т1' находится в положении 14 от 5'-конца антисмысловой цепи, q
2
 равно 1, и имеет мо-

дификацию в положении 2' или положениях в нерибозной, ациклической или основной цепи, которые 

обеспечивают меньший стерический объем чем 2'-ОМе рибоза. 

В одном варианте осуществления Т3' находится в положении 2 от 5'-конца антисмысловой цепи. В 
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одном примере Т3' находится в положении 2 от 5'-конца антисмысловой цепи, q
6
 равно 1, и имеет моди-

фикацию в позиции 2' или в позициях в нерибозной, ациклической или основной цепи, которые обеспе-

чивают стерический объем менее чем 2'-ОМе рибоза или равный таковому. 

В одном варианте осуществления Т1 находится в сайте расщепления смысловой цепи. В одном 

примере Т1 находится в положении 11 от 5'-конца смысловой цепи, где длина смысловой цепи составля-

ет 19-22 нуклеотида, а n
2
 равно 1. В типичном варианте осуществления Т1 находится в сайте расщепле-

ния смысловой цепи в положении 11 от 5'-конца смысловой цепи, где смысловая цепь имеет длину 19-22 

нуклеотида и n
2
 равно 1. 

В одном варианте осуществления Т2' начинается в положении 6 от 5'-конца антисмысловой цепи. В 

одном примере Т2' находится в положениях 6-10 от 5'-конца антисмысловой цепи, a q
4
 равен 1. 

В типичном варианте осуществления Т1 находится в сайте расщепления смысловой цепи, напри-

мер, в положении 11 от 5'-конца смысловой цепи, где длина смысловой цепи составляет 19-22 нуклеоти-

да, а n
2
 равно 1; ТГ находится в положении 14 от 5'-конца антисмысловой цепи, a q

2
 равно 1, а модифи-

кация ТГ находится во 2'-позиции рибозного сахара или в положениях в нерибозной, ациклической или 

основной цепи, которые обеспечивают меньший стерический объем чем 2'-ОМе рибоза; Т2' находится в 

положениях 6-10 от 5'-конца антисмысловой цепи, a q
4
 равен 1; и Т3' находится в положении 2 от 5'-

конца антисмысловой цепи, a q
6
 равно 1, а модификация Т3' находится во 2'-позиции или в позициях в 

нерибозной, ациклической или основной цепи, которые обеспечивают стерический объем менее чем 2'-

ОМе рибоза или равный таковому. 

В одном варианте осуществления Т2' начинается в положении 8 от 5'-конца антисмысловой цепи. В 

одном примере Т2' начинается в положении 8 от 5'-конца антисмысловой цепи, a q
4
 равен 2. 

В одном варианте осуществления Т2' начинается в положении 9 от 5'-конца антисмысловой цепи. В 

одном примере Т2' находится в положении 9 от 5'-конца антисмысловой цепи, a q
4
 равен 1. 

В одном варианте осуществления В1' представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
1 

представляет собой 9, 

Т1' представляет собой 2'-F, q
2
 представляет собой 1, В2' представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q

3
 пред-

ставляет собой 4, Т2' представляет собой 2'-F, q
4
 представляет собой 1, В3' представляет собой 2'-ОМе 

или 2'-F, q
5
 представляет собой 6, Т3' представляет собой 2'-F, q

6
 представляет собой 1, В4' представляет 

собой 2'-ОМе, and q
7
 равно 1; с двумя модификациями фосфоротиоатной межнуклеотидной связи в пре-

делах положений 1-5 смысловой цепи (считая от 5'-конца смысловой цепи), двумя модификациями фос-

форотиоатной межнуклеотидной связи в положениях 1 и 2 и двумя модификациями фосфоротиоатной 

межнуклеотидной связи в положениях 18-23 антисмысловой цепи (считая от 5'-конца антисмысловой 

цепи). 

В одном варианте осуществления n
4
 представляет собой 0, В3 представляет собой 2'-OMe, n

5
 пред-

ставляет собой 3, В1' представляет собой 2'-OMe или 2'-F, q
1
 представляет собой 9, Т1' представляет со-

бой 2'-F, q
2
 представляет собой 1, В2' представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q

3
 представляет собой 4, Т2' 

представляет собой 2'-F, q
4
 представляет собой 1, В3' представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q

5
 представля-

ет собой 6, Т3 представляет собой 2'-F, q
6
 представляет собой 1, В4' представляет собой 2'-ОМе, и q

7
 рав-

но 1; с двумя модификациями фосфоротиоатной межнуклеотидной связи в положениях 1-5 смысловой 

цепи (считая от 5'-конца смысловой цепи), и двумя модификациями фосфоротиоатной межнуклеотидной 

связи в положениях 1 и 2 и двумя модификациями фосфоротиоатной межнуклеотидной связи в положе-

ниях 18-23 антисмысловой цепи (считая от 5'-конца антисмысловой цепи). 

В одном варианте осуществления В1 представляет 2'-OMe или 2'-F, n
1
 представляет собой 8, Т1 

представляет собой 2'F, n
2
 представляет собой 3, В2 представляет собой 2'-ОМе, n

3
 представляет собой 7, 

п
4
 представляет собой 0, В3 представляет собой 2'ОМе, n

5 
представляет собой 3, В1' представляет собой 

2'-OMe или 2'-F, q
1
 представляет собой 9, Т1' представляет собой 2'-F, q

2
 представляет собой 1, В2' пред-

ставляет собой 2'-OMe или 2'-F, q
3
 представляет собой 4, Т2' представляет собой 2'-F, q

4
 представляет 

собой 2, В3' представляет собой 2'-OMe или 2'-F, q
5
 представляет собой 5, Т3' представляет собой 2'-F, q

6
 

представляет собой 1, В4' представляет собой 2'-ОМе, и q
7
 равно 1. 

В одном варианте осуществления В1 представляет собой 2'-OMe или 2'-F, n
1
 представляет собой 8, 

Т1 представляет собой 2'F, n
2
 представляет собой 3, В2 представляет собой 2'-ОМе, n

3
 представляет со-

бой 7, n
4
 представляет собой 0, В3 представляет собой 2'-ОМе, n

5
 представляет собой 3, В1' представляет 

собой 2'-OMe или 2'-F, q
1
 представляет собой 9, Т1' представляет собой 2'-F, q

2
 представляет собой 1, В2' 

представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
3
 представляет собой 4, Т2' представляет собой 2'-F, q

4
 представля-

ет собой 2, В3' представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
5
 представляет собой 5, Т3' представляет собой 2'-F, 

q
6
 представляет собой 1, В4' представляет собой 2'-ОМе, и q

7
 равно 1; с двумя модификациями фосфоро-

тиоатной межнуклеотидной связи в положениях 1-5 смысловой цепи (считая от 5'-конца смысловой це-

пи), и двумя модификациями фосфоротиоатной межнуклеотидной связи в положениях 1 и 2 и двумя мо-

дификациями фосфоротиоатной межнуклеотидной связи в положениях 18-23 антисмысловой цепи (счи-

тая от 5'-конца антисмысловой цепи). 

В одном варианте осуществления В1 представляет собой 2'-OMe или 2'-F, n
1
 представляет собой 6, 

Т1 представляет собой 2'F, n
2
 представляет собой 3, В2 представляет собой 2'-OMe, n

3
 представляет со-

бой 7, n
4
 представляет собой 0, В3 представляет собой 2'OMe, n

5
 представляет собой 3, В1' представляет 
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собой 2'-OMe или 2'-F, q
1
 представляет собой 7, Т1' представляет собой 2'-F, q

2
 представляет собой 1, В2' 

представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
3
 представляет собой 4, Т2' представляет собой 2'-F, q

4
 представля-

ет собой 2, В3' представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
5
 представляет собой 5, Т3' представляет собой 2'-F, 

q
6
 представляет собой 1, В4' представляет собой 2'-ОМе, и q

7
 равно 1. 

В одном варианте осуществления В1 представляет собой 2'-OMe или 2'-F, n
1
 представляет собой 6, 

Т1 представляет собой 2'F, n
2
 представляет собой 3, В2 представляет собой 2'-OMe, n

3
 представляет со-

бой 7, n
4
 представляет собой 0, В3 представляет собой 2'-ОМе, n

5
 представляет собой 3, В1' представляет 

собой 2'-OMe или 2'-F, q
1
 представляет собой 7, Т1' представляет собой 2'-F, q

2
 представляет собой 1, В2' 

представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
3
 представляет собой 4, Т2' представляет собой 2'-F, q

4
 представля-

ет собой 2, В3' представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
5
 представляет собой 5, Т3' представляет собой 2'-F, 

q
6
 представляет собой 1, В4' представляет собой 2'-ОМе, и q

7
 равно 1; с двумя модификациями фосфоро-

тиоатной межнуклеотидной связи в положениях 1-5 смысловой цепи (считая от 5'-конца смысловой це-

пи), и двумя модификациями фосфоротиоатной межнуклеотидной связи в положениях 1 и 2 и двумя мо-

дификациями фосфоротиоатной межнуклеотидной связи в положениях 18-23 антисмысловой цепи (счи-

тая от 5'-конца антисмысловой цепи). 

В одном варианте осуществления В1 представляет собой B1 is 2'-OMe или 2'-F, n
1
 представляет со-

бой 8, Т1 представляет собой 2'F, n
2
 представляет собой 3, В2 представляет собой 2'-OMe, n

3
 представля-

ет собой 7, n
4
 представляет собой 0, В3 представляет собой 2'OMe, n

5
 представляет собой 3, В1' пред-

ставляет собой 2'-OMe или 2'-F, q
1
 представляет собой 9, Т1' представляет собой 2'-F, q

2
 представляет 

собой 1, В2' представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
3
 представляет собой 4, Т2' представляет собой 2'-F, q

4
 

представляет собой 1, В3' представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
5
 представляет собой 6, Т3' представляет 

собой 2'-F, q
6
 представляет собой 1, В4' представляет собой 2'-ОМе, и q

7
 равно 1. 

В одном варианте осуществления В1 представляет собой 2'-OMe или 2'-F, n
1
 представляет собой 8, 

Т1 представляет собой 2'F, n
2
 представляет собой 3, В2 представляет собой 2'-ОМе, n

3
 представляет со-

бой 7, n
4
 представляет собой 0, В3 представляет собой 2'-ОМе, n

5
 представляет собой 3, В1' представляет 

собой 2'-OMe или 2'-F, q
1
 представляет собой 9, Т1' представляет собой 2'-F, q

2
 представляет собой 1, В2' 

представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
3
 представляет собой 4, Т2' представляет собой 2'-F, q

4
 представля-

ет собой 1, В3' представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
5
 представляет собой 6, Т3' представляет собой 2'-F, 

q
6
 представляет собой 1, В4' представляет собой 2'-ОМе, и q

7
 равно 1; с двумя модификациями фосфоро-

тиоатной межнуклеотидной связи в положениях 1-5 смысловой цепи (считая от 5'-конца смысловой це-

пи), и двумя модификациями фосфоротиоатной межнуклеотидной связи в положениях 1 и 2 и двумя мо-

дификациями фосфоротиоатной межнуклеотидной связи в положениях 18-23 антисмысловой цепи (счи-

тая от 5'-конца антисмысловой цепи). 

В одном варианте осуществления В1 представляет собой 2'-OMe или 2'-F, n
1
 представляет собой 8, 

Т1 представляет собой 2'F, n
2
 представляет собой 3, В2 представляет собой 2'-OMe, n

3
 представляет со-

бой 7, n
4
 представляет собой 0, В3 представляет собой 2'OMe, n

5
 представляет собой 3, В1' представляет 

собой 2'-OMe или 2'-F, q
1
 представляет собой 9, Т1' представляет собой 2'-F, q

2
 представляет собой 1, В2' 

представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
3
 представляет собой 5, Т2' представляет собой 2'-F, q

4
 представля-

ет собой 1, В3' представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
5
 представляет собой 5, Т3' представляет собой 2'-F, 

q
6
 представляет собой 1, B4' представляет собой 2'-OMe, и q

7
 равно 1; необязательно с по меньшей мере 2 

дополнительными ТТ на 3'-конце антисмысловой цепи. 

В одном варианте осуществления В1 представляет собой 2'-OMe или 2'-F, n
1
 представляет собой 8, 

Т1 представляет собой 2'F, n
2
 представляет собой 3, В2 представляет собой 2'-OMe, n

3
 представляет со-

бой 7, n
4
 представляет собой 0, В3 представляет собой 2'-ОМе, n

5
 представляет собой 3, В1' представляет 

собой 2'-OMe или 2'-F, q
1
 представляет собой 9, Т1' представляет собой 2'-F, q

2
 представляет собой 1, В2' 

представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
3
 представляет собой 5, Т2' представляет собой 2'-F, q

4
 представля-

ет собой 1, В3' представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
5
 представляет собой 5, Т3' представляет собой 2'-F, 

q
6
 представляет собой 1, В4' представляет собой 2'-ОМе, и q

7
 равно 1; необязательно с по меньшей мере 2 

дополнительными ТТ на 3'-конце антисмысловой цепи; с двумя модификациями фосфоротиоатной меж-

нуклеотидной связи в положениях 1-5 смысловой цепи (считая от 5'-конца смысловой цепи), и двумя 

модификациями фосфоротиоатной межнуклеотидной связи в положениях 1 и 2 и двумя модификациями 

фосфоротиоатной межнуклеотидной связи в пределах положений 18-23 антисмысловой цепи (считая от 

5'-конца антисмысловой цепи). 

В одном варианте осуществления В1 представляет собой 2'-OMe или 2'-F, n
1
 представляет собой 8, 

Т1 представляет собой 2'F, n
2
 представляет собой 3, В2 представляет собой 2'-ОМе, n

3
 представляет со-

бой 7, n
4
 представляет собой 0, В3 представляет собой 2'-ОМе, n

5
 представляет собой 3, В1' представляет 

собой 2'-OMe или 2'-F, q
1
 представляет собой 9, Т1' представляет собой 2'-F, q

2
 представляет собой 1, В2' 

представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
3
 представляет собой 4, q

4
 представляет собой 0, В3' представляет 

собой 2'-ОМе или 2'-F, q
5
 представляет собой 7, Т3' представляет собой 2'-F, q

6
 представляет собой 1, В4' 

представляет собой 2'-OMe, и q
7
 равно 1. 

В одном варианте осуществления В1 представляет собой 2'-OMe или 2'-F, n
1
 представляет собой 8, 

Т1 представляет собой 2'F, n
2
 представляет собой 3, В2 представляет собой 2'-ОМе, n

3
 представляет со-
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бой 7, n
4
 представляет собой 0, В3 представляет собой 2'-ОМе, n

5
 представляет собой 3, В1' представляет 

собой 2'-OMe или 2'-F, q
1
 представляет собой 9, Т1' представляет собой 2'-F, q

2
 представляет собой 1, В2' 

представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
3
 представляет собой 4, q

4
 представляет собой 0, В3' представляет 

собой 2'-ОМе или 2'-F, q
5
 представляет собой 7, Т3' представляет собой 2'-F, q

6
 представляет собой 1, В4' 

представляет собой 2'-ОМе, и q
7
 равно 1; с двумя модификациями фосфоротиоатных межнуклеотидных 

связей в положениях 1-5 смысловой цепи (считая с 5'-конца) и двумя модификациями фосфоротиоатных 

межнуклеотидных связей в положениях 1 и 2 и двумя модификациями фосфоротиоатных межнуклеотид-

ных связей в положениях 18-23 антисмысловой цепи (считая с 5'-конца). 

В одном варианте осуществления В1 представляет собой 2'-OMe или 2'-F, n
1
 представляет собой 8, 

Т1 представляет собой 2'F, n
2
 представляет собой 3, В2 представляет собой 2'-OMe, n

3
 представляет со-

бой 7, n
4
 представляет собой 0, В3 представляет собой 2'OMe, n

5
 представляет собой 3, В1' представляет 

собой 2'-OMe или 2'-F, q
1
 представляет собой 9, Т1' представляет собой 2'-F, q

2
 представляет собой 1, В2' 

представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
3
 представляет собой 4, Т2' представляет собой 2'-F, q

4
 представля-

ет собой 2, В3' представляет собой 2'-OMe или 2'-F, q
5
 представляет собой 5, Т3' представляет собой 2'-F, 

q
6
 представляет собой 1, В4' представляет собой 2'-F, и q

7
 равно 1. 

В одном варианте осуществления В1 представляет собой 2'-OMe или 2'-F, n
1
 представляет собой 8, 

Т1 представляет собой 2'F, n
2
 представляет собой 3, В2 представляет собой 2'-OMe, n

3
 представляет со-

бой 7, n
4
 представляет собой 0, В3 представляет собой 2'-ОМе, n

5
 представляет собой 3, В1' представляет 

собой 2'-OMe или 2'-F, q
1
 представляет собой 9, Т1' представляет собой 2'-F, q

2
 представляет собой 1, В2' 

представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
3
 представляет собой 4, Т2' представляет собой 2'-F, q

4
 представля-

ет собой 2, В3' представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
5
 представляет собой 5, Т3' представляет собой 2'-F, 

q
6
 представляет собой 1, В4' представляет собой 2'-F, и q

7
 равно 1; с двумя модификациями фосфоротио-

атных межнуклеотидных связей в положениях 1-5 смысловой цепи (считая с 5'-конца смысловой цепи) и 

двумя модификациями тиофосфатной межнуклеотидной связи в положениях 1 и 2 и две модификации 

тиофосфатной межнуклеотидной связи в пределах положений 18-23 антисмысловой цепи (считая от 5'-

конца антисмысловой цепи). 

В одном варианте осуществления В1 представляет собой 2'-OMe или 2'-F, n
1
 представляет собой 8, 

Т1 представляет собой 2'F, n
2
 представляет собой 3, В2 представляет собой 2'-ОМе, n

3
 представляет со-

бой 7, n
4
 представляет собой 0, В3 представляет собой 2'-ОМе, n

5
 представляет собой 3, В1' представляет 

собой 2'-OMe или 2'-F, q
1
 представляет собой 9, Т1' представляет собой 2'-F, q

2
 представляет собой 1, В2' 

представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
3
 представляет собой 4, q

4
 представляет собой 0, В3' представляет 

собой 2'-ОМе или 2'-F, q
5
 представляет собой 7, Т3' представляет собой 2'-F, q

6
 представляет собой 1, В4' 

представляет собой 2'-F, и q
7
 равно 1. 

В одном варианте осуществления В1 представляет собой 2'-OMe или 2'-F, n
1
 представляет собой 8, 

Т1 представляет собой 2'F, n
2
 представляет собой 3, В2 представляет собой 2'-ОМе, n

3
 представляет со-

бой 7, n
4
 представляет собой 0, В3 представляет собой 2'-ОМе, n

5
 представляет собой 3, В1' представляет 

собой 2'-OMe или 2'-F, q
1
 представляет собой 9, Т1' представляет собой 2'-F, q

2
 представляет собой 1, В2' 

представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
3
 представляет собой 4, q

4
 представляет собой 0, В3' представляет 

собой 2'-ОМе или 2'-F, q
5
 представляет собой 7, Т3' представляет собой 2'-F, q

6
 представляет собой 1, В4' 

представляет собой 2'-F, и q
7
 равно 1; с двумя модификациями фосфоротиоатной межнуклеотидной связи 

в пределах положений 1-5 смысловой цепи (считая от 5'-конца смысловой цепи), и двумя модификация-

ми фосфоротиоатной межнуклеотидной связи в положениях 1 и 2 и двумя модификациями фосфоротио-

атной межнуклеотидной связи в пределах положений 18-23 антисмысловой цепи (считая от 5'-конца ан-

тисмысловой цепи). Агент РНК-интерференции может содержать фосфорсодержащую группу на 5'-

конце смысловой или антисмысловой цепи. 5'-концевая фосфорсодержащая группа может быть 5'-

концевой фосфатной (5'-Р), 5'-концевой фосфоротиоатной (5'-PS), 5'-концевой фосфородитиоатной (5'- 

PS2), 5'-концевой винилфосфонатной (5'-VP), 5'-концевой метилфосфонатной (MePhos) или 5'-дезокси-5'-

С-малонильной 

 
Когда 5'-концевая фосфорсодержащая группа представляет собой 5'-концевой винилфосфонат (5'-

VP), 5'- VP может быть изомером 5'-E-VP (т.е. транс-винилфосфатом, 
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, 

изомером 5'-Z-VP (т.е. цис-винилфосфатом, 

 
или смесью таковых. 

В одном варианте осуществления агент РНК-интерференции содержит фосфорсодержащую группу 

на 5'-конце смысловой цепи. В одном варианте осуществления агент РНК-интерференции содержит 

фосфорсодержащую группу на 5'-конце антисмысловой цепи. 

В одном варианте осуществления агент РНК-интерференции содержит 5'-Р. В одном варианте осу-

ществления агент РНК-интерференции содержит 5'-Р в антисмысловой цепи. 

В одном варианте осуществления агент РНК-интерференции содержит 5'-PS. В одном варианте 

осуществления агент РНК-интерференции содержит 5'-PS в антисмысловой цепи. 

В одном варианте осуществления агент РНК-интерференции содержит 5'-VP. В одном варианте 

осуществления агент РНК-интерференции содержит 5'-VP в антисмысловой цепи. В одном варианте 

осуществления агент РНК-интерференции содержит 5'-E-VP в антисмысловой цепи. В одном варианте 

осуществления агент РНК-интерференции содержит 5'-Z-VP в антисмысловой цепи. 

В одном варианте осуществления агент РНК-интерференции содержит 5'- PS2. В одном варианте 

осуществления агент РНК-интерференции содержит 5'- PS2 в антисмысловой цепи. 

В одном варианте осуществления агент РНК-интерференции содержит 5'-PS2. В одном варианте 

осуществления агент РНК-интерференции содержит 5'-дезокси-5'-С-малонил в антисмысловой цепи. 

В одном варианте осуществления В1 представляет собой В1 представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, n
1
 

представляет собой 8, Т1 представляет собой 2'F, n
2
 представляет собой 3, В2 представляет собой 2'-

OMe, n
3
 представляет собой 7, n

4
 представляет собой 0, В3 представляет собой 2'OMe, n

5
 представляет 

собой 3, В1' представляет собой 2'-OMe или 2'-F, q
1
 представляет собой 9, Т1' представляет собой 2'-F, q

2
 

представляет собой 1, В2' представляет собой 2'-OMe или 2'-F, q
3
 представляет собой 4, Т2' представляет 

собой 2'-F, q
4
 представляет собой 2, В3' представляет собой 2'-OMe или 2'-F, q

5
 представляет собой 5, Т3' 

представляет собой 2'-F, q
6
 представляет собой 1, В4' представляет собой 2'-OMe, и q

7
 равно 1. Агент 

РНК-интерференции также содержит 5'-PS. 

В одном варианте осуществления В1 представляет собой 2'-OMe или 2'-F, n
1
 представляет собой 8, 

Т1 представляет собой 2'F, n
2
 представляет собой 3, В2 представляет собой 2'-OMe, n

3
 представляет со-

бой 7, n
4
 представляет собой 0, В3 представляет собой 2'OMe, n

5
 представляет собой 3, В1' представляет 

собой 2'-OMe или 2'-F, q
1
 представляет собой 9, Т1' представляет собой 2'-F, q

2
 представляет собой 1, В2' 

представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
3
 представляет собой 4, Т2' представляет собой 2'-F, q

4
 представля-

ет собой 2, В3' представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
5
 представляет собой 5, Т3' представляет собой 2'-F, 

q
6
 представляет собой 1, В4' представляет собой 2'-ОМе, и q

7
 равно 1. Агент РНК-интерференции также 

содержит 5'-Р. 

В одном варианте осуществления В1 представляет собой 2'-OMe или 2'-F, n
1
 представляет собой 8, 

Т1 представляет собой 2'F, n
2
 представляет собой 3, В2 представляет собой 2'-OMe, n

3
 представляет со-

бой 7, n
4
 представляет собой 0, В3 представляет собой 2'OMe, n

5
 представляет собой 3, В1' представляет 

собой 2'-OMe или 2'-F, q
1
 представляет собой 9, Т1' представляет собой 2'-F, q

2
 представляет собой 1, В2' 

представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
3
 представляет собой 4, Т2' представляет собой 2'-F, q

4
 представля-

ет собой 2, В3' представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
5
 представляет собой 5, Т3' представляет собой 2'-F, 

q
6
 представляет собой 1, В4' представляет собой 2'-ОМе, и q

7
 равно 1. Агент РНК-интерференции также 

содержит 5'-VP. 5'-VP может представлять собой 5'-E-VP, 5'-Z-VP или комбинацию таковых. 

В одном варианте осуществления В1 представляет собой 2'-OMe или 2'-F, n
1 

представляет собой 8, 

Т1 представляет собой 2'F, n
2
 представляет собой 3, В2 представляет собой 2'-OMe, n

3
 представляет со-

бой 7, n
4
 представляет собой 0, В3 представляет собой 2'OMe, n

5
 представляет собой 3, В1' представляет 

собой 2'-OMe или 2'-F, q
1
 представляет собой 9, Т1' представляет собой 2'-F, q

2
 представляет собой 1, В2' 

представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
3
 представляет собой 4, Т2' представляет собой 2'-F, q

4
 представля-

ет собой 2, В3' представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
5
 представляет собой 5, Т3' представляет собой 2'-F, 

q
6
 представляет собой 1, В4' представляет собой 2'-OMe, и q

7
 равно 1. РНКи агент также содержит 5'-PS2. 

В одном варианте осуществления В1 представляет собой 2'-OMe или 2'-F, n
1 

представляет собой 8, 
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Т1 представляет собой 2'F, n
2
 представляет собой 3, В2 представляет собой 2'-OMe, n

3
 представляет со-

бой 7, n
4
 представляет собой 0, В3 представляет собой 2'OMe, n

5
 представляет собой 3, В1' представляет 

собой 2'-OMe или 2'-F, q
1
 представляет собой 9, Т1' представляет собой 2'-F, q

2
 представляет собой 1, В2' 

представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
3
 представляет собой 4, Т2' представляет собой 2'-F, q

4
 представля-

ет собой 2, В3' представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
5
 представляет собой 5, Т3' представляет собой 2'-F, 

q
6
 представляет собой 1, В4' представляет собой 2'-OMe, и q

7
 равно 1. РНКи агент также содержит 5'-

дезокси-5'-С-малонил. 

В одном варианте осуществления В1 представляет собой 2'-OMe или 2'-F, n
1
 представляет собой 8, 

Т1 представляет собой 2'F, n
2
 представляет собой 3, В2 представляет собой 2'-OMe, n

3
 представляет со-

бой 7, n
4
 представляет собой 0, В3 представляет собой 2'-ОМе, n

5
 представляет собой 3, В1' представляет 

собой 2'-OMe или 2'-F, q
1
 представляет собой 9, Т1' представляет собой 2'-F, q

2
 представляет собой 1, В2' 

представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
3
 представляет собой 4, Т2' представляет собой 2'-F, q

4
 представля-

ет собой 2, В3' представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
5
 представляет собой 5, Т3' представляет собой 2'-F, 

q
6
 представляет собой 1, В4' представляет собой 2'-ОМе, и q

7
 равно 1; с двумя модификациями тиофос-

фатной межнуклеотидной связи в положениях 1-5 смысловой цепи (считая от 5'-конца смысловой цепи), 

а также двумя модификациями тиофосфатной межнуклеотидной связи в положениях 1 и 2 и двумя мо-

дификациями тиофосфатной межнуклеотидной связи в положениях 18-23 антисмысловой цепи (считая 

от 5'-конца антисмысловой цепи). РНКи агент также содержит 5'-Р. 

В одном варианте осуществления В1 представляет собой 2'-OMe или 2'-F, n
1
 представляет собой 8, 

Т1 представляет собой 2'F, n
2
 представляет собой 3, В2 представляет собой 2'-ОМе, n

3
 представляет со-

бой 7, n
4
 представляет собой 0, В3 представляет собой 2'-ОМе, n

5
 представляет собой 3, В1' представляет 

собой 2'-OMe или 2'-F, q
1
 представляет собой 9, Т1' представляет собой 2'-F, q

2
 представляет собой 1, В2' 

представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
3
 представляет собой 4, Т2' представляет собой 2'-F, q

4
 представля-

ет собой 2, В3' представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
5
 представляет собой 5, Т3' представляет собой 2'-F, 

q
6
 представляет собой 1, В4' представляет собой 2'-ОМе, и q

7
 равно 1; с двумя модификациями тиофос-

фатной межнуклеотидной связи в положениях 1-5 смысловой цепи (считая от 5'-конца смысловой цепи), 

а также двумя модификациями тиофосфатной межнуклеотидной связи в положениях 1 и 2 и двумя мо-

дификациями тиофосфатной межнуклеотидной связи в положениях 18-23 антисмысловой цепи (считая 

от 5'-конца антисмысловой цепи). РНКи агент также содержит 5'-PS. 

В одном варианте осуществления В1 представляет собой 2'-OMe или 2'-F, n
1
 представляет собой 8, 

Т1 представляет собой 2'F, n
2
 представляет собой 3, В2 представляет собой 2'-ОМе, n

3
 представляет со-

бой 7, n
4
 представляет собой 0, В3 представляет собой 2'-ОМе, n

5
 представляет собой 3, В1' представляет 

собой 2'-OMe или 2'-F, q
1
 представляет собой 9, Т1' представляет собой 2'-F, q

2
 представляет собой 1, В2' 

представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
3
 представляет собой 4, Т2' представляет собой 2'-F, q

4
 представля-

ет собой 2, В3' представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
5
 представляет собой 5, Т3' представляет собой 2'-F, 

q
6
 представляет собой 1, В4' представляет собой 2'-ОМе, и q

7
 равно 1; с двумя модификациями тиофос-

фатной межнуклеотидной связи в положениях 1-5 смысловой цепи (считая от 5'-конца смысловой цепи), 

а также двумя модификациями тиофосфатной межнуклеотидной связи в положениях 1 и 2 и двумя мо-

дификациями тиофосфатной межнуклеотидной связи в положениях 18-23 антисмысловой цепи (считая 

от 5'-конца антисмысловой цепи). РНКи агент также содержит 5'-VP. 5'-VP может представлять собой 5'-

E-VP, 5'-Z-VP или комбинацию таковых. 

В одном варианте осуществления В1 представляет собой 2'-OMe или 2'-F, n
1
 представляет собой 8, 

Т1 представляет собой 2'F, n
2
 представляет собой 3, В2 представляет собой 2'-OMe, n

3
 представляет со-

бой 7, n
4
 представляет собой 0, В3 представляет собой 2'-ОМе, n

5
 представляет собой 3, В1' представляет 

собой 2'-OMe или 2'-F, q
1
 представляет собой 9, Т1' представляет собой 2'-F, q

2
 представляет собой 1, В2' 

представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
3
 представляет собой 4, Т2' представляет собой 2'-F, q

4
 представля-

ет собой 2, В3' представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
5
 представляет собой 5, Т3' представляет собой 2'-F, 

q
6
 представляет собой 1, В4' представляет собой 2'-ОМе, и q

7
 равно 1; с двумя модификациями тиофос-

фатной межнуклеотидной связи в положениях 1-5 смысловой цепи (считая от 5'-конца смысловой цепи), 

а также двумя модификациями тиофосфатной межнуклеотидной связи в положениях 1 и 2 и двумя мо-

дификациями тиофосфатной межнуклеотидной связи в положениях 18-23 антисмысловой цепи (считая 

от 5'-конца антисмысловой цепи). РНКи агент также содержит 5'- PS2. 

В одном варианте осуществления В1 представляет собой 2'-OMe или 2'-F, n
1
 представляет собой 8, 

Т1 представляет собой 2'F, n
2
 представляет собой 3, В2 представляет собой 2'-ОМе, n

3
 представляет со-

бой 7, n
4
 представляет собой 0, В3 представляет собой 2'-ОМе, n

5
 представляет собой 3, В1' представляет 

собой 2'-OMe или 2'-F, q
1
 представляет собой 9, Т1' представляет собой 2'-F, q

2
 представляет собой 1, В2' 

представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
3
 представляет собой 4, Т2' представляет собой 2'-F, q

4
 представля-

ет собой 2, В3' представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
5
 представляет собой 5, Т3' представляет собой 2'-F, 

q
6
 представляет собой 1, В4' представляет собой 2'-ОМе, и q

7
 равно 1; с двумя модификациями тиофос-

фатной межнуклеотидной связи в положениях 1-5 смысловой цепи (считая от 5'-конца смысловой цепи), 

а также двумя модификациями тиофосфатной межнуклеотидной связи в положениях 1 и 2 и двумя мо-

дификациями тиофосфатной межнуклеотидной связи в положениях 18-23 антисмысловой цепи (считая 
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от 5'-конца антисмысловой цепи). РНКи агент также содержит 5'-дезокси-5'-С-малонил. 

В одном варианте осуществления В1 представляет собой 2'-OMe или 2'-F, n
1
 представляет собой 8, 

Т1 представляет собой 2'F, n
2
 представляет собой 3, В2 представляет собой 2'-ОМе, n

3
 представляет со-

бой 7, n
4
 представляет собой 0, В3 представляет собой 2'-ОМе, n

5
 представляет собой 3, В1' представляет 

собой 2'-OMe или 2'-F, q
1
 представляет собой 9, Т1' представляет собой 2'-F, q

2
 представляет собой 1, В2' 

представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
3
 представляет собой 4, q

4
 представляет собой 0, В3' представляет 

собой 2'-ОМе или 2'-F, q
5
 представляет собой 7, Т3' представляет собой 2'-F, q

6
 представляет собой 1, В4' 

представляет собой 2'-ОМе, и q
7
 представляет собой 1. РНКи агент также включает 5'-Р. 

В одном варианте осуществления В1 представляет собой 2'-OMe или 2'-F, n
1
 представляет собой 8, 

Т1 представляет собой 2'F, n
2
 представляет собой 3, В2 представляет собой 2'-ОМе, n

3
 представляет со-

бой 7, n
4
 представляет собой 0, В3 представляет собой 2'-ОМе, n

5
 представляет собой 3, В1' представляет 

собой 2'-OMe или 2'-F, q
1
 представляет собой 9, Т1' представляет собой 2'-F, q

2
 представляет собой 1, В2' 

представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
3
 представляет собой 4, q

4
 представляет собой 0, В3' представляет 

собой 2'-ОМе или 2'-F, q
5
 представляет собой 7, Т3' представляет собой 2'-F, q

6
 представляет собой 1, В4' 

представляет собой 2'-ОМе, и q
7
 представляет собой 1. средство на основе дсРНК также включает 5'-PS. 

В одном варианте осуществления В1 представляет собой 2'-OMe или 2'-F, n
1
 представляет собой 8, 

Т1 представляет собой 2'F, n
2
 представляет собой 3, В2 представляет собой 2'-ОМе, n

3
 представляет со-

бой 7, n
4
 представляет собой 0, В3 представляет собой 2'-ОМе, n

5
 представляет собой 3, В1' представляет 

собой 2'-OMe или 2'-F, q
1
 представляет собой 9, Т1' представляет собой 2'-F, q

2
 представляет собой 1, В2' 

представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
3
 представляет собой 4, q

4
 представляет собой 0, В3' представляет 

собой 2'-ОМе или 2'-F, q
5
 представляет собой 7, Т3' представляет собой 2'-F, q

6
 представляет собой 1, В4' 

представляет собой 2'-ОМе, и q
7
 представляет собой 1. РНКи агент также включает 5'-VP. 5'-VP может 

представлять собой 5'-E-VP, 5'-Z-VP или комбинацию таковых. 

В одном варианте осуществления В1 представляет собой 2'-OMe или 2'-F, n
1
 представляет собой 8, 

Т1 представляет собой 2'F, n
2
 представляет собой 3, В2 представляет собой 2'-ОМе, n

3
 представляет со-

бой 7, n
4
 представляет собой 0, В3 представляет собой 2'-ОМе, n

5
 представляет собой 3, В1' представляет 

собой 2'-OMe или 2'-F, q
1
 представляет собой 9, Т1' представляет собой 2'-F, q

2
 представляет собой 1, В2' 

представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
3
 представляет собой 4, q

4
 представляет собой 0, В3' представляет 

собой 2'-ОМе или 2'-F, q
5
 представляет собой 7, Т3' представляет собой 2'-F, q

6
 представляет собой 1, В4' 

представляет собой 2'-OMe, и q
7
 равно 1. РНКи агент также включает 5'- PS2. 

В одном варианте осуществления В1 представляет 2'-OMe или 2'-F, n
1
 представляет собой 8, Т1 

представляет собой 2'F, n
2
 представляет собой 3, В2 представляет собой 2'-ОМе, n

3
 представляет собой 7, 

n
4
 представляет собой 0, В3 представляет собой 2'-OMe, n

5 
представляет собой 3, В1' представляет собой 

2'-OMe или 2'-F, q
1
 представляет собой 9, Т1' представляет собой 2'-F, q

2
 представляет собой 1, В2' пред-

ставляет собой 2'-OMe или 2'-F, q
3
 представляет собой 4, q

4
 представляет собой 0, В3' представляет собой 

2'-ОМе или 2'-F, q
5
 представляет собой 7, Т3' представляет собой 2'-F, q

6
 представляет собой 1, В4' пред-

ставляет собой 2'-OMe, и q
7
 равно 1. РНКи агент также включает 5'-дезокси-5'-С-малонил. 

В одном варианте осуществления В1 представляет собой 2'-OMe или 2'-F, n
1 

представляет собой 8, 

Т1 представляет собой 2'F, n
2
 представляет собой 3, В2 представляет собой 2'-ОМе, n

3
 представляет со-

бой 7, n
4
 представляет собой 0, В3 представляет собой 2'-ОМе, n

5
 представляет собой 3, В1' представляет 

собой 2'-OMe или 2'-F, q
1
 представляет собой 9, Т1' представляет собой 2'-F, q

2
 представляет собой 1, В2' 

представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
3
 представляет собой 4, q

4
 представляет собой 0, В3' представляет 

собой 2'-ОМе или 2'-F, q
5
 представляет собой 7, Т3' представляет собой 2'-F, q

6
 представляет собой 1, В4' 

представляет собой 2'-ОМе, и q
7
 представляет собой 1; с двумя модификациями фосфоротиоатных меж-

нуклеотидных связей в положениях 1-5 смысловой цепи (считая с 5'-конца) и двумя модификациями 

фосфоротиоатных межнуклеотидных связей в положениях 1 и 2 и двумя модификациями фосфоротиоат-

ных межнуклеотидных связей в положениях 18-23 антисмысловой цепи цепь (считая с 5'-конца). РНКи 

агент также содержит 5'-Р. 

В одном варианте осуществления В1 представляет собой В1 представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, n
1
 

представляет собой 8, Т1 представляет собой 2'F, n
2
 представляет собой 3, В2 представляет собой 2'-

OMe, n
3
 представляет собой 7, n

4
 представляет собой 0, В3 представляет собой 2'-ОМе, n

5
 представляет 

собой 3, В1' представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
1
 представляет собой 9, Т1' представляет собой 2'-F, q

2
 

представляет собой 1, В2' представляет собой 2'-OMe или 2'-F, q
3
 представляет собой 4, q

4
 представляет 

собой 0, В3' представляет собой 2'-OMe или 2'-F, q
5
 представляет собой 7, Т3' представляет собой 2'-F, q

6
 

представляет собой 1, В4' представляет собой 2'-ОМе, и q
7
 представляет собой 1; с двумя модификация-

ми фосфоротиоатных межнуклеотидных связей в положениях 1-5 смысловой цепи (считая с 5'-конца) и 

двумя модификациями фосфоротиоатных межнуклеотидных связей в положениях 1 и 2 и двумя модифи-

кациями фосфоротиоатных межнуклеотидных связей в положениях 18-23 антисмысловой цепи цепь 

(считая с 5'-конца). РНКи агент также содержит 5'-PS. 

В одном варианте осуществления В1 представляет собой В1 представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, n
1
 

представляет собой 8, Т1 представляет собой 2'F, n
2
 представляет собой 3, В2 представляет собой 2'-

OMe, n
3
 представляет собой 7, n

4
 представляет собой 0, В3 представляет собой 2'-ОМе, n

5
 представляет 
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собой 3, В1' представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
1
 представляет собой 9, Т1' представляет собой 2'-F, q

2
 

представляет собой 1, В2' представляет собой 2'-OMe или 2'-F, q
3
 представляет собой 4, q

4
 представляет 

собой 0, В3' представляет собой 2'-OMe или 2'-F, q
5
 представляет собой 7, Т3' представляет собой 2'-F, q

6
 

представляет собой 1, В4' представляет собой 2'-ОМе, и q
7
 представляет собой 1; с двумя модификация-

ми фосфоротиоатных межнуклеотидных связей в положениях 1-5 смысловой цепи (считая с 5'-конца) и 

двумя модификациями фосфоротиоатных межнуклеотидных связей в положениях 1 и 2 и двумя модифи-

кациями фосфоротиоатных межнуклеотидных связей в положениях 18-23 антисмысловой цепи цепь 

(считая с 5'-конца). РНКи агент также содержит 5'-VP. 5'-VP может представлять собой 5'-E-VP, 5'-Z-VP 

или комбинацию таковых. 

В одном варианте осуществления В1 представляет собой 2'-OMe или 2'-F, n
1
 представляет собой 8, 

Т1 представляет собой 2'F, n
2
 представляет собой 3, В2 представляет собой 2'-ОМе, n

3
 представляет со-

бой 7, n
4
 представляет собой 0, В3 представляет собой 2'-ОМе, n

5
 представляет собой 3, В1' представляет 

собой 2'-OMe или 2'-F, q
1
 представляет собой 9, Т1' представляет собой 2'-F, q

2
 представляет собой 1, В2' 

представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
3
 представляет собой 4, q

4
 представляет собой 0, В3' представляет 

собой 2'-ОМе или 2'-F, q
5
 представляет собой 7, Т3' представляет собой 2'-F, q

6
 представляет собой 1, В4' 

представляет собой 2'-ОМе, и q
7
 представляет собой 1; с двумя модификациями фосфоротиоатных меж-

нуклеотидных связей в положениях 1-5 смысловой цепи (считая с 5'-конца) и двумя модификациями 

фосфоротиоатных межнуклеотидных связей в положениях 1 и 2 и двумя модификациями фосфоротиоат-

ных межнуклеотидных связей в положениях 18-23 антисмысловой цепи цепь (считая с 5'-конца). РНКи 

агент также содержит 5'- PS2. 

В одном варианте осуществления В1 представляет собой 2'-OMe или 2'-F, n
1
 представляет собой 8, 

Т1 представляет собой 2'F, n
2
 представляет собой 3, В2 представляет собой 2'-OMe, n

3
 представляет со-

бой 7, n
4
 представляет собой 0, В3 представляет собой 2'-ОМе, n

5
 представляет собой 3, В1' представляет 

собой 2'-OMe или 2'-F, q
1
 представляет собой 9, Т1' представляет собой 2'-F, q

2
 представляет собой 1, В2' 

представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
3
 представляет собой 4, q

4
 представляет собой 0, В3' представляет 

собой 2'-ОМе или 2'-F, q
5
 представляет собой 7, Т3' представляет собой 2'-F, q

6
 представляет собой 1, В4' 

представляет собой 2'-ОМе, и q
7
 представляет собой 1; с двумя модификациями фосфоротиоатных меж-

нуклеотидных связей в положениях 1-5 смысловой цепи (считая с 5'-конца) и двумя модификациями 

фосфоротиоатных межнуклеотидных связей в положениях 1 и 2 и двумя модификациями фосфоротиоат-

ных межнуклеотидных связей в положениях 18-23 антисмысловой цепи цепь (считая с 5'-конца). РНКи 

агент также содержит 5'-дезокси-5'-С-малонил. 

В одном варианте осуществления В1 представляет собой 2'-OMe или 2'-F, n
1
 представляет собой 8, 

Т1 представляет собой 2'F, n
2
 представляет собой 3, В2 представляет собой 2'-OMe, n

3
 представляет со-

бой 7, n
4
 представляет собой 0, В3 представляет собой 2'OMe, n

5
 представляет собой 3, В1' представляет 

собой 2'-OMe или 2'-F, q
1
 представляет собой 9, Т1' представляет собой 2'-F, q

2
 представляет собой 1, В2' 

представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
3
 представляет собой 4, Т2' представляет собой 2'-F, q

4
 представля-

ет собой 2, В3' представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
5
 представляет собой 5, Т3' представляет собой 2'-F, 

q
6
 представляет собой 1, В4' представляет собой 2'-F, и q

7
 равно 1. Агент РНК-интерференции также со-

держит 5'-Р. 

В одном варианте осуществления В1 представляет собой 2'-OMe или 2'-F, n
1
 представляет собой 8, 

Т1 представляет собой 2'F, n
2
 представляет собой 3, В2 представляет собой 2'-OMe, n

3
 представляет со-

бой 7, n
4
 представляет собой 0, В3 представляет собой 2'OMe, n

5
 представляет собой 3, В1' представляет 

собой 2'-OMe или 2'-F, q
1
 представляет собой 9, Т1' представляет собой 2'-F, q

2
 представляет собой 1, В2' 

представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
3
 представляет собой 4, Т2' представляет собой 2'-F, q

4
 представля-

ет собой 2, В3' представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
5
 представляет собой 5, Т3' представляет собой 2'-F, 

q
6
 представляет собой 1, В4' представляет собой 2'-F, и q

7
 равно 1. РНКи агент также содержит 5'-PS. 

В одном варианте осуществления В1 представляет собой 2'-OMe или 2'-F, n
1
 представляет собой 8, 

Т1 представляет собой 2'F, n
2
 представляет собой 3, В2 представляет собой 2'-OMe, n

3
 представляет со-

бой 7, n
4
 представляет собой 0, В3 представляет собой 2'OMe, n

5
 представляет собой 3, В1' представляет 

собой 2'-OMe или 2'-F, q
1
 представляет собой 9, Т1' представляет собой 2'-F, q

2
 представляет собой 1, В2' 

представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
3
 представляет собой 4, Т2' представляет собой 2'-F, q

4
 представля-

ет собой 2, В3' представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
5
 представляет собой 5, Т3' представляет собой 2'-F, 

q
6
 представляет собой 1, В4' представляет собой 2'-F, и q

7
 равно 1. РНКи агент также содержит 5'- VP. 5'-

VP может представлять собой 5'-E-VP, 5'-Z-VP или комбинацию таковых. 

В одном варианте осуществления В1 представляет собой 2'-OMe или 2'-F, n
1
 представляет собой 8, 

Т1 представляет собой 2'F, n
2
 представляет собой 3, В2 представляет собой 2'-OMe, n

3
 представляет со-

бой 7, n
4
 представляет собой 0, В3 представляет собой 2'OMe, n

5
 представляет собой 3, В1' представляет 

собой 2'-OMe или 2'-F, q
1
 представляет собой 9, Т1' представляет собой 2'-F, q

2
 представляет собой 1, В2' 

представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
3
 представляет собой 4, Т2' представляет собой 2'-F, q

4
 представля-

ет собой 2, В3' представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
5
 представляет собой 5, Т3' представляет собой 2'-F, 

q
6
 представляет собой 1, В4' представляет собой 2'-F, и q

7
 равно 1. дсРНКи РНК-агент также содержит 5'- 

PS2. 
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В одном варианте осуществления В1 представляет собой 2'-OMe или 2'-F, n
1
 представляет собой 8, 

Т1 представляет собой 2'F, n
2
 представляет собой 3, В2 представляет собой 2'-OMe, n

3
 представляет со-

бой 7, n
4
 представляет собой 0, В3 представляет собой 2'OMe, n

5
 представляет собой 3, В1' представляет 

собой 2'-OMe или 2'-F, q
1
 представляет собой 9, Т1' представляет собой 2'-F, q

2
 представляет собой 1, В2' 

представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
3
 представляет собой 4, Т2' представляет собой 2'-F, q

4
 представля-

ет собой 2, В3' представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
5
 представляет собой 5, Т3' представляет собой 2'-F, 

q
6
 представляет собой 1, В4' представляет собой 2'-F, и q

7
 равно 1. РНКи агент также содержит 5'-

дезокси-5'-С-малонил. 

В одном варианте осуществления В1 представляет собой 2'-OMe или 2'-F, n
1
 представляет собой 8, 

Т1 представляет собой 2'F, n
2
 представляет собой 3, В2 представляет собой 2'-ОМе, n

3
 представляет со-

бой 7, n
4
 представляет собой 0, В3 представляет собой 2'-ОМе, n

5
 представляет собой 3, В1' представляет 

собой 2'-OMe или 2'-F, q
1
 представляет собой 9, Т1' представляет собой 2'-F, q

2
 представляет собой 1, В2' 

представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
3
 представляет собой 4, Т2' представляет собой 2'-F, q

4
 представля-

ет собой 2, В3' представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
5
 представляет собой 5, Т3' представляет собой 2'-F, 

q
6
 представляет собой 1, В4' представляет собой 2'-F, и q

7
 равно 1; с двумя модификациями тиофосфат-

ной межнуклеотидной связи в положениях 1-5 смысловой цепи (считая от 5'-конца смысловой цепи), а 

также двумя модификациями тиофосфатной межнуклеотидной связи в положениях 1 и 2 и двумя моди-

фикациями тиофосфатной межнуклеотидной связи в положениях 18-23 антисмысловой цепи (считая от 

5'-конца антисмысловой цепи). РНКи агент также содержит 5'-Р. 

В одном варианте осуществления В1 представляет собой 2'-OMe или 2'-F, n
1
 представляет собой 8, 

Т1 представляет собой 2'F, n
2
 представляет собой 3, В2 представляет собой 2'-ОМе, n

3
 представляет со-

бой 7, n
4
 представляет собой 0, В3 представляет собой 2'-ОМе, n

5
 представляет собой 3, В1' представляет 

собой 2'-OMe или 2'-F, q
1
 представляет собой 9, Т1' представляет собой 2'-F, q

2
 представляет собой 1, В2' 

представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
3
 представляет собой 4, Т2' представляет собой 2'-F, q

4
 представля-

ет собой 2, В3' представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
5
 представляет собой 5, Т3' представляет собой 2'-F, 

q
6
 представляет собой 1, В4' представляет собой 2'-F, и q

7
 равно 1; с двумя модификациями тиофосфат-

ной межнуклеотидной связи в положениях 1-5 смысловой цепи (считая от 5'-конца смысловой цепи), а 

также двумя модификациями тиофосфатной межнуклеотидной связи в положениях 1 и 2 и двумя моди-

фикациями тиофосфатной межнуклеотидной связи в положениях 18-23 антисмысловой цепи (считая от 

5'-конца антисмысловой цепи). РНКи агент также содержит 5'-PS. 

В одном варианте осуществления В1 представляет собой 2'-OMe или 2'-F, n
1
 представляет собой 8, 

Т1 представляет собой 2'F, n
2
 представляет собой 3, В2 представляет собой 2'-OMe, n

3
 представляет со-

бой 7, n
4
 представляет собой 0, В3 представляет собой 2'-ОМе, n

5
 представляет собой 3, В1' представляет 

собой 2'-OMe или 2'-F, q
1
 представляет собой 9, Т1' представляет собой 2'-F, q

2
 представляет собой 1, В2' 

представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
3
 представляет собой 4, Т2' представляет собой 2'-F, q

4
 представля-

ет собой 2, В3' представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
5
 представляет собой 5, Т3' представляет собой 2'-F, 

q
6
 представляет собой 1, В4' представляет собой 2'-F, и q

7
 равно 1; с двумя модификациями тиофосфат-

ной межнуклеотидной связи в положениях 1-5 смысловой цепи (считая от 5'-конца смысловой цепи), а 

также двумя модификациями тиофосфатной межнуклеотидной связи в положениях 1 и 2 и двумя моди-

фикациями тиофосфатной межнуклеотидной связи в положениях 18-23 антисмысловой цепи (считая от 

5'-конца антисмысловой цепи). РНКи агент также содержит 5'-VP. 5'-VP может представлять собой 5'-E-

VP, 5'-Z-VP или комбинацию таковых. 

В одном варианте осуществления В1 представляет собой 2'-OMe или 2'-F, n
1
 представляет собой 8, 

Т1 представляет собой 2'F, n
2
 представляет собой 3, В2 представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, n

1
 представ-

ляет собой 8, Т1 представляет собой 2'F, n
2
 представляет собой 3, В2 представляет собой 2'-ОМе, n

3
 пред-

ставляет собой 7, n
4
 представляет собой 0, В3 представляет собой 2'-ОМе, n

5
 представляет собой 3, В1' 

представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
1
 представляет собой 9, Т1' представляет собой 2'-F, q

2
 представля-

ет собой 1, В2' представляет собой 2'-OMe или 2'-F, q
3
 представляет собой 4, Т2' представляет собой 2'-F, 

q
4
 представляет собой 2, В3' представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q

5
 представляет собой 5, Т3' представ-

ляет собой 2'-F, q
6
 представляет собой 1, В4' представляет собой 2'-F, и q

7 
равно 1; с двумя модификация-

ми тиофосфатной межнуклеотидной связи в положениях 1-5 смысловой цепи (считая от 5'-конца смы-

словой цепи), а также двумя модификациями тиофосфатной межнуклеотидной связи в положениях 1 и 2 

и двумя модификациями тиофосфатной межнуклеотидной связи в положениях 18-23 антисмысловой це-

пи (считая от 5'-конца антисмысловой цепи). РНКи агент также содержит 5'-PS2. 

В одном варианте осуществления В1 представляет собой 2'-OMe или 2'-F, n
1
 представляет собой 8, 

Т1 представляет собой 2'F, n
2
 представляет собой 3, В2 представляет собой 2'-ОМе, n

3
 представляет со-

бой 7, n
4
 представляет собой 0, В3 представляет собой 2'-ОМе, n

5
 представляет собой 3, В1' представляет 

собой 2'-OMe или 2'-F, q
1
 представляет собой 9, Т1' представляет собой 2'-F, q

2
 представляет собой 1, В2' 

представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
3
 представляет собой 4, Т2' представляет собой 2'-F, q

4
 представля-

ет собой 2, В3' представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
5
 представляет собой 5, Т3' представляет собой 2'-F, 

q
6
 представляет собой 1, B4' представляет собой 2'-F, и q

7
 равно 1; с двумя модификациями тиофосфат-

ной межнуклеотидной связи в положениях 1-5 смысловой цепи (считая от 5'-конца смысловой цепи), а 
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также двумя модификациями тиофосфатной межнуклеотидной связи в положениях 1 и 2 и двумя моди-

фикациями тиофосфатной межнуклеотидной связи в положениях 18-23 антисмысловой цепи (считая от 

5'-конца антисмысловой цепи). РНКи агент также содержит 5'-дезокси-5'-С-малонил. 

В одном варианте осуществления В1 представляет собой 2'-OMe или 2'-F, n
1
 представляет собой 8, 

Т1 представляет собой 2'F, n
2
 представляет собой 3, В2 представляет собой 2'-OMe, n

3
 представляет со-

бой 7, n
4
 представляет собой 0, В3 представляет собой 2'-ОМе, n

5
 представляет собой 3, В1' представляет 

собой 2'-OMe или 2'-F, q
1
 представляет собой 9, Т1' представляет собой 2'-F, q

2
 представляет собой 1, В2' 

представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
3
 представляет собой 4, q

4
 представляет собой 0, В3' представляет 

собой 2'-ОМе или 2'-F, q
5
 представляет собой 7, Т3' представляет собой 2'-F, q

6
 представляет собой 1, В4' 

представляет собой 2'-F, и q
7
 представляет собой 1. РНКи агент также включает 5'-Р. 

В одном воплощении Например, В1 представляет собой 2'-OMe или 2'-F, n
1
 представляет собой 8, 

Т1 представляет собой 2'F, n
2
 представляет собой 3, В2 представляет собой 2'-ОМе, n

3
 представляет со-

бой 7, n
4
 представляет собой 0, В3 представляет собой 2'-ОМе, n

5
 представляет собой 3, В1' представляет 

собой 2'-OMe или 2'-F, q
1
 представляет собой 9, Т1' представляет собой 2'-F, q

2
 представляет собой 1, В2' 

представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
3
 представляет собой 4, q

4
 представляет собой 0, В3' представляет 

собой 2'-ОМе или 2'-F, q
5
 представляет собой 7, Т3' представляет собой 2'-F, q

6
 представляет собой 1, В4' 

представляет собой 2'-F, и q
7
 представляет собой 1. РНКи агент также содержит а 5'-PS. 

В одном варианте осуществления В1 представляет собой 2'-OMe или 2'-F, n
1
 представляет собой 8, 

Т1 представляет собой 2'F, n
2
 представляет собой 3, В2 представляет собой 2'-ОМе, n

3
 представляет со-

бой 7, n
4
 представляет собой 0, В3 представляет собой 2'-ОМе, n

5
 представляет собой 3, В1' представляет 

собой 2'-OMe или 2'-F, q
1
 представляет собой 9, Т1' представляет собой 2'-F, q

2
 представляет собой 1, В2' 

представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
3
 представляет собой 4, q

4
 представляет собой 0, В3' представляет 

собой 2'-ОМе или 2'-F, q
5
 представляет собой 7, Т3' представляет собой 2'-F, q

6
 представляет собой 1, В4' 

представляет собой 2'-F, и q
7
 представляет собой 1. РНКи агент также включает 5'-VP. 5'-VP может пред-

ставлять собой 5'-E-VP, 5'-Z-VP или комбинацию таковых. 

В одном варианте осуществления В1 представляет собой 2'-OMe или 2'-F, n
1
 представляет собой 8, 

Т1 представляет собой 2'F, n
2
 представляет собой 3, В2 представляет собой 2'-ОМе, n

3
 представляет со-

бой 7, n
4
 представляет собой 0, В3 представляет собой 2'-ОМе, n

5
 представляет собой 3, В1' представляет 

собой 2'-OMe или 2'-F, q
1
 представляет собой 9, Т1' представляет собой 2'-F, q

2
 представляет собой 1, В2' 

представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
3
 представляет собой 4, q

4
 представляет собой 0, В3' представляет 

собой 2'-ОМе или 2'-F, q
5
 представляет собой 7, Т3' представляет собой 2'-F, q

6
 представляет собой 1, В4' 

представляет собой 2'-F, и q
7
 представляет собой 1. РНКи агент также включает 5'-PS2. 

В одном варианте осуществления В1 представляет собой 2'-OMe или 2'-F, n
1
 представляет собой 8, 

Т1 представляет собой 2'F, n
2
 представляет собой 3, В2 представляет собой 2'-OMe, n

3
 представляет со-

бой 7, n
4
 представляет собой 0, В3 представляет собой 2'-ОМе, n

5
 представляет собой 3, В1' представляет 

собой 2'-OMe или 2'-F, q
1
 представляет собой 9, Т1' представляет собой 2'-F, q

2
 представляет собой 1, В2' 

представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
3
 представляет собой 4, q

4
 представляет собой 0, В3' представляет 

собой 2'-ОМе или 2'-F, q
5
 представляет собой 7, Т3' представляет собой 2'-F, q

6
 представляет собой 1, В4' 

представляет собой 2'-F, и q
7
 представляет собой 1. РНКи агент также включает 5'-дезокси-5'-С-малонил. 

В одном варианте осуществления В1 представляет собой В1 представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, n
1
 

представляет собой 8, Т1 представляет собой 2'F, n
2
 представляет собой 3, В2 представляет собой 2'-

OMe, n
3
 представляет собой 7, n

4
 представляет собой 0, В3 представляет собой 2'-ОМе, n

5
 представляет 

собой 3, В1' представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
1
 представляет собой 9, Т1' представляет собой 2'-F, q

2
 

представляет собой 1, В2' представляет собой 2'-OMe или 2'-F, q
3
 представляет собой 4, q

4
 представляет 

собой 0, В3' представляет собой 2'-OMe или 2'-F, q
5
 представляет собой 7, Т3' представляет собой 2'-F, q

6
 

представляет собой 1, В4' представляет собой 2'-F, и q
7
 представляет собой 1; с двумя модификациями 

тиофосфатной межнуклеотидной связи в положениях 1-5 смысловой цепи (считая от 5'-конца смысловой 

цепи), а также двумя модификациями тиофосфатной межнуклеотидной связи в положениях 1 и 2 и двумя 

модификациями тиофосфатной межнуклеотидной связи в положениях 18-23 антисмысловой цепи (считая 

от 5'-конца антисмысловой цепи). РНКи агент также содержит 5'-Р. 

В одном варианте осуществления В1 представляет собой 2'-OMe или 2'-F, n
1
 представляет собой 8, 

Т1 представляет собой 2'F, n
2
 представляет собой 3, В2 представляет собой 2'-ОМе, n

3
 представляет со-

бой 7, n
4
 представляет собой 0, В3 представляет собой 2'-ОМе, n

5
 представляет собой 3, В1' представляет 

собой 2'-OMe или 2'-F, q
1
 представляет собой 9, Т1' представляет собой 2'-F, q

2
 представляет собой 1, В2' 

представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
3
 представляет собой 4, q

4
 представляет собой 0, В3' представляет 

собой 2'-ОМе или 2'-F, q
5
 представляет собой 7, Т3' представляет собой 2'-F, q

6
 представляет собой 1, В4' 

представляет собой 2'-F, и q
7
 представляет собой 1; с двумя модификациями тиофосфатной межнуклео-

тидной связи в положениях 1-5 смысловой цепи (считая от 5'-конца смысловой цепи), а также двумя мо-

дификациями тиофосфатной межнуклеотидной связи в положениях 1 и 2 и двумя модификациями тио-

фосфатной межнуклеотидной связи в положениях 18-23 антисмысловой цепи (считая от 5'-конца анти-

смысловой цепи). РНКи агент также содержит 5'-PS. 

В одном варианте осуществления В1 представляет собой 2'-OMe или 2'-F, n
1
 представляет собой 8, 
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Т1 представляет собой 2'F, n
2
 представляет собой 3, В2 представляет собой 2'-ОМе, n

3
 представляет со-

бой 7, n
4
 представляет собой 0, В3 представляет собой 2'-ОМе, n

5
 представляет собой 3, В1' представляет 

собой 2'-OMe или 2'-F, q
1
 представляет собой 9, Т1' представляет собой 2'-F, q

2
 представляет собой 1, В2' 

представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
3
 представляет собой 4, q

4
 представляет собой 0, В3' представляет 

собой 2'-ОМе или 2'-F, q
5
 представляет собой 7, Т3' представляет собой 2'-F, q

6
 представляет собой 1, В4' 

представляет собой 2'-F, и q
7
 представляет собой 1; с двумя модификациями тиофосфатной межнуклео-

тидной связи в положениях 1-5 смысловой цепи (считая от 5'-конца смысловой цепи), а также двумя мо-

дификациями тиофосфатной межнуклеотидной связи в положениях 1 и 2 и двумя модификациями тио-

фосфатной межнуклеотидной связи в положениях 18-23 антисмысловой цепи (считая от 5'-конца анти-

смысловой цепи). РНКи агент также содержит 5'-VP. 5'-VP может представлять собой 5'-E-VP, 5'-Z-VP 

или комбинацию таковых. 

В одном варианте осуществления В1 представляет собой 2'-OMe или 2'-F, n
1
 представляет собой 8, 

Т1 представляет собой 2'F, n
2
 представляет собой 3, В2 представляет собой 2'-ОМе, n

3
 представляет со-

бой 7, n
4
 представляет собой 0, В3 представляет собой 2'-ОМе, n

5
 представляет собой 3, В1' представляет 

собой 2'-OMe или 2'-F, q
1
 представляет собой 9, Т1' представляет собой 2'-F, q

2
 представляет собой 1, В2' 

представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
3
 представляет собой 4, q

4
 представляет собой 0, В3' представляет 

собой 2'-ОМе или 2'-F, q
5
 представляет собой 7, Т3' представляет собой 2'-F, q

6
 представляет собой 1, В4' 

представляет собой 2'-F, и q
7
 представляет собой 1; с двумя модификациями тиофосфатной межнуклео-

тидной связи в положениях 1-5 смысловой цепи (считая от 5'-конца смысловой цепи), а также двумя мо-

дификациями тиофосфатной межнуклеотидной связи в положениях 1 и 2 и двумя модификациями тио-

фосфатной межнуклеотидной связи в положениях 18-23 антисмысловой цепи (считая от 5'-конца анти-

смысловой цепи). РНКи агент также содержит 5'- PS2. 

В одном варианте осуществления В1 представляет собой 2'-OMe или 2'-F, n
1
 представляет собой 8, 

Т1 представляет собой 2'F, n
2
 представляет собой 3, В2 представляет собой 2'-ОМе, n

3
 представляет со-

бой 7, n
4
 представляет собой 0, В3 представляет собой 2'-ОМе, n

5
 представляет собой 3, В1' представляет 

собой 2'-OMe или 2'-F, q
1
 представляет собой 9, Т1' представляет собой 2'-F, q

2
 представляет собой 1, В2' 

представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
3
 представляет собой 4, q

4
 представляет собой 0, В3' представляет 

собой 2'-ОМе или 2'-F, q
5
 представляет собой 7, Т3' представляет собой 2'-F, q

6
 представляет собой 1, В4' 

представляет собой 2'-F, и q
7
 представляет собой 1; с двумя модификациями тиофосфатной межнуклео-

тидной связи в положениях 1-5 смысловой цепи (считая от 5'-конца смысловой цепи) и двумя модифика-

циями тиофосфатной межнуклеотидной связи в положениях 1 и 2 и две модификации фосфоротиоатных 

межнуклеотидных связей в положениях 18-23 антисмысловой цепи (считая с 5'-конца антисмысловой 

цепи). РНКи агент также содержит 5'-дезокси-5'-С-малонил. 

В одном варианте осуществления В1 представляет собой 2'-OMe или 2'-F, n
1
 представляет собой 8, 

Т1 представляет собой 2'F, n
2
 представляет собой 3, В2 представляет собой 2'-ОМе, n

3
 представляет со-

бой 7, n
4
 представляет собой 0, В3 представляет собой 2'-ОМе, n

5
 представляет собой 3, В1' представляет 

собой 2'-OMe или 2'-F, q
1
 представляет собой 9, Т1' представляет собой 2'-F, q

2
 представляет собой 1, В2' 

представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
3
 представляет собой 4, Т2' представляет собой 2'-F, q

4
 представля-

ет собой 2, В3' представляет собой 2'-OMe или 2'-F, q
5
 представляет собой 5, Т3' представляет собой 2'-F, 

q
6
 представляет собой 1, В4' представляет собой 2'-OMe, и q

7
 равно 1; с двумя модификациями тиофос-

фатной межнуклеотидной связи в положениях 1-5 смысловой цепи (считая от 5'-конца смысловой цепи), 

а также двумя модификациями тиофосфатной межнуклеотидной связи в положениях 1 и 2 и двумя мо-

дификациями тиофосфатной межнуклеотидной связи в положениях 18-23 антисмысловой цепи (считая 

от 5'-конца антисмысловой цепи). РНКи агент также содержит 5'-Р и нацеливающий лиганд. В одном 

варианте осуществления 5'-Р находится на 5'-конце антисмысловой цепи, а нацеливающий лиганд нахо-

дится на 3'-конце смысловой цепи. 

В одном варианте осуществления В1 представляет собой 2'-OMe или 2'-F, n
1
 представляет собой 8, 

Т1 представляет собой 2'F, n
2
 представляет собой 3, В2 представляет собой 2'-OMe, n

3
 представляет со-

бой 7, n
4
 представляет собой 0, В3 представляет собой 2'-ОМе, n

5
 представляет собой 3, В1' представляет 

собой 2'-OMe или 2'-F, q
1
 представляет собой 9, Т1' представляет собой 2'-F, q

2
 представляет собой 1, В2' 

представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
3
 представляет собой 4, Т2' представляет собой 2'-F, q

4
 представля-

ет собой 2, В3' представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
5
 представляет собой 5, Т3' представляет собой 2'-F, 

q
6
 представляет собой 1, В4' представляет собой 2'-ОМе, и q

7
 равно 1; с двумя модификациями тиофос-

фатной межнуклеотидной связи в положениях 1-5 смысловой цепи (считая от 5'-конца смысловой цепи), 

а также двумя модификациями тиофосфатной межнуклеотидной связи в положениях 1 и 2 и двумя мо-

дификациями тиофосфатной межнуклеотидной связи в положениях 18-23 антисмысловой цепи (считая 

от 5'-конца антисмысловой цепи). РНКи агент также содержит 5'-PS и нацеливающий лиганд. В одном 

варианте осуществления 5'-PS находится на 5'-конце антисмысловой цепи, а нацеливающий лиганд нахо-

дится на 3'-конце смысловой цепи. 

В одном варианте осуществления В1 представляет собой 2'-OMe или 2'-F, n
1
 представляет собой 8, 

Т1 представляет собой 2'F, n
2
 представляет собой 3, В2 представляет собой 2'-ОМе, n

3
 представляет со-

бой 7, n
4
 представляет собой 0, В3 представляет собой 2'-ОМе, n

5
 представляет собой 3, В1' представляет 
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собой 2'-OMe или 2'-F, q
1
 представляет собой 9, Т1' представляет собой 2'-F, q

2
 представляет собой 1, В2' 

представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
3
 представляет собой 4, Т2' представляет собой 2'-F, q

4
 представля-

ет собой 2, В3' представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
5
 представляет собой 5, Т3' представляет собой 2'-F, 

q
6
 представляет собой 1, В4' представляет собой 2'-ОМе, и q

7
 равно 1; с двумя модификациями тиофос-

фатной межнуклеотидной связи в положениях 1-5 смысловой цепи (считая от 5'-конца смысловой цепи), 

а также двумя модификациями тиофосфатной межнуклеотидной связи в положениях 1 и 2 и двумя мо-

дификациями тиофосфатной межнуклеотидной связи в положениях 18-23 антисмысловой цепи (считая 

от 5'-конца антисмысловой цепи). РНКи агент также содержит 5'-VP (например, 5'-E-VP, 5'-Z-VP или 

комбинацию таковых) и нацеливающий лиганд. 

В одном варианте осуществления 5' -VP находится на 5' -конце антисмысловой цепи, а нацеливаю-

щий лиганд находится на 3'-конце смысловой цепи. 

В одном варианте осуществления В1 представляет собой 2'-OMe или 2'-F, n
1
 представляет собой 8, 

Т1 представляет собой 2'F, n
2
 представляет собой 3, В2 представляет собой 2'-OMe, n

3
 представляет со-

бой 7, n
4
 представляет собой 0, В3 представляет собой 2'-ОМе, n

5
 представляет собой 3, В1' представляет 

собой 2'-OMe или 2'-F, q
1
 представляет собой 9, Т1' представляет собой 2'-F, q

2
 представляет собой 1, В2' 

представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
3
 представляет собой 4, Т2' представляет собой 2'-F, q

4
 представля-

ет собой 2, В3' представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
5
 представляет собой 5, Т3' представляет собой 2'-F, 

q
6
 представляет собой 1, В4' представляет собой 2'-ОМе, и q

7
 равно 1; с двумя модификациями тиофос-

фатной межнуклеотидной связи в положениях 1-5 смысловой цепи (считая от 5'-конца смысловой цепи), 

а также двумя модификациями тиофосфатной межнуклеотидной связи в положениях 1 и 2 и двумя мо-

дификациями тиофосфатной межнуклеотидной связи в положениях 18-23 антисмысловой цепи (считая 

от 5'-конца антисмысловой цепи). РНКи агент также содержит 5'-PS2 и нацеливающий лиганд. В одном 

варианте осуществления 5'-PS2 находится на 5'-конце антисмысловой цепи, а нацеливающий лиганд на-

ходится на 3'-конце смысловой цепи. 

В одном варианте осуществления В1 представляет собой 2'-OMe или 2'-F, n
1
 представляет собой 8, 

Т1 представляет собой 2'F, n
2
 представляет собой 3, В2 представляет собой 2'-ОМе, n

3
 представляет со-

бой 7, n
4
 представляет собой 0, В3 представляет собой 2'-ОМе, n

5
 представляет собой 3, В1' представляет 

собой 2'-OMe или 2'-F, q
1
 представляет собой 9, Т1' представляет собой 2'-F, q

2
 представляет собой 1, В2' 

представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
3
 представляет собой 4, Т2' представляет собой 2'-F, q

4
 представля-

ет собой 2, В3' представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
5
 представляет собой 5, Т3' представляет собой 2'-F, 

q
6
 представляет собой 1, В4' представляет собой 2'-ОМе, и q

7
 равно 1; с двумя модификациями тиофос-

фатной межнуклеотидной связи в положениях 1-5 смысловой цепи (считая от 5'-конца смысловой цепи), 

а также двумя модификациями тиофосфатной межнуклеотидной связи в положениях 1 и 2 и двумя мо-

дификациями тиофосфатной межнуклеотидной связи в положениях 18-23 антисмысловой цепи (считая 

от 5'-конца антисмысловой цепи). РНКи агент также содержит 5'-дезокси-5'-С-малонил и нацеливающий 

лиганд. В одном варианте осуществления 5'-дезокси-5'-С-малонил находится на 5'-конце антисмысловой 

цепи, а нацеливающий лиганд находится на 3'-конце смысловой цепи. 

В одном варианте осуществления В1 представляет собой 2'-OMe или 2'-F, n
1
 представляет собой 8, 

Т1 представляет собой 2'F, n
2
 представляет собой 3, В2 представляет собой 2'-ОМе, n

3
 представляет со-

бой 7, n
4
 представляет собой 0, В3 представляет собой 2'-ОМе, n

5
 представляет собой 3, В1' представляет 

собой 2'-OMe или 2'-F, q
1
 представляет собой 9, Т1' представляет собой 2'-F, q

2
 представляет собой 1, В2' 

представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
3
 представляет собой 4, q

4
 представляет собой 0, В3' представляет 

собой 2'-ОМе или 2'-F, q
5
 представляет собой 7, Т3' представляет собой 2'-F, q

6
 представляет собой 1, В4' 

представляет собой 2'-OMe, и q
7
 представляет собой 1; с двумя модификациями фосфоротиоатных меж-

нуклеотидных связей в положениях 1-5 смысловой цепи (считая с 5'-конца) и двумя модификациями 

фосфоротиоатных межнуклеотидных связей в положениях 1 и 2 и двумя модификациями фосфоротиоат-

ных межнуклеотидных связей в положениях 18-23 антисмысловой цепи цепь (считая с 5'-конца). РНКи 

агент также содержит 5'-Р и нацеливающий лиганд. В одном варианте осуществления 5'-Р находится на 

5'-конце антисмысловой цепи, а нацеливающий лиганд находится на 3'-конце смысловой цепи. 

В одном варианте осуществления В1 представляет собой 2'-OMe или 2'-F, n
1
 представляет собой 8, 

Т1 представляет собой 2'F, n
2
 представляет собой 3, В2 представляет собой 2'-OMe, n

3
 представляет со-

бой 7, n
4
 представляет собой 0, В3 представляет собой 2'-ОМе, n

5
 представляет собой 3, В1' представляет 

собой 2'-OMe или 2'-F, q
1
 представляет собой 9, Т1' представляет собой 2'-F, q

2
 представляет собой 1, В2' 

представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
3
 представляет собой 4, q

4
 представляет собой 0, В3' представляет 

собой 2'-ОМе или 2'-F, q
5
 представляет собой 7, Т3' представляет собой 2'-F, q

6
 представляет собой 1, В4' 

представляет собой 2'-ОМе, и q
7
 представляет собой 1; с двумя модификациями фосфоротиоатных меж-

нуклеотидных связей в положениях 1-5 смысловой цепи (считая с 5'-конца) и двумя модификациями 

фосфоротиоатных межнуклеотидных связей в положениях 1 и 2 и двумя модификациями фосфоротиоат-

ных межнуклеотидных связей в положениях 18-23 антисмысловой цепи цепь (считая с 5'-конца). РНКи 

агент также содержит 5'-PS и нацеливающий лиганд. В одном варианте осуществления 5'-PS находится 

на 5'-конце антисмысловой цепи, а нацеливающий лиганд находится на 3'-конце смысловой цепи. 

В одном варианте осуществления В1 представляет собой 2'-OMe или 2'-F, n
1
 представляет собой 8, 
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Т1 представляет собой 2'F, n
2
 представляет собой 3, В2 представляет собой 2'-ОМе, n

3
 представляет со-

бой 7, n
4
 представляет собой 0, В3 представляет собой 2'-ОМе, n

5
 представляет собой 3, В1' представляет 

собой 2'-OMe или 2'-F, q
1
 представляет собой 9, Т1' представляет собой 2'-F, q

2
 представляет собой 1, В2' 

представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
3
 представляет собой 4, q

4
 представляет собой 0, В3' представляет 

собой 2'-ОМе или 2'-F, q
5
 представляет собой 7, Т3' представляет собой 2'-F, q

6
 представляет собой 1, В4' 

представляет собой 2'-ОМе, и q
7
 представляет собой 1; с двумя модификациями фосфоротиоатных меж-

нуклеотидных связей в положениях 1-5 смысловой цепи (считая с 5'-конца) и двумя модификациями 

фосфоротиоатных межнуклеотидных связей в положениях 1 и 2 и двумя модификациями фосфоротиоат-

ных межнуклеотидных связей в положениях 18-23 антисмысловой цепи цепь (считая с 5'-конца). РНКи 

агент также содержит 5'-VP (например, 5'-E-VP, 5'-Z-VP или комбинацию таковых) и нацеливающий ли-

ганд. В одном варианте осуществления 5'-VP находится на 5'-конце антисмысловой цепи, а нацеливаю-

щий лиганд находится на 3'-конце смысловой цепи. 

В одном варианте осуществления В1 представляет собой 2'-OMe или 2'-F, n
1
 представляет собой 8, 

Т1 представляет собой 2'F, n
2
 представляет собой 3, В2 представляет собой 2'-ОМе, n

3
 представляет со-

бой 7, n
4
 представляет собой 0, В3 представляет собой 2'-ОМе, n

5
 представляет собой 3, В1' представляет 

собой 2'-OMe или 2'-F, q
1
 представляет 

собой 9, Т1' представляет собой 2'-F, q
2
 представляет собой 1, В2' представляет собой 2'-ОМе или 2'-

F, q
3
 представляет собой 4, q

4
 представляет собой 0, В3' представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q

5
 представ-

ляет собой 7, Т3' представляет собой 2'-F, q
6
 представляет собой 1, В4' представляет собой 2'-ОМе, и q

7
 

представляет собой 1; с двумя модификациями фосфоротиоатных межнуклеотидных связей в положени-

ях 1-5 смысловой цепи (считая с 5'-конца) и двумя модификациями фосфоротиоатных межнуклеотидных 

связей в положениях 1 и 2 и двумя модификациями фосфоротиоатных межнуклеотидных связей в поло-

жениях 18-23 антисмысловой цепи цепь (считая с 5'-конца). РНКи агент также содержит 5'- PS2 и наце-

ливающий лиганд. В одном варианте осуществления 5'-PS2 находится на 5'-конце антисмысловой цепи, а 

нацеливающий лиганд находится на 3'-конце смысловой цепи. 

В одном варианте осуществления В1 представляет собой 2'-OMe или 2'-F, n
1
 представляет собой 8, 

Т1 представляет собой 2'F, n
2
 представляет собой 3, В2 представляет собой 2'-ОМе, n

3
 представляет со-

бой 7, n
4
 представляет собой 0, В3 представляет собой 2'-ОМе, n

5
 представляет собой 3, В1' представляет 

собой 2'-OMe или 2'-F, q
1
 представляет собой 9, Т1' представляет собой 2'-F, q

2
 представляет собой 1, В2' 

представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
3
 представляет собой 4, q

4
 представляет собой 0, В3' представляет 

собой 2'-ОМе или 2'-F, q
5
 представляет собой 7, Т3' представляет собой 2'-F, q

6
 представляет собой 1, В4' 

представляет собой 2'-ОМе, и q
7
 представляет собой 1; с двумя модификациями фосфоротиоатных меж-

нуклеотидных связей в положениях 1-5 смысловой цепи (считая с 5'-конца) и двумя модификациями 

фосфоротиоатных межнуклеотидных связей в положениях 1 и 2 и двумя модификациями фосфоротиоат-

ных межнуклеотидных связей в положениях 18-23 антисмысловой цепи цепь (считая с 5'-конца). РНКи 

агент также содержит 5'-дезокси-5'-С-малонил и нацеливающий лиганд. В одном варианте осуществле-

ния 5'-дезокси-5'-С-малонил находится на 5'-конце антисмысловой цепи, а нацеливающий лиганд нахо-

дится на 3'-конце смысловой цепи. 

В одном варианте осуществления В1 представляет собой 2'-OMe или 2'-F, n
1
 представляет собой 8, 

Т1 представляет собой 2'F, n
2
 представляет собой 3, В2 представляет собой 2'-ОМе, n

3
 представляет со-

бой 7, n
4
 представляет собой 0, В3 представляет собой 2'-ОМе, n

5
 представляет собой 3, В1' представляет 

собой 2'-OMe или 2'-F, q
1
 представляет собой 9, Т1' представляет собой 2'-F, q

2
 представляет собой 1, В2' 

представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
3
 представляет собой 4, Т2' представляет собой 2'-F, q

4
 представля-

ет собой 2, В3' представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
5
 представляет собой 5, Т3' представляет собой 2'-F, 

q
6
 представляет собой 1, В4' представляет собой 2'-F, и q

7
 равно 1; с двумя модификациями тиофосфат-

ной межнуклеотидной связи в положениях 1-5 смысловой цепи (считая от 5'-конца смысловой цепи), а 

также двумя модификациями тиофосфатной межнуклеотидной связи в положениях 1 и 2 и двумя моди-

фикациями тиофосфатной межнуклеотидной связи в положениях 18-23 антисмысловой цепи (считая от 

5'-конца антисмысловой цепи). РНКи агент также содержит 5'-Р и нацеливающий лиганд. Я не В одном 

варианте осуществления 5'-Р находится на 5'-конце антисмысловой цепи, а нацеливающий лиганд нахо-

дится на 3'-конце смысловой цепи. 

В одном варианте осуществления В1 представляет собой 2'-OMe или 2'-F, n
1
 представляет собой 8, 

Т1 представляет собой 2'F, n
2
 представляет собой 3, В2 представляет собой 2'-OMe, n

3
 представляет со-

бой 7, n
4
 представляет собой 0, В3 представляет собой 2'-ОМе, n

5
 представляет собой 3, В1' представляет 

собой 2'-OMe или 2'-F, q
1
 представляет собой 9, Т1' представляет собой 2'-F, q

2
 представляет собой 1, В2' 

представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
3
 представляет собой 4, Т2' представляет собой 2'-F, q

4
 представля-

ет собой 2, В3' представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
5
 представляет собой 5, Т3' представляет собой 2'-F, 

q
6
 представляет собой 1, В4' представляет собой 2'-F, и q

7
 равно 1; с двумя модификациями тиофосфат-

ной межнуклеотидной связи в положениях 1-5 смысловой цепи (считая от 5'-конца смысловой цепи), а 

также двумя модификациями тиофосфатной межнуклеотидной связи в положениях 1 и 2 и двумя моди-

фикациями тиофосфатной межнуклеотидной связи в положениях 18-23 антисмысловой цепи (считая от 

5'-конца антисмысловой цепи). РНКи агент также содержит 5'-PS и нацеливающий лиганд. В одном ва-
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рианте осуществления 5'-PS находится на 5'-конце антисмысловой цепи, а нацеливающий лиганд нахо-

дится на 3'-конце смысловой цепи. 

В одном варианте осуществления В1 представляет собой 2'-OMe или 2'-F, n
1
 представляет собой 8, 

Т1 представляет собой 2'F, n
2
 представляет собой 3, В2 представляет собой 2'-ОМе, n

3
 представляет со-

бой 7, n
4
 представляет собой 0, В3 представляет собой 2'-ОМе, n

5
 представляет собой 3, В1' представляет 

собой 2'-OMe или 2'-F, q
1
 представляет собой 9, Т1' представляет собой 2'-F, q

2
 представляет собой 1, В2' 

представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
3
 представляет собой 4, Т2' представляет собой 2'-F, q

4
 представля-

ет собой 2, В3' представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
5
 представляет собой 5, Т3' представляет собой 2'-F, 

q
6
 представляет собой 1, В4' представляет собой 2'-F, и q

7
 равно 1; с двумя модификациями тиофосфат-

ной межнуклеотидной связи в положениях 1-5 смысловой цепи (считая от 5'-конца смысловой цепи), а 

также двумя модификациями тиофосфатной межнуклеотидной связи в положениях 1 и 2 и двумя моди-

фикациями тиофосфатной межнуклеотидной связи в положениях 18-23 антисмысловой цепи (считая от 

5'-конца антисмысловой цепи). РНКи агент также содержит 5'-VP (например, 5'-E-VP, 5'-Z-VP или ком-

бинацию таковых) и нацеливающий лиганд. В одном варианте осуществления 5'-VP находится на 5'-

конце антисмысловой цепи, а нацеливающий лиганд находится на 3'-конце смысловой цепи. 

В одном варианте осуществления В1 представляет собой 2'-OMe или 2'-F, n
1
 представляет собой 8, 

Т1 представляет собой 2'F, n
2
 представляет собой 3, В2 представляет собой 2'-ОМе, n

3
 представляет со-

бой 7, n
4
 представляет собой 0, В3 представляет собой 2'-ОМе, n

5
 представляет собой 3, В1' представляет 

собой 2'-OMe или 2'-F, q
1
 представляет собой 9, Т1' представляет собой 2'-F, q

2
 представляет собой 1, В2' 

представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
3
 представляет собой 4, Т2' представляет собой 2'-F, q

4
 представля-

ет собой 2, В3' представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
5
 представляет собой 5, Т3' представляет собой 2'-F, 

q
6
 представляет собой 1, В4' представляет собой 2'-F, и q

7
 равно 1; с двумя модификациями тиофосфат-

ной межнуклеотидной связи в положениях 1-5 смысловой цепи (считая от 5'-конца смысловой цепи), а 

также двумя модификациями тиофосфатной межнуклеотидной связи в положениях 1 и 2 и двумя моди-

фикациями тиофосфатной межнуклеотидной связи в положениях 18-23 антисмысловой цепи (считая от 

5'-конца антисмысловой цепи). РНКи агент также содержит 5'-PS2 и нацеливающий лиганд. В одном ва-

рианте осуществления 5'-PS2 находится на 5'-конце антисмысловой цепи, а нацеливающий лиганд нахо-

дится на 3'-конце смысловой цепи. 

В одном варианте осуществления В1 представляет собой 2'-OMe или 2'-F, n
1
 представляет собой 8, 

Т1 представляет собой 2'F, n
2
 представляет собой 3, В2 представляет собой 2'-OMe, n

3
 представляет со-

бой 7, n
4
 представляет собой 0, В3 представляет собой 2'-ОМе, n

5
 представляет собой 3, В1' представляет 

собой 2'-OMe или 2'-F, q
1
 представляет собой 9, Т1' представляет собой 2'-F, q

2
 представляет собой 1, В2' 

представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
3
 представляет собой 4, Т2' представляет собой 2'-F, q

4
 представля-

ет собой 2, В3' представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
5
 представляет собой 5, Т3' представляет собой 2'-F, 

q
6
 представляет собой 1, В4' представляет собой 2'-F, и q

7
 равно 1; с двумя модификациями тиофосфат-

ной межнуклеотидной связи в положениях 1-5 смысловой цепи (считая от 5'-конца смысловой цепи), а 

также двумя модификациями тиофосфатной межнуклеотидной связи в положениях 1 и 2 и двумя моди-

фикациями тиофосфатной межнуклеотидной связи в положениях 18-23 антисмысловой цепи (считая от 

5'-конца антисмысловой цепи). РНКи агент также содержит 5'-дезокси-5'-С-малонил и нацеливающий 

лиганд. В одном варианте осуществления 5'-дезокси-5'-С-малонил находится на 5'-конце антисмысловой 

цепи, а нацеливающий лиганд находится на 3'-конце смысловой цепи. 

В одном варианте осуществления В1 представляет собой 2'-OMe или 2'-F, n
1
 представляет собой 8, 

Т1 представляет собой 2'F, n
2
 представляет собой 3, В2 представляет собой 2'-ОМе, n

3
 представляет со-

бой 7, n
4
 представляет собой 0, В3 представляет собой 2'-ОМе, n

5
 представляет собой 3, В1' представляет 

собой 2'-OMe или 2'-F, q
1
 представляет собой 9, Т1' представляет собой 2'-F, q

2
 представляет собой 1, В2' 

представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
3
 представляет собой 4, q

4
 представляет собой 0, В3' представляет 

собой 2'-ОМе или 2'-F, q
5
 представляет собой 7, Т3' представляет собой 2'-F, q

6
 представляет собой 1, В4' 

представляет собой 2'-F, и q
7
 представляет собой 1; с двумя модификациями тиофосфатной межнуклео-

тидной связи в положениях 1-5 смысловой цепи (считая от 5'-конца смысловой цепи), а также двумя мо-

дификациями тиофосфатной межнуклеотидной связи в положениях 1 и 2 и двумя модификациями тио-

фосфатной межнуклеотидной связи в положениях 18-23 антисмысловой цепи (считая от 5'-конца анти-

смысловой цепи). РНКи агент также содержит 5'-Р и нацеливающий лиганд. В одном варианте осуществ-

ления 5'-Р находится на 5'-конце антисмысловой цепи, а нацеливающий лиганд находится на 3'-конце 

смысловой цепи. 

В одном варианте осуществления В1 представляет собой 2'-OMe или 2'-F, n
1
 представляет собой 8, 

Т1 представляет собой 2'F, n
2
 представляет собой 3, В2 представляет собой 2'-ОМе, n

3
 представляет со-

бой 7, n
4
 представляет собой 0, В3 представляет собой 2'-ОМе, n

5
 представляет собой 3, В1' представляет 

собой 2'-OMe или 2'-F, q
1
 представляет собой 9, Т1' представляет собой 2'-F, q

2
 представляет собой 1, В2' 

представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
3
 представляет собой 4, q

4
 представляет собой 0, В3' представляет 

собой 2'-ОМе или 2'-F, q
5
 представляет собой 7, Т3' представляет собой 2'-F, q

6
 представляет собой 1, В4' 

представляет собой 2'-F, и q
7
 равно 1; с двумя модификациями тиофосфатной межнуклеотидной связи в 

положениях 1-5 смысловой цепи (считая от 5'-конца смысловой цепи), а также двумя модификациями 
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тиофосфатной межнуклеотидной связи в положениях 1 и 2 и двумя модификациями тиофосфатной меж-

нуклеотидной связи в положениях 18-23 антисмысловой цепи (считая от 5'-конца антисмысловой цепи). 

РНКи агент также содержит 5'-PS и нацеливающий лиганд. В одном варианте осуществления 5'-PS нахо-

дится на 5'-конце антисмысловой цепи, а нацеливающий лиганд находится на 3'-конце смысловой цепи. 

В одном варианте осуществления В1 представляет собой 2'-OMe или 2'-F, n
1
 представляет собой 8, 

Т1 представляет собой 2'F, n
2
 представляет собой 3, В2 представляет собой 2'-ОМе, n

3
 представляет со-

бой 7, n
4
 представляет собой 0, В3 представляет собой 2'-ОМе, n

5
 представляет собой 3, В1' представляет 

собой 2'-OMe или 2'-F, q
1
 представляет собой 9, Т1' представляет собой 2'-F, q

2
 представляет собой 1, В2' 

представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
3
 представляет собой 4, q

4
 представляет собой 0, В3' представляет 

собой 2'-ОМе или 2'-F, q
5
 представляет собой 7, Т3' представляет собой 2'-F, q

6
 представляет собой 1, В4' 

представляет собой 2'-F, и q
7
 представляет собой 1; с двумя модификациями тиофосфатной межнуклео-

тидной связи в положениях 1-5 смысловой цепи (считая от 5'-конца смысловой цепи), а также двумя мо-

дификациями тиофосфатной межнуклеотидной связи в положениях 1 и 2 и двумя модификациями тио-

фосфатной межнуклеотидной связи в положениях 18-23 антисмысловой цепи (считая от 5'-конца анти-

смысловой цепи). РНКи агент также содержит 5'-VP (например, 5'-E-VP, 5'-Z-VP или комбинацию тако-

вых) и нацеливающий лиганд. В одном варианте осуществления 5'-VP находится на 5'-конце антисмы-

словой цепи, а нацеливающий лиганд находится на 3'-конце смысловой цепи. 

В одном варианте осуществления В1 представляет собой 2'-OMe или 2'-F, n
1
 представляет собой 8, 

Т1 представляет собой 2'F, n
2
 представляет собой 3, В2 представляет собой 2'-ОМе, n

3
 представляет со-

бой 7, n
4
 представляет собой 0, В3 представляет собой 2'-ОМе, n

5
 представляет собой 3, В1' представляет 

собой 2'-OMe или 2'-F, q
1
 представляет собой 9, Т1' представляет собой 2'-F, q

2
 представляет собой 1, В2' 

представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
3
 представляет собой 4, q

4
 представляет собой 0, В3' представляет 

собой 2'-ОМе или 2'-F, q
5
 представляет собой 7, Т3' представляет собой 2'-F, q

6
 представляет собой 1, В4' 

представляет собой 2'-F, и q
7
 представляет собой 1; с двумя модификациями тиофосфатной межнуклео-

тидной связи в положениях 1-5 смысловой цепи (считая от 5'-конца смысловой цепи), а также двумя мо-

дификациями тиофосфатной межнуклеотидной связи в положениях 1 и 2 и двумя модификациями тио-

фосфатной межнуклеотидной связи в положениях 18-23 антисмысловой цепи (считая от 5'-конца анти-

смысловой цепи). РНКи агент также содержит 5'- PS2 и нацеливающий лиганд. В одном варианте осуще-

ствления 5'-PS2 находится на 5'-конце антисмысловой цепи, а нацеливающий лиганд находится на 3'-

конце смысловой цепи. 

В одном варианте осуществления В1 представляет собой 2'-OMe или 2'-F, n
1
 представляет собой 8, 

Т1 представляет собой 2'F, n
2
 представляет собой 3, В2 представляет собой 2'-OMe, n

3
 представляет со-

бой 7, n
4
 представляет собой 0, В3 представляет собой 2'-ОМе, n

5
 представляет собой 3, В1' представляет 

собой 2'-OMe или 2'-F, q
1
 представляет собой 9, Т1' представляет собой 2'-F, q

2
 представляет собой 1, В2' 

представляет собой 2'-ОМе или 2'-F, q
3
 представляет собой 4, q

4
 представляет собой 0, В3' представляет 

собой 2'-ОМе или 2'-F, q
5
 представляет собой 7, Т3' представляет собой 2'-F, q

6
 представляет собой 1, В4' 

представляет собой 2'-F, и q
7
 представляет собой 1; с двумя модификациями тиофосфатной межнуклео-

тидной связи в положениях 1-5 смысловой цепи (считая от 5'-конца смысловой цепи), а также двумя мо-

дификациями тиофосфатной межнуклеотидной связи в положениях 1 и 2 и двумя модификациями тио-

фосфатной межнуклеотидной связи в положениях 18-23 антисмысловой цепи (считая от 5'-конца анти-

смысловой цепи). РНКи агент также содержит 5'-дезокси-5'-С-малонил и нацеливающий лиганд. В одном 

варианте осуществления 5'-дезокси-5'-С-малонил находится на 5'-конце антисмысловой цепи, а нацели-

вающий лиганд находится на 3'-конце смысловой цепи. 

В конкретном варианте осуществления агент РНК-интерференции по настоящему изобретению со-

держит: 

а) смысловую цепь, имеющую: 

(i) 21 нуклеотид в длину; 

(ii) лиганд ASGPR, присоединенный к 3'-концу, где указанный лиганд ASGPR содержит три произ-

водных GalNAc, присоединенных через трехвалентный разветвленный линкер; а также 

(iii) модификации 2'-F в положениях 1, 3, 5, 7, 9-11, 13, 17, 19 и 21 и модификации 2'-OMe в поло-

жениях 2, 4, 6, 8, 12, 14 до 16, 18 и 20 (считая с 5'-конца); 

а также 

(b) антисмысловую цепь, имеющую: 

(i) 23 нуклеотида в длину; 

(ii) модификации 2'-ОМе в положениях 1, 3, 5, 9, с 11 по 13, 15, 17, 19, 21 и 23 и модификации 2'F в 

положениях с 2, 4, 6 по 8, 10, 14, 16, 18, 20 и 22 (считая с 5'-конца); а также 

(iii) фосфоротиоатные межнуклеотидные связи между положениями нуклеотидов 21 и 22, а также 

между положениями нуклеотидов 22 и 23 (считая с 5'-конца); 

при этом агенты дсРНК имеют концевой выступ из двух нуклеотидов на 3'-конце антисмысловой 

цепи и тупой конец на 5'-конце антисмысловой цепи. 

В другом конкретном варианте осуществления агент РНК-интерференции по настоящему изобрете-

нию содержит: 
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а) смысловую цепь, имеющую: 

(i) 21 нуклеотид в длину; 

(ii) лиганд ASGPR, присоединенный к 3'-концу, где указанный лиганд ASGPR содержит три произ-

водных GalNAc, присоединенных через трехвалентный разветвленный линкер; 

(iii) модификации 2'-F в положениях 1, 3, 5, 7, 9-11, 13, 15, 17, 19 и 21 и модификации 2'-ОМе в по-

ложениях 2, 4, 6, 8, 12, 14, 16, 18 и 20 (считая с 5'-конца); а также 

(iv) фосфоротиоатные межнуклеотидные связи между положениями нуклеотидов 1 и 2, а также ме-

жду положениями нуклеотидов 2 и 3 (считая с 5'-конца); 

а также 

(b) антисмысловую цепь, имеющую: 

(i) 23 нуклеотида в длину; 

(ii) модификации 2'-ОМе в положениях 1, 3, 5, 7, 9, с 11 по 13, 15, 17, 19 и с 21 по 23 и модификации 

2'F в положениях 2, 4, 6, 8, 10, 14, 16, 18 и 20 (считая с 5'-конца); а также 

(iii) фосфоротиоатные межнуклеотидные связи между положениями нуклеотидов 1 и 2, между по-

ложениями нуклеотидов 2 и 3, между положениями нуклеотидов 21 и 22 и между положениями нуклео-

тидов 22 и 23 (считая с 5'-конца); 

при этом РНКи агенты имеют концевой выступ из двух нуклеотидов на 3'-конце антисмысловой 

цепи и тупой конец на 5' -конце антисмысловой цепи. 

В другом конкретном варианте осуществления агент РНК-интерференции по настоящему изобрете-

нию содержит: 

а) смысловую цепь, имеющую: 

(i) 21 нуклеотид в длину; 

(ii) лиганд ASGPR, присоединенный к 3'-концу, где указанный лиганд ASGPR содержит три произ-

водных GalNAc, присоединенных через трехвалентный разветвленный линкер; 

(iii) модификации 2'-ОМе в положениях с 1 по 6, 8, 10 и с 12 по 21, модификации 2'-F в положениях 

7 и 9 и дезоксинуклеотид (например, dT) в положении 11 (считая от 5'-конец); а также 

(iv) фосфоротиоатные межнуклеотидные связи между положениями нуклеотидов 1 и 2, а также ме-

жду положениями нуклеотидов 2 и 3 (считая с 5'-конца); 

а также 

(b) антисмысловую цепь, имеющая: 

(i) 23 нуклеотида в длину; 

(ii) модификации 2'-ОМе в положениях 1, 3, 7, 9, 11, 13, 15, 17 и с 19 по 23 и модификации 2'-F в 

положениях 2, 4 до 6, 8, 10, 12, 14, 16 и 18 (считая с 5'-конца); а также 

(iii) фосфоротиоатные межнуклеотидные связи между положениями нуклеотидов 1 и 2, между по-

ложениями нуклеотидов 2 и 3, между положениями нуклеотидов 21 и 22 и между положениями нуклео-

тидов 22 и 23 (считая с 5'-конца); 

при этом РНКи агенты имеют концевой выступ из двух нуклеотидов на 3'-конце антисмысловой 

цепи и тупой конец на 5' -конце антисмысловой цепи. 

В другом конкретном варианте осуществления агент РНК-интерференции по 

настоящему изобретению содержит: 

а) смысловую цепь, имеющую: 

(i) 21 нуклеотид в длину; 

(ii) лиганд ASGPR, присоединенный к 3'-концу, где указанный лиганд ASGPR содержит три произ-

водных GalNAc, присоединенных через трехвалентный разветвленный линкер; 

(iii) модификации 2'-ОМе в положениях с 1 по 6, 8, 10, 12, 14 и с 16 по 21 и модификации 2'-F в по-

ложениях 7, 9, 11, 13 и 15; а также 

(iv) фосфоротиоатные межнуклеотидные связи между положениями нуклеотидов 1 и 2, а также ме-

жду положениями нуклеотидов 2 и 3 (считая с 5'-конца); 

а также 

(b) антисмысловую цепь, имеющую: 

(i) 23 нуклеотида в длину; 

(ii) модификации 2'-ОМе в положениях 1, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19 и с 21 по 23 и модификации 2'-F в 

положениях со 2 по 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 и 20 (считая с 5'-конца); а также 

(iii) фосфоротиоатные межнуклеотидные связи между положениями нуклеотидов 1 и 2, между по-

ложениями нуклеотидов 2 и 3, между положениями нуклеотидов 21 и 22 и между положениями нуклео-

тидов 22 и 23 (считая с 5'-конца); 

при этом РНКи агенты имеют концевой выступ из двух нуклеотидов на 3'-конце антисмысловой 

цепи и тупой конец на 5' -конце антисмысловой цепи. 

В другом конкретном варианте осуществления РНКи агент по настоящему изобретению содержит: 

а) смысловую цепь, имеющую: 

(i) 21 нуклеотид в длину; 

(ii) лиганд ASGPR, присоединенный к 3'-концу, где указанный лиганд ASGPR содержит три произ-
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водных GalNAc, присоединенных через трехвалентный разветвленный линкер; 

(iii) модификации 2'-ОМе в положениях с 1 по 9 и с 12 по 21 и модификации 2'-F в положениях 10 и 

11; а также 

(iv) фосфоротиоатные межнуклеотидные связи между положениями нуклеотидов 1 и 2, а также ме-

жду положениями нуклеотидов 2 и 3 (считая с 5'-конца); 

а также 

(b) антисмысловую цепь, имеющую: 

(i) 23 нуклеотида в длину; 

(ii) модификации 2'-ОМе в положениях 1, 3, 5, 7, 9, с 11 по 13, 15, 17, 19 и с 21 по 23 и модификации 

2'-F в положениях 2, 4, 6, 8, 10, 14, 16, 18 и 20 (считая с 5'-конца); а также 

(iii) фосфоротиоатные межнуклеотидные связи между положениями нуклеотидов 1 и 2, между по-

ложениями нуклеотидов 2 и 3, между положениями нуклеотидов 21 и 22 и между положениями нуклео-

тидов 22 и 23 (считая с 5'-конца); 

при этом РНКи агенты имеют концевой выступ из двух нуклеотидов на 3'-конце антисмысловой 

цепи и тупой конец на 5'-конце антисмысловой цепи. 

В другом конкретном варианте осуществления РНКи агент по настоящему изобретению содержит: 

а) смысловую цепь, имеющую: 

(i) 21 нуклеотид в длину; 

(ii) лиганд ASGPR, присоединенный к 3'-концу, где указанный лиганд ASGPR содержит три произ-

водных GalNAc, присоединенных через трехвалентный разветвленный линкер; 

(iii) модификации 2'-F в положениях 1, 3, 5, 7, 9-11 и 13 и модификации 2'-OMe в положениях 2, 4, 

6, 8, 12 и 14-21; а также 

(iv) фосфоротиоатные межнуклеотидные связи между положениями нуклеотидов 1 и 2, а также ме-

жду положениями нуклеотидов 2 и 3 (считая с 5'-конца); 

а также 

(b) антисмысловую цепь, имеющую: 

(i) 23 нуклеотида в длину; 

(ii) модификации 2'-ОМе в положениях 1, 3, с 5 по 7, 9, с 11 по 13, 15, с 17 по 19 и с 21 по 23, а так-

же модификации 2'-F в положениях 2, 4, 8, 10., 14, 16 и 20 (считая с 5'-конца); а также 

(iii) фосфоротиоатные межнуклеотидные связи между положениями нуклеотидов 1 и 2, между по-

ложениями нуклеотидов 2 и 3, между положениями нуклеотидов 21 и 22 и между положениями нуклео-

тидов 22 и 23 (считая с 5'-конца); 

при этом РНКи агенты имеют концевой выступ из двух нуклеотидов на 3'-конце антисмысловой 

цепи и тупой конец на 5'-конце антисмысловой цепи. 

В другом конкретном варианте осуществления агент РНК-интерференции по настоящему изобрете-

нию содержит: 

а) смысловую цепь, имеющую: 

(i) 21 нуклеотид в длину; 

(ii) лиганд ASGPR, присоединенный к 3'-концу, где указанный лиганд ASGPR содержит три произ-

водных GalNAc, присоединенных через трехвалентный разветвленный линкер; 

(iii) модификации 2'-ОМе в положениях 1, 2, 4, 6, 8, 12, 14, 15, 17 и с 19 по 21 и модификации 2'-F в 

положениях 3, 5, 7, 9-11, 13, 16 и 18; а также 

(iv) фосфоротиоатные межнуклеотидные связи между положениями нуклеотидов 1 и 2, а также ме-

жду положениями нуклеотидов 2 и 3 (считая с 5'-конца); 

а также 

(b) антисмысловую цепь, имеющую: 

(i) 25 нуклеотидов в длину; 

(ii) модификации 2'-ОМе в положениях 1, 4, 6, 7, 9, с 11 по 13, 15, 17 и с 19 по 23, модификации 2'-F 

в положениях 2, 3, 5, 8, 10, 14, 16 и 18, и дезоксинуклеотиды (например, dT) в положениях 24 и 25 (счи-

тая с 5'-конца); а также 

(iii) фосфоротиоатные межнуклеотидные связи между положениями нуклеотидов 1 и 2, между по-

ложениями нуклеотидов 2 и 3, между положениями нуклеотидов 21 и 22 и между положениями нуклео-

тидов 22 и 23 (считая с 5'-конца); 

при этом РНКи агенты имеют концевой выступ из четырех нуклеотидов на 3'-конце антисмысловой 

цепи и тупой конец на 5'-конце антисмысловой цепи. 

В другом конкретном варианте осуществления агент РНК-интерференции по настоящему изобрете-

нию содержит: 

а) смысловую цепь, имеющую: 

(i) 21 нуклеотид в длину; 

(ii) лиганд ASGPR, присоединенный к 3'-концу, где указанный лиганд ASGPR содержит три произ-

водных GalNAc, присоединенных через трехвалентный разветвленный линкер; 

(iii) модификации 2'-ОМе в положениях с 1 по 6, 8 и с 12 по 21 и модификации 2'-F в положениях 
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7ис9 по 11;а также 

(iv) фосфоротиоатные межнуклеотидные связи между положениями нуклеотидов 1 и 2, а также ме-

жду положениями нуклеотидов 2 и 3 (считая с 5'-конца); 

а также 

(b) антисмысловую цепь, имеющую: 

(i) 23 нуклеотида в длину; 

(ii) модификации 2'-ОМе в положениях 1, с 3 по 5, 7, 8, с 10 по 13, 15 и с 17 по 23 и модификации 2'-

F в положениях 2, 6, 9, 14 и 16 (считая с 5' конца); а также 

(iii) фосфоротиоатные межнуклеотидные связи между положениями нуклеотидов 1 и 2, между по-

ложениями нуклеотидов 2 и 3, между положениями нуклеотидов 21 и 22 и между положениями нуклео-

тидов 22 и 23 (считая с 5'-конца); 

при этом РНКи агенты имеют концевой выступ из двух нуклеотидов на 3'-конце антисмысловой 

цепи и тупой конец на 5'-конце антисмысловой цепи. 

В другом конкретном варианте осуществления агент РНК-интерференции по настоящему изобрете-

нию содержит: 

а) смысловую цепь, имеющую: 

(i) 21 нуклеотид в длину; 

(ii) лиганд ASGPR, присоединенный к 3'-концу, где указанный лиганд ASGPR содержит три произ-

водных GalNAc, присоединенных через трехвалентный разветвленный линкер; 

(iii) модификации 2'-ОМе в положениях с 1 по 6, 8 и с 12 по 21 и модификации 2'-F в положениях 

7ис9 по 11; а также 

(iv) фосфоротиоатные межнуклеотидные связи между положениями нуклеотидов 1 и 2, а также ме-

жду положениями нуклеотидов 2 и 3 (считая с 5'-конца); 

а также 

(b) антисмысловую цепь, имеющую: 

(i) 23 нуклеотида в длину; 

(ii) модификации 2'-OMe в положениях 1, с 3 по 5, 7, с 10 по 13, 15 и с 17 по 23 и модификации 2'-F 

в положениях 2, 6, 8, 9, 14 и 16 (считая с 5' конца); а также 

(iii) фосфоротиоатные межнуклеотидные связи между положениями нуклеотидов 1 и 2, между по-

ложениями нуклеотидов 2 и 3, между положениями нуклеотидов 21 и 22 и между положениями нуклео-

тидов 22 и 23 (считая с 5'-конца); 

при этом РНКи агенты имеют концевой выступ из двух нуклеотидов на 3'-конце антисмысловой 

цепи и тупой конец на 5'-конце антисмысловой цепи. 

В другом конкретном варианте осуществления агент РНК-интерференции по настоящему изобрете-

нию содержит: 

а) смысловую цепь, имеющую: 

(i) 19 нуклеотидов в длину; 

(ii) лиганд ASGPR, присоединенный к 3'-концу, где указанный лиганд ASGPR содержит три произ-

водных GalNAc, присоединенных через трехвалентный разветвленный линкер; 

(iii) модификации 2'-ОМе в положениях с1 по 4, 6 и с 10 по 19и модификации 2'-F в положениях 5 и 

с 7 по 9; а также 

(iv) фосфоротиоатные межнуклеотидные связи между нуклеотидами в положениях 1 и 2 и между 

нуклеотидами в положениях варианты 2 и 3 (считая с 5'-конца); 

а также 

(b) антисмысловую цепь, имеющую: 

(i) 21 нуклеотид в длину; 

(ii) модификации 2'-ОМе в положениях 1, с 3 по 5, 7, с 10 по 13, 15 и с 17 по 21 и модификации 2'-F 

в положениях 2, 6, 8, 9, 14 и 16 (считая с 5' конца); а также 

(iii) фосфоротиоатные межнуклеотидные связи между положениями нуклеотидов 1 и 2, между по-

ложениями нуклеотидов 2 и 3, между положениями нуклеотидов 19 и 20 и между положениями нуклео-

тидов 20 и 21 (считая с 5'-конца); 

при этом РНКи агенты имеют концевой выступ из двух нуклеотидов на 3'-конце антисмысловой 

цепи и тупой конец на 5'-конце антисмысловой цепи. 

В некоторых вариантах осуществления иРНК для применения в способах по изобретению пред-

ставляет собой агент, выбранный из агентов, перечисленных в любой из таблиц 2-11, 21, 24, 27, 30, 32, 

33, 36, 37, 49 или 50. Эти агенты могут дополнительно содержать лиганд. 

III. иРНК, конъюгированные с лигандами. 

Другая модификация РНК, принадлежащей к иРНК по изобретению, включает химическое связы-

вание с иРНК одного или более лигандов, фрагментов или конъюгатов, усиливающих активность, кле-

точное распределение или клеточное поглощение иРНК, например, перенос в клетку. Такие фрагменты 

включают, без ограничения таковыми, липидные фрагменты, такие как холестериновый фрагмент 

(Letsinger et al., Proc. Natl. Acid. Sci. USA, 1989, 86: 6553-6556). В других вариантах лигандом является 
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холевая кислота (Manoharan et al., Biorg. Med. Chem. Let., 1994, 4:1053-1060), тиоэфир, например, берил-

S-тритилтиол (Manoharan et al, Ann N.Y.AcadSci., 1992, 660:306-309; Manoharan et al, 

Biorg.Med.Chem.Let., 1993, 3:2765-2770), тиохолестерол (Oberhauser et al., Nucl. Acids Res. ., 1992, 20:533-

538), алифатическая цепь, например, додекандиол или ундецильные 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), фосфолипид, например, ди-гексадецил-рац-глицерин или триэтиламмоний 1,2-ди-О-

гексадецил-рац-глицеро-3-фосфонат (Manoharan et al., Tetrahedron Lett, 1995, 36:3651-3654; Shea et al, 

Nucl. Acids Res., 1990, 18:3777-3783), полиаминовые или полиэтиленгликолевые цепи (Manoharan et al., 

Nucleosides & Nucleotides, 1995, 14:969-973) или адамантануксусная кислота (Manoharan et al., Tetrahe-

dron Lett., 1995, 36:3651-3654), пальмитильновая составляющая (Mishra et al., Biochim. Biophys. Acta, 

1995, 1264:229-237), или октадециламиновая или гексиламинокарбонилоксихолестериновая составляю-

щая (Crooke et al., J. Pharmacol. Exp. Then, 1996, 277:923-937). 

В некоторых вариантах осуществления лиганд изменяет распределение, нацеливание или продол-

жительность жизни иРНК агента, в который он включен. В предпочтительных вариантах осуществления 

лиганд обеспечивает повышенную аффинность к выбранной мишени, например молекуле, клетке или 

типу клеток, компартменту, например клеточному или органному компартменту, ткани, органу или об-

ласти тела, например, по сравнению с агентами, к которых отсутствует такой лиганд. Предпочтительные 

лиганды не участвуют в спаривании дуплексов в дуплексной нуклеиновой кислоте. 

Лиганды могут включать природное вещество, такое как белок (например, человеческий сыворо-

точный альбумин (HSA), липопротеин низкой плотности (LDL) или глобулин); углевод (например, дек-

стран, пуллулан, хитин, хитозан, инулин, циклодекстрин, N-ацетилглюкозамин, N-ацетилгалактозамин 

или гиалуроновую кислоту); или липид. Лиганд также может быть рекомбинантной или синтетической 

молекулой, такой как синтетический полимер, например, синтетическая полиаминокислота. Примеры 

полиаминокислот включают полиаминокислоту, представляющую собой полилизин (PLL), поли-L-

аспарагиновую кислоту, поли-L-глутаминовую кислоту, сополимер стирола и малеинового ангидрида, 

сополимер поли(L-лактида и гликоля), сополимер дивинилового эфира и малеинового ангидрида, сопо-

лимер N-(2-гидроксипропил)метакриламида (НМРА), полиэтиленгликоль (PEG), поливиниловый спирт 

(PVA), полиуретан, поли(2-этилакриловую кислоту), полимеры N-изопропилакриламида или полифосфа-

зин. Примеры полиаминов включают: полиэтиленимин, полилизин (PLL), спермин, спермидин, поли-

амин, псевдопептид-полиамин, пептидомиметический полиамин, дендримерный полиамин, аргинин, 

амидин, протамин, катионный липид, катионный порфирин, четвертичную соль полиамина или альфа-

спиральный пептид. 

Лиганды также могут включать группы направленного действия, например агент, направленный на 

клетку или ткань, например лектин, гликопротеин, липид или белок, например антитело, которое связы-

вается с определенным типом клеток, таким как клетка почки. Целевая группа может представлять собой 

тиротропин, меланотропин, лектин, гликопротеин, поверхностно-активный белок А, углевод муцина, 

поливалентную лактозу, поливалентную галактозу, N-ацетилгалактозамин, поливалентную N-ацетил-

глюкозамин маннозу, поливалентную фукозу, гликозилированные полиаминокислоты, поливалентную 

галактозу, трансферрин, бисфосфонат, полиглутамат, полиаспартат, липид, холестерин, стероид, желч-

ную кислоту, фолат, витамин В12, витамин А, биотин или пептид RGD или миметик пептида RGD. В 

некоторых вариантах осуществления лиганд представляет собой поливалентную галактозу, например N-

ацетилгалактозамин. 

Другие примеры лигандов включают красители, т.е. интеркалирующие агенты (например, акриди-

ны), сшивающие агенты (например, псорален, митомицин С), порфирины (ТРРС4, тексафирин, сапфи-

рин), полициклические ароматические углеводороды (например, феназин, дигидрофеназин), искусствен-

ные эндонуклеазы (например, EDTA), липофильные молекулы, такие как, холестерин, холевая кислота, 

адамантануксусная кислота, 1-пиренмасляная кислота, дигидротестостерон, 1,3-бис-О(гексадецил)гли-

церин, геранилоксигексильная группа, гексадецилглицерин, борнеол, ментол, 1,3-пропандиол, гептаде-

цил-группа, пальмитиновая кислота, миристиновая кислота, О3-(олеоил)литохолевая кислота, О3-

(олеоил)холеновая кислота, диметокситритил или феноксазин) и конъюгаты пептидов (например, пептид 

антеннопедии, пептид Tat), алкилирующие агенты, фосфат, амино, меркапто, PEG (например, PEG-40K), 

MPEG, [MPEG]2, полиамино, алкил, замещенный алкил, маркеры с радиоактивной меткой, ферменты, 

гаптены (например, биотин), облегчающие транспорт/всасывание (например, аспирин, витамин Е, фо-

лиевая кислота), синтетические рибонуклеазы (например, имидазол, бисимидазол, гистамин, кластеры 

имидазола, кридин-имидазольные конъюгаты, Eu3+-комплексы тетраазамакроциклов), динитрофенил, 

HRP или АР. 

Лиганды могут быть белками, например гликопротеинами, или пептидами, например молекулами, 

обладающими специфическим сродством к ко-лиганду, или антителами, например антителом, которое 

связывается с определенным типом клеток, таким как клетка печени. Лиганды могут также включать 

гормоны и гормональные рецепторы. Они также могут включать непептидные соединения, такие как 

липиды, лектины, углеводы, витамины, кофакторы, поливалентную лактозу, поливалентную галактозу, 

N-ацетилгалактозамин, N-ацетилглюкозамин, поливалентную маннозу или поливалентную фукозу. Ли-
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ганд может представлять собой, например, липополисахарид, активатор киназы р38 MAP или активатор 

NF-κB. 

Лиганд может быть веществом, например лекарственным средством, которое может увеличить по-

глощение иРНК агента клеткой, например, путем разрушения цитоскелета клетки, например, путем раз-

рушения клеточных микротрубочек, микрофиламентов или промежуточных филаментов. Лекарственным 

средством может быть, например, таксол, винкристин, винбластин, цитохалазин, нокодазол, джаплаки-

нолид, латрункулин А, фаллоидин, свинголид А, инданоцин или миосервин. 

В некоторых вариантах осуществления лиганд, присоединенный к иРНК, как описано в настоящем 

изобретении, действует как фармакокинетический модулятор (модулятор фармакокинетики, ФК). Моду-

ляторы ФК включают липофилы, желчные кислоты, стероиды, аналоги фосфолипидов, пептиды, агенты, 

связывающие белки, ПЭГ, витамины и т.д. Примеры модуляторов ФК включают, без ограничения тако-

выми, холестерин, жирные кислоты, холевую кислоту, литохолевую кислоту, диалкилглицериды, диа-

цилглицериды, фосфолипиды, сфинголипиды, напроксен, ибупрофен, витамин Е, биотин. Также извест-

но, что олигонуклеотиды, содержащие ряд фосфоротиоатных связей, связываются с белком сыворотки, 

и, таким образом, короткие олигонуклеотиды, например, олигонуклеотиды приблизительно из 5, 10, 15 

или 20 оснований, содержащие несколько фосфоротиоатных связей в основной цепи, также являются 

пригодными в настоящем изобретении в качестве лигандов (например, в качестве лигандов, модули-

рующих ФК). Кроме того, аптамеры, которые связывают компоненты сыворотки (например, белки сыво-

ротки), также подходят для применения в качестве лигандов, модулирующих фармакокинетику, в вари-

антах осуществления, описанных в настоящем изобретении. 

иРНК по изобретению, конъюгированные с лигандом, могут быть синтезированы с использованием 

олигонуклеотида, который несет дополнительную реактивную функциональность, например, возникаю-

щую в результате присоединения связывающей молекулы к олигонуклеотиду (описано ниже). Этот реак-

ционноспособный олигонуклеотид может вступать в реакцию непосредственно с коммерчески доступ-

ными лигандами, лигандами, синтезированными с любой из множества защитных групп, или лигандами, 

к которым присоединен связывающий фрагмент. 

Олигонуклеотиды, используемые в конъюгатах по настоящему изобретению, могут быть легко и 

рутинно получены с помощью хорошо известного метода твердофазного синтеза. Оборудование для та-

кого синтеза продается несколькими поставщиками, включая, например, Applied Biosystems (Foster 

City, Calif.). Любые другие способы такого синтеза, известные в данной области техники, могут быть 

использованы дополнительно или альтернативно. Также известно использование аналогичных методов 

для получения других олигонуклеотидов, таких как фосфоротиоаты и алкилированные производные. 

В лиганд-конъюгированных iPHK и лиганд-молекулах, несущих специфичные по последовательно-

сти связанные нуклеозиды по настоящему изобретению, олигонуклеотиды и олигонуклеозиды могут 

быть собраны на подходящем ДНК-синтезаторе с использованием стандартных предшественников нук-

леотидов или нуклеозидов, или предшественников нуклеотидов или нуклеозидных конъюгатов, уже не-

сущих связывающий фрагмент, или предшественников лиганд-нуклеотидов или нуклеозид-конъюгатов, 

уже несущих молекулу лиганда, или строительных блоков, несущих ненуклеозидный лиганд. 

При использовании предшественников нуклеотидных конъюгатов, которые уже несут связываю-

щий фрагмент, синтез связанных нуклеозидов, специфичных для последовательности, обычно заверша-

ется, и затем молекула лиганда реагирует со связывающим фрагментом с образованием олигонуклеоти-

да, конъюгированного с лигандом. В некоторых вариантах осуществления олигонуклеотиды или связан-

ные нуклеозиды по настоящему изобретению синтезируются автоматическим синтезатором с использо-

ванием фосфорамидитов, происходящих из конъюгатов лиганд-нуклеозид, в дополнение к стандартным 

фосфорамидитам и нестандартным фосфорамидитам, которые являются коммерчески доступными и 

обычно используются в синтезе олигонуклеотидов. 

А. Липидные конъюгаты. 

В некоторых вариантах осуществления лиганд или конъюгат представляет собой липид или моле-

кулу на основе липида. Такой липид или молекула на основе липида предпочтительно связывается с бел-

ком сыворотки, например, сывороточным альбумином человека (HSA). Лиганд, связывающий HSA, 

обеспечивает распределение конъюгата в ткани-мишени, например в ткани-мишени, отличной от почки. 

Например, тканью-мишенью может быть печень, включая паренхиматозные клетки печени. Другие мо-

лекулы, способные связывать HSA, также могут быть использованы в качестве лигандов. Например, 

можно использовать напроксен или аспирин. Липид или лиганд на основе липида может (а) повышать 

устойчивость конъюгата к деградации, (b) усиливать нацеливание или транспорт в клетку-мишень или 

клеточную мембрану или (с) может быть использован для регулирования связывания с белком сыворот-

ки, например, ХСА. 

Лиганд на основе липида можно использовать для ингибирования, например для контроля связыва-

ния конъюгата с тканью-мишенью. Например, липид или лиганд на основе липида, который сильнее свя-

зывается с HSA, с меньшей вероятностью будет нацелен на почки и, следовательно, с меньшей вероятно-

стью будет выведен из организма. Липид или лиганд на основе липида, который менее сильно связыва-
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ется с HSA, может быть использован для нацеливания конъюгата на почки. 

В некоторых вариантах осуществления лиганд на основе липида связывает HSA. Предпочтительно 

такой лиганд связывает HSA с достаточной аффинностью, так что конъюгат предпочтительно распреде-

ляется в тканях, не относящихся к почкам. Однако предпочтительно, чтобы аффинность не была на-

столько сильной, чтобы связывание HSA-лиганда не было необратимым. 

В других вариантах осуществления лиганд на основе липида слабо связывает HSA или вообще не 

связывает таковой, так что конъюгат будет предпочтительно распределяться в почках. Вместо лиганда на 

липидной основе или в дополнение к нему можно использовать и другие фрагменты, нацеленные на 

клетки почек. 

В другом аспекте лиганд представляет собой фрагмент, например, витамин, который поглощается 

клеткой-мишенью, например, пролиферирующей клеткой. Такие лиганды особенно полезны для лечения 

нарушений, характеризующихся нежелательной клеточной пролиферацией, например, злокачественного 

или незлокачественного типа, например, раковых клеток. Типичные витамины включают витамин А, Е и 

К. Другие иллюстративные витамины включают витамин В, например, фолиевую кислоту, В12, рибоф-

лавин, биотин, пиридоксаль или другие витамины или питательные вещества, поглощаемые клетками-

мишенями, такими как клетки печени. Также сюда включены HSA и липопротеины низкой плотности 

(LDL). 

В. Агенты проникновения в клетки. 

В другом аспекте лиганд представляет собой агент для проникновения в клетку, предпочтительно 

спиральный агент для проникновения в клетку. Предпочтительно агент является амфипатическим. Ти-

пичным агентом является пептид, такой как tat-пептид или пептид антенопедия. Если агент представляет 

собой пептид, он можно быть модифицирован разными способами, включая пептидилмиметик, инверто-

меры, непептидные или псевдопептидные связи и использование D-аминокислот. Спиральный агент 

предпочтительно представляет собой альфа-спиральный агент, который предпочтительно имеет липо-

фильную и липофобную фазы. 

Лиганд может представлять собой пептид или пептидомиметик. Пептидомиметик (также называе-

мый здесь олигопептидомиметик) представляет собой молекулу, способную складываться в определен-

ную трехмерную структуру, подобную природному пептиду. Присоединение пептидов и пептидомиме-

тиков к иРНК агентам может влиять на фармакокинетическое распределение иРНК, например, за счет 

усиления клеточного распознавания и абсорбции. Пептид или пептидомиметический фрагмент может 

иметь длину приблизительно 5-50 аминокислот, например приблизительно 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 

или 50 аминокислот. 

Пептид или пептидомиметик может быть, например, проникающим в клетку пептидом, катионным 

пептидом, амфипатическим пептидом или гидрофобным пептидом (например, состоящим в основном из 

Tyr, Trp или Phe). Пептидная часть может представлять собой дендримерный пептид, ограниченный пеп-

тид или сшитый пептид. В другом варианте пептидный фрагмент может включать транслокационную 

последовательность гидрофобной мембраны (MTS). Примером гидрофобного MTS-содержащего пептида 

является RFGF, имеющий аминокислотную последовательность AAVALLPAVLLALLAP (SEQ ID NO: 

14). Аналог RFGF (например, аминокислотная последовательность AALLPVLLAAP (SEQ ID NO: 15), 

содержащий гидрофобную MTS, также может служить фрагментом нацеливания. Пептидный фрагмент 

может быть пептидом "доставки", который может нести большие полярные молекулы, включая пептиды, 

олигонуклеотиды, и белок, проникающий сквозь клеточные мембраны. Например, было обнаружено, что 

последовательности HIV белка Tat (GRKKRRQRRRPPQ (SEQ ID NO: 16) и белка Drosophila Anten-

napedia (RQIKIWFQNRMKWKK (SEQ ID NO: 17)) способны функционировать в качестве пептидов дос-

тавки. Пептид или пептидомиметик может кодироваться случайной последовательностью ДНК, напри-

мер как пептид, идентифицированный из библиотеки фагового дисплея или комбинаторной библиотеки 

"одна гранула - одно соединение" (ОВОС) (Lam et al, Nature, 354:82-84, 1991). Примеры пептида или 

пептидомиметика, присоединенного к средство на основе дсРНКу через встроенную мономерную еди-

ницу для нацеливания на клетку представляет собой аргинин-глицин-аспарагиновую кислоту (RGD)-

пептид, или RGD-миметик. Длина пептидной части может варьироваться от приблизительно 5 амино-

кислот до приблизительно 40 аминокислот. Пептидные фрагменты могут иметь структурную модифика-

цию, например, для повышения стабильности или непосредственных конформационных свойств. Любая 

из структурных модификаций, описанных ниже, может быть использована. 

Пептид RGD для применения в композициях и способах по изобретению может быть линейным или 

циклическим и может быть модифицирован, например, гликозилирован или метилирован, для облегче-

ния нацеливания на конкретную(ые) ткань(и). RGD-содержащие пептиды и пептидомиметики могут 

включать D-аминокислоты, а также синтетические RGD-миметики. В дополнение к RGD можно исполь-

зовать другие фрагменты, нацеленные на лиганд интегрина. Предпочтительные конъюгаты этого лиганда 

нацелены на РЕСАМ-1 или VEGF. 

"Проникающий в клетку пептид" способен проникать в клетку, например в микробную клетку, та-

кую как бактериальная или грибковая клетка, или в клетку млекопитающего, такую как клетка человека. 

Пептид, проникающий в микробную клетку, может представлять собой, например, α-спиральный линей-
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ный пептид (например, LL-37 или серопин (Ceropin PI)), пептид, содержащий дисульфидную связь (на-

пример, α-дефенсин, β-дефенсин или бактенецин), или пептид, содержащий только одну или две доми-

нирующие аминокислоты (например, PR-39 или индолицидин). Пептид проникновения в клетку может 

также включать сигнал ядерной локализации (NLS). Например, проникающий в клетку пептид может 

представлять собой двухкомпонентный амфипатический пептид, такой как MPG, полученный из домена 

слитого пептида HIV-1 gp41 и NLS большого Т-антигена SV40 (Simeoni et al., Nucl. Acids Res. 31:2717-

2724, 2003). 

С. Углеводные конъюгаты. 

В некоторых вариантах осуществления композиций и способов по изобретению иРНК дополни-

тельно содержит углевод. иРНК, конъюгированная с углеводами, имеет преимущества для доставки in 

vivo нуклеиновых кислот, а также композиций, подходящих для терапевтического применения in vivo, 

как описано в настоящем изобретении. Используемый здесь термин "углевод" относится к соединению, 

представляющему собой либо углевод сам по себе, состоящий из одного или более моносахаридных зве-

ньев, содержащих по меньшей мере 6 атомов углерода (которые могут быть линейными, разветвленными 

или циклическими) с атомом(ами) кислорода, азота или серы, связанных с каждым атомом углерода; или 

соединение, имеющее в качестве своей части углеводный фрагмент, состоящий из одного или более мо-

носахаридных звеньев, каждое из которых имеет по меньшей мере шесть атомов углерода (которые мо-

гут быть линейными, разветвленными или циклическими), где каждый атом углерода связан с атомом 

кислорода, азота или серы. Типичные углеводы включают сахара (моно-, ди-, три- и олигосахариды, со-

держащие приблизительно 4, 5, 6, 7, 8 или 9 моносахаридных звеньев) и полисахариды, такие как крах-

малы, гликоген, целлюлоза и полисахаридные камеди. Конкретные моносахариды включают сахара С5 и 

выше (например, С5, С6, С7 или С8); ди- и трисахариды включают сахара, имеющие две или три моноса-

харидные единицы (например, С5, С6, С7 или С8). 

В некоторых вариантах осуществления углеводный конъюгат для применения в композициях и 

способах по изобретению представляет собой моносахарид. 

В некоторых вариантах осуществления моносахарид представляет собой N-ацетилгалактозамин 

(GalNAc). Конъюгаты GalNAc, содержащие одно или более производных N-ацетилгалактозамина (Gal-

NAc), описаны, например, в патенте США 8106022, полное содержание которого включено в настоящее 

описание в качестве ссылки. В некоторых вариантах осуществления конъюгат GalNAc служит лигандом, 

направляющим иРНК к конкретным клеткам. В некоторых вариантах осуществления изобретения конъ-

югат GalNAc нацеливает иРНК на клетки печени, например, функционируя в качестве лиганда для асиа-

логликопротеинового рецептора клеток печени (например, гепатоцитов). 

В некоторых вариантах осуществления углеводный конъюгат содержит одно или более производ-

ных GalNAc. Производные GalNAc могут быть присоединены через линкер, например, двухвалентный 

или трехвалентный разветвленный линкер. В некоторых вариантах осуществления конъюгат GalNAc 

конъюгирован с 3'-концом смысловой цепи. В некоторых вариантах осуществления конъюгат GalNAc 

конъюгирован с агентом иРНК (например, с 3'-концом смысловой цепи) через линкер, например, линкер, 

описанный в настоящем изобретении. В некоторых вариантах осуществления конъюгат GalNAc конъю-

гирован с 5'-концом смысловой цепи. В некоторых вариантах осуществления конъюгат GalNAc конъю-

гирован с агентом иРНК (например, с 5'-концом смысловой цепи) через линкер, например линкер, опи-

санный в настоящем изобретении. 

В некоторых вариантах осуществления изобретения GalNAc или производное GalNAc присоедине-

ны к иРНК агенту по изобретению через моновалентный линкер. В некоторых вариантах осуществления 

GalNAc или производное GalNAc присоединены к иРНК агенту по изобретению через двухвалентный 

линкер. В других вариантах осуществления изобретения GalNAc или производное GalNAc присоединены 

к иРНК агенту по изобретению через трехвалентный линкер. В других вариантах осуществления изобре-

тения GalNAc или производное GalNAc присоединены к иРНК агенту по изобретению через четырехва-

лентный линкер. 

В некоторых вариантах осуществления двухцепочечной иРНК агент по изобретению содержат один 

GalNAc или производное GalNAc, присоединенное к средству иРНК. В некоторых вариантах осуществ-

ления двухцепочечной иРНК агент по изобретению содержат множество (например, 2, 3, 4, 5 или 6) Gal-

NAc или производных GalNAc, каждое из которых независимо присоединено к множеству нуклеотидов 

двухцепочечному иРНК агенту через множество моновалентных линкеров. 

В некоторых вариантах осуществления, например, когда две цепи иРНК агента по изобретению яв-

ляются частью одной большей молекулы, соединенной непрерывной цепью нуклеотидов между 3'-

концом одной цепи и 5'-концом соответствующей другой цепи с образованием петли-шпильки, содер-

жащей множество неспаренных нуклеотидов, каждый неспаренный нуклеотид в петле-шпильке может 

независимо содержать GalNAc или производное GalNAc, присоединенное через моновалентный линкер. 

Петля-шпилька также может быть образована удлиненным выступом одной цепи дуплекса. 

В некоторых вариантах осуществления, например, когда две цепи иРНК агента по изобретению яв-

ляются частью одной большей молекулы, соединенной непрерывной цепью нуклеотидов между 3'-

концом одной цепи и 5'-концом соответствующей другой цепи с образованием петли-шпильки, содер-



047519 

- 57 - 

жащей множество неспаренных нуклеотидов, каждый неспаренный нуклеотид в петле-шпильке может 

независимо содержать GalNAc или производное GalNAc, присоединенное через моновалентный линкер. 

Петля-шпилька также может быть образована удлиненным выступом одной цепи дуплекса. 

В одном варианте осуществления углеводный конъюгат для применения в композициях и способах 

по изобретению выбран из группы, состоящей из 
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, 

где Y представляет собой О или S и n равно 3-6 

, 

где Y представляет собой О или S и n имеет значение 3-6 
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, 

где X представляет собой О или S 
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В другом варианте осуществления углеводный конъюгат для применения в композициях и способах 

по изобретению представляет собой моносахарид. В одном варианте осуществления моносахарид пред-

ставляет собой N-ацетилгалактозамин, такой как 
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В некоторых вариантах осуществления РНКи агент присоединен к углеводному конъюгату через 

линкер, как показано на следующей схеме, где X представляет собой О или S 

 
В некоторых вариантах осуществления РНКи агент конъюгирован с L96, как обозначено в табл. 1 и 

показано ниже: 

 
Другой репрезентативный углеводный конъюгат для применения в вариантах осуществления, опи-

санных в настоящем изобретении, включает, без ограничения таковым, 

, 

где один из X или Y представляет собой олигонуклеотид, а другой представляет собой водород. 

В некоторых вариантах осуществления подходящий лиганд представляет собой лиганд, раскрытый 

в WO 2019/055633, полное содержание которого включено в настоящее описание в качестве ссылки. В 

одном варианте осуществления лиганд имеет следующую структуру: 
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В некоторых вариантах осуществления изобретения GalNAc или производное GalNAc присоедине-

ны к иРНК агенту по изобретению через моновалентный линкер. В некоторых вариантах осуществления 

GalNAc или производное GalNAc присоединены к иРНК агенту по изобретению через двухвалентный 

линкер. В других вариантах осуществления изобретения GalNAc или производное GalNAc присоединены 

к иРНК агенту по изобретению через трехвалентный линкер. 

В одном варианте осуществления двухцепочечные иРНК агенты по изобретению содержат один 

или более GalNAc или производных GalNAc, присоединенных к иРНК агенту. GalNAc может быть при-

соединен через линкер к любому нуклеотиду смысловой цепи или антисмысловой цепи. GalNac может 

быть присоединен к 5'-концу смысловой цепи, 3'-концу смысловой цепи, 5'-концу антисмысловой цепи 

или 3'-концу антисмысловой цепи. В одном варианте осуществления GalNAc присоединен к 3'-концу 

смысловой цепи, например, через трехвалентный линкер. 

В других вариантах осуществления двухцепочечные иРНК агенты по изобретению содержат мно-

жество (например, 2, 3, 4, 5 или 6) GalNAc или производных GalNAc, каждый(ое) из которых независимо 

присоединено к множеству нуклеотидов двухцепочечных иРНК агентов через множество линкеров, на-

пример моновалентных линкеров. 

В некоторых вариантах осуществления, например, когда две цепи иРНК агента по изобретению яв-

ляются частью одной большей молекулы, соединенной непрерывной цепью нуклеотидов между 3'-

концом одной цепи и 5'-концом соответствующей другой цепи с образованием петли-шпильки, содер-

жащей множество неспаренных нуклеотидов, каждый неспаренный нуклеотид в петле-шпильке может 

независимо содержать GalNAc или производное GalNAc, присоединенное через моновалентный линкер. 

В некоторых вариантах осуществления углеводный конъюгат дополнительно содержит один или 

более дополнительных лигандов, как описано выше, таких как, модулятор ПК или проникающий в клет-

ку пептид, без ограничения таковыми. 

Дополнительные углеводные конъюгаты и линкеры, пригодные для использования в настоящем 

изобретении включают те, что описаны в публикациях РСТ № WO 2014/179620 и WO 2014/179627, пол-

ное содержание каждой из которых включено в настоящее описание посредством ссылки. 

D. Линкеры. 

В некоторых вариантах осуществления описанный здесь конъюгат или лиганд может быть присое-

динен к иРНК олигонуклеотиду с помощью различных линкеров, которые могут быть расщепляемыми 

или нерасщепляемыми. 

Термин "линкер" или "связывающая группа" означает органический фрагмент, который соединяет 

две части соединения, например, ковалентно связывает две части соединения. Линкеры обычно содержат 

прямую связь или атом, такой как кислород или сера, звено, такое как NR8, С(О), C(O)NH, SO, SO2, 

SO2NH, или цепь атомов, например такую как (без ограничения таковыми): замещенный или незамещен-

ный алкил, замещенный или незамещенный алкенил, замещенный или незамещенный алкинил, арилал-

кил, арилалкенил, арилалкинил, гетероарилалкил, гетероарилалкенил, гетероарилалкинил, гетероцикли-

лалкил, гетероциклилалкенил, гетероциклилалкинил, арил, гетероарил, гетероциклил, циклоалкил, цик-

лоалкенил, алкиларилалкил, алкиларилалкенил, алкиларилалкинил, алкениларилалкил, алкениларилал-

кенил, алкениларилалкинил, алкиниларилалкил, алкиниларилалкенил, алкиниларилалкинил, алкилгете-

роарилалкил, алкилгетероарилалкенил, алкилгетероарилалкинил, алкенилгетероарилалкил, алкенилгете-

роарилалкенил, алкенилгетероарилалкинил, алкинилгетероарилалкил, алкинилгетероарилалкенил, алки-

нилгетероарилалкинил, алкилгетероциклилалкил, алкилгетероциклилалкенил, алкилгерероциклилалки-

нил, алкенилгетероциклилалкил, алкенилгетероциклилалкенил, алкенилгетероциклилалкинил, алкинил-

гетероциклилалкил, алкинилгетероциклилалкенил, алкинилгетероциклилалкинил, алкиларил, алкенила-

рил, алкиниларил, алкилгетероарил, алкенилгетероарил, алкинилгерероарил, в которых один или более 

метиленов могут быть прерваны или оканчиваются атомом О, C(R), N, S, S, (О), замещенным или неза-

мещенным арилом, замещеннмй или незамещенным гетероарилом, или замещенным или незамещенным 

гетероциклом; где R8 представляет собой водород, ацил, алифатическую или замещенную алифатиче-

скую группу. В одном варианте осуществления линкер составляет приблизительно 1-24 атома, 2-24, 3-24, 

4-24, 5-24, 6-24, 6-18, 7-18, 8-18, 7-17 или 8-16 атомов. 

Расщепляемая линкерная группа является достаточно стабильной вне клетки, но при попадании в 
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клетку-мишень расщепляется с высвобождением двух частей, удерживаемых вместе линкером. В пред-

почтительном варианте осуществления расщепляемая связующая группа расщепляется по меньшей мере 

приблизительно в 10 раз, 20 раз, 30 раз, 40 раз, 50 раз, 60 раз, 70 раз, 80 раз, 90 раз или более или по 

меньшей мере 100 раз быстрее в клетке-мишени или при первом контрольном условии (которое может, 

например, быть выбрано для имитации внутриклеточных условий представляет условия, обнаруженные 

к клетке), чем в крови субъекта, или при втором контрольном условии (которое может, например, быть 

выбрано для имитации или представляет условия, обнаруженные в крови или сыворотке). 

Расщепляемые линкерные группы чувствительны к расщепляющим агентам, например, рН, окисли-

тельно-восстановительному потенциалу или присутствию разрушающих молекул. Как правило, расщеп-

ляющие агенты более распространены или обнаруживаются на более высоких уровнях или более актив-

ны внутри клетки, чем в сыворотке или крови. Примеры таких расщепляющих агентов включают: окис-

лительно-восстановительные агенты, выбранные для конкретных субстратов или, наоборот, не обла-

дающих субстратной специфичностью, включая, например, окислительные или восстановительные фер-

менты или восстановительные агенты, такие как меркаптаны, присутствующие в клетках, способные 

разрушать редокс-расщепляемую связующую группу при восстановлении; эстеразы; эндосомы или аген-

ты, способные создавать кислую среду, например такие, которые приводят к рН, равному пяти или ниже; 

ферменты, способные гидролизовать или расщеплять расщепляемую кислотой связующую группу, дей-

ствуя как стандартная кислота, пептидазы (которые могут быть субстрат-специфичными) и фосфатазы. 

Расщепляемая связующая группа, такая как дисульфидная связь, может быть чувствительна к рН. 

рН сыворотки человека составляет 7,4, в то время как средний внутриклеточный рН немного ниже и ко-

леблется приблизительно в пределах 7,1-7,3. Эндосомы имеют более кислый рН в диапазоне 5,5-6,0, а 

лизосомы имеют еще более кислый рН около 5,0. Некоторые линкеры будут иметь расщепляемую лин-

керную группу, которая расщепляется при предпочтительном рН с образованием катионного липида из 

лиганда внутри клетки или в нужном компартменте клетки. 

Линкер может включать расщепляемую линкерную группу, расщепляемую конкретным ферментом. 

Тип расщепляемой линкерной группы, включенной в линкер, может зависеть от целевой клетки. Напри-

мер, лиганд, нацеленный на печень, может быть связан с катионным липидом через линкер, включаю-

щим сложноэфирную группу. Клетки печени богаты эстеразами, поэтому линкер расщепляется более 

эффективно в клетках печени, чем в типах клеток с меньшим количеством эстераз. Другие типы клеток, 

богатые эстеразами, включают клетки легких, коры почек и яичек. 

Линкеры, содержащие пептидные связи, могут быть использованы для нацеливания на типы клеток, 

богатые пептидазами, такие как клетки печени и синовиоциты. 

Как правило, пригодность расщепляемой линкерной группы-кандидата можно оценить, проверив 

способность агента деградации (или условия) расщеплять связывающую группу-кандидат. Также будет 

желательно также протестировать расщепляемую связывающую группу-кандидат на способность сопро-

тивляться расщеплению в крови или при контакте с другой тканью, не являющейся мишенью. Таким 

образом, можно определить относительную восприимчивость к расщеплению между первым и вторым 

условиями, где первое выбрано как показатель расщепления в клетке-мишени, а второе выбрано как по-

казатель расщепления в других тканях или биологических жидкостях, например, в крови или сыворотке. 

Оценки можно проводить в бесклеточных системах, в клетках, в культуре клеток, в культуре органов или 

тканей или на животных. Может оказаться полезным провести первоначальные оценки в бесклеточных 

системах или культуре клеток и подтвердить дальнейшими оценками на живых животных. В предпочти-

тельных вариантах осуществления полезные соединения-кандидаты расщепляются в клетке (или в усло-

виях in vitro, выбранных для имитации внутриклеточных условиях) в значительной степени по сравне-

нию с расщеплением в крови или сыворотке (или в условиях in vitro, выбранных для имитации внекле-

точных условий). 

i. Окислительно-восстановительные расщепляемые связывающие группы. 

В некоторых вариантах осуществления расщепляемая линкерная группа представляет собой расще-

пляемую окислительно-восстановительную линкерную группу, которая расщепляется при восстановле-

нии или окислении. Примером восстановительно расщепляемой линкерной группы является дисульфид-

ная линкерная группа (-S-S-). Чтобы определить, является ли потенциальная расщепляемая линкерная 

группа подходящей "восстановительно-расщепляемой линкерной группой" или, например, подходящей 

для использования с конкретной частью иРНК и конкретным нацеливающим агентом, можно обратиться 

к методам, описанным в настоящем изобретении. Например, кандидата можно оценить путем инкубации 

с дитиотреитолом (DTT) или другим восстанавливающим агентом с использованием реагентов, извест-

ных в данной области техники, которые имитируют скорость расщепления, наблюдаемую в клетке, на-

пример, клетке-мишени. Кандидаты также могут быть оценены в условиях, выбранных с целью имита-

ции условий крови или сыворотки. В таком случае соединения-кандидаты расщепляются не более чем на 

10% в крови. В других вариантах осуществления полезные соединения-кандидаты расщепляются в клет-

ке (или в условиях in vitro, выбранных для имитации внутриклеточных условий) по меньшей мере при-

близительно в 2, 4, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, или 100 раз быстрее по сравнению с расщеплением в 

крови (или в условиях in vitro, выбранных для имитации внеклеточных условий). Скорость расщепления 
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соединений-кандидатов можно определить с помощью стандартных методов анализа ферментативной 

кинетики в условиях, выбранных для имитации внутриклеточной среды, и сравнить с расщеплением в 

условиях, выбранных для имитации внеклеточной среды. 

II. Расщепляемые литерные группы на основе фосфатов. 

В других вариантах осуществления расщепляемый линкер содержит расщепляемую линкерную 

группу на основе фосфата. Расщепляемая линкерная группа на основе фосфата расщепляется агентами, 

которые расщепляют или гидролизуют фосфатную группу. Примерами агентов, расщепляющих фосфат-

ные группы в клетках, являются такие ферменты, как фосфатазы в клетках. Примерами линкерных групп 

на основе фосфата являются -O-P(O)(ORk)-O-, -O-P(S)(ORk)-O-, -O-P(S)(SRk)-O-, -S-P(O)(ORk)-O-, -O-

P(O)(ORk)-S-, -S-P(O)(ORk)-S-, -O-P(S)(ORk)-S-, -S-P(S)(ORk)-O-, -O-P(O)(Rk)-O-, -O-P(S)(Rk)-O-, -S-

P(O)(Rk)-O-, -S-P(S)(Rk)-O-, -S-P(O)(Rk)-S-, -O-P(S)(Rk)-S. Предпочтительными вариантами осуществ-

ления являются -О-Р(О)(ОН)-О-, -O-P(S)(OH)-О-, -O-P(S)(SH)-O-, -S-P(O)(OH)-O-, -O-P(O)(OH)-S-, -S-

P(O)(OH)-S-, -O-P(S)(OH)-S-, -S-P(S)(OH)-O-, -O-P(O)(H)-O-, -O-P(S)(H)-O-, -S-P(O)(H)-O, -S-P(S)(H)-O-, 

-S-P(O)(H)-S-, и -O-P(S)(H)-S-. Предпочтительным вариантом является -О-Р(О)(ОН)-О-. Эти кандидаты 

могут быть оценены с использованием методов, аналогичных описанным выше. 

III. Линкерные группы, расщепляемые кислотой. 

В других вариантах осуществления расщепляемый линкер содержит расщепляемую кислотой лин-

керную группу. Расщепляемая кислотой линкерная группа представляет собой линкерную группу, кото-

рая расщепляется в кислых условиях. В предпочтительных вариантах осуществления расщепляемые ки-

слотой линкерные группы расщепляются в кислой среде с рН приблизительно 6,5 или ниже (например, 

приблизительно 6,0, 5,5, 5,0 или ниже) или с помощью агентов, таких как ферменты, способных действо-

вать как обычная кислота. В клетке специфические органеллы с низким рН, такие как эндосомы и лизо-

сомы, могут обеспечивать расщепляющую среду для расщепляемых кислотой линкерных групп. Приме-

ры расщепляемых кислотой линкерных групп включают, без ограничения таковыми, гидразоны, слож-

ные эфиры и сложные эфиры аминокислот. Кислотные расщепляемые группы могут иметь общую фор-

мулу -C=NN-, C(O)O или -ОС(О). В предпочтительном варианте углерод, присоединенный к кислороду 

сложного эфира (алкоксигруппа), представляет собой арильную группу, замещенную алкильную группу 

или третичную алкильную группу, такую как диметилпентил или трет-бутил. Эти кандидаты могут быть 

оценены с использованием методов, аналогичных описанным выше. 

IV. Линкерные группы на основе сложных эфиров. 

В других вариантах осуществления расщепляемый линкер содержит расщепляемую линкерную 

группу на основе сложного эфира. Расщепляемая линкерная группа на основе сложного эфира расщепля-

ется в клетках ферментами, такими как эстеразы и амидазы. Примеры расщепляемых линкерных групп 

на основе сложного эфира включают, без ограничения таковыми, сложные эфиры алкиленовых, алкени-

леновых и алкиниленовых групп. Расщепляемые сложноэфирные линкерные группы имеют общую фор-

мулу -С(О)О-или -ОС(О)-. Эти кандидаты могут быть оценены с использованием методов, аналогичных 

описанным выше. 

v. Расщепляемые группы на основе пептидов. 

В других вариантах осуществления расщепляемый линкер содержит расщепляемую линкерную 

группу на основе пептида. Расщепляемая линкерная группа на основе пептида расщепляется фермента-

ми, такими как пептидазы и протеазы в клетках. Расщепляемые линкерные группы на основе пептидов 

представляют собой пептидные связи, образованные между аминокислотами с образованием олигопеп-

тидов (например, дипептидов, трипептидов и т.д.) и полипептидов. Расщепляемые группы на основе пеп-

тидов не включают амидную группу (-C(O)NH-). Амидная группа может быть образована между любым 

алкиленом, алкениленом или алкинеленом. Пептидная связь представляет собой особый тип амидной 

связи, образующейся между аминокислотами с образованием пептидов и белков. Расщепляемая группа 

на основе пептида обычно ограничивается пептидной связью (т.е. амидной связью), образованной между 

аминокислотами, формирующими пептиды и белки, и не включает всю амидную функциональную груп-

пу целиком. Расщепляемые линкерные группы на основе пептидов имеют общую формулу  

-NHCHRAC(O)NHCHRBC(O)-, где RA и RB представляют собой R-группы двух соседних аминокислот. 

Эти кандидаты могут быть оценены при использовании методов, аналогичных описанным выше. 

В некоторых вариантах осуществления иРНК по изобретению конъюгирована с углеводом через 

линкер. Неограничивающие примеры иРНК углеводных конъюгатов с линкерами композиций и спосо-

бов по изобретению включают, без ограничения таковыми, 
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когда один из X или Y представляет собой олигонуклеотид, а другой представляет собой водород. 

В некоторых вариантах осуществления композиций и способов по изобретению лиганд представля-

ет собой одно или более производных "GalNAc" (N-ацетилгалактозамина), присоединенных через двух-

валентный или трехвалентный разветвленный линкер. 

В одном варианте осуществления дсРНК по изобретению конъюгирована с двухвалентным или 

трехвалентным разветвленным линкером, выбранным из группы структур, показанных в любой из фор-

мул (XLV)-(XLVI) 

 
где q
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причем повторяющаяся единица может быть одинаковой или разной; 
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для каждого случая моносахарид (такой как GalNAc), дисахарид, трисахарид, тетрасахарид, олигосаха-

рид или полисахарид; и R
a
 представляет собой Н или боковую цепь аминокислоты. Трехвалентные 

конъюгированные производные GalNAc особенно полезны для использования с РНКи агентами для ин-

гибирования экспрессии гена-мишени, и имеют следующую формулу (XLIX): 

 
где L

5A
, L

5B
 и L

5C
 представляют собой моносахарид, такой как производное GalNAc. 

Примеры подходящих двухвалентных и трехвалентных разветвленных линкерных групп, конъюги-

рующих производные GalNAc, включают, без ограничения таковыми, структуры, приведенные выше в 

виде формул II, VII, XI, X и XIII. 

Репрезентативные патенты США, в которых рассказывается о получении конъюгатов РНК, вклю-

чают, без ограничения таковыми, патенты США № 4828979; 4948882; 5218105; 5525465; 5541313; 

5545730; 5552538; 5578717 5580731; 5591584; 5109124; 5118802; 5138045; 5414077; 5486603; 5512439; 

5578718; 5608046; 4587044; 4605735; 4667025; 4762779; 4789737; 4824941; 4835263; 4876335; 4904582; 

4958013; 5082830; 5112963; 5214136; 5082830; 5112963; 5214136; 5245022; 5254469; 5258506; 5262536; 

5272250; 5292873; 5317098; 5371241 5391723; 5416203 5451463; 5510475; 5512667; 5514785; 5565552; 

5567810; 5574142; 5585481; 5587371; 5595726; 5597696; 5599923; 5599928; 5688941; 6294664; 6320017; 

6576752; 6783931; 6900297; 7037646; и 8106022, полное содержание каждого из которых настоящим 

включено в настоящее описание посредством ссылки. 

Нет необходимости, чтобы все положения в конкретном соединении были модифицированы одина-

ково, и по факту более чем одна из вышеупомянутых модификаций может быть включена в отдельное 

соединение или даже в отдельный нуклеозид внутри иРНК. Настоящее изобретение также включает со-

единения иРНК, представляющие собой химерные соединения. 

"Химерные" соединения иРНК или "химеры" в контексте настоящего изобретения представляют 

собой соединения иРНК, предпочтительно дсРНКи агенты, содержащие две или более химически раз-

личных областей, каждая из которых состоит по меньшей мере из одного мономерного звена, т.е. нук-

леотида в случае дсРНК. Эти иРНК обычно содержат по меньшей мере одну область, в которой РНК мо-

дифицирована таким образом, чтобы обеспечить иРНК повышенную устойчивость к деградации нуклеа-

зами, повышенное поглощение клетками или повышенную аффинность связывания с нуклеиновой ки-

слотой-мишенью. Дополнительный участок иРНК может служить субстратом для ферментов, способных 

расщеплять гибриды РНК:ДНК или РНК:РНК. Например, РНКаза Н представляет собой клеточную эн-

донуклеазу, которая расщепляет цепь РНК дуплекса РНК:ДНК. Таким образом, активация РНКазы Н 

приводит к расщеплению РНК-мишени, которое значительно повышает эффективность иРНК-

ингибирования экспрессии генов. Следовательно, сопоставимые результаты часто могут быть получены 

с более короткими иРНК, если использовать химерные дсРНК вместо фосфоротиоат-дезоксидных 

дсРНК, гибридизующихся с той же областью-мишенью. Расщепление РНК-мишени можно обычным 

образом обнаружить с помощью гель-электрофореза и, при необходимости, с помощью методов гибри-

дизации ассоциированных нуклеиновых кислот, известных в данной области техники. 

В некоторых случаях РНК, принадлежащая иРНК, может быть модифицирована нелигандной груп-

пой. Ряд нелигандных молекул может быть конъюгирован с иРНК для усиления активности, клеточного 

распределения или клеточного поглощения иРНК, и процедуры для выполнения таких конъюгации дос-

тупны в научной литературе. Такие нелигандные фрагменты включают липидные фрагменты, такие как 

холестерин (Kubo, Т. et al., Biochem. Biophys. Res. Comm., 2007, 365(1):54-61; Letsinger et al., Proc. Natl. 

Acad. Sci. USA, 1989, 86:6553), холевую кислоту (Manoharan et ah, Bioorg. Med. Chem. Lett, 1994, 4:1053), 

тиоэфир, например, гексил-S-тритилтиол ((Manoharan et al., Ann. N.Y. Acad. Sci., 1992, 660:306; Manoha-

ran et ah, Bioorg. Med. Chem. Let, 1993, 3:2765), тиохолестерин (Oberhauser et al., Nucl. Acids Res., 1992, 

20:533), алифатическую цепь, например, додекандиоловые или ундецильные остатки (Saison-Behmoaras 

et al., EMBO J., 1991, 10:111; 

Kabanov et al., FEBS Lett., 1990, 259). :327; Svinarchuk et al., Biochimie, 1993, 75:49), фосфолипид, 

например, ди-гексадецил-рац-глицерин или 1,2-ди-О-гексадецил-рац-глицеро-3-Н-фосфонаттриэтилам-

мония (Manoharan et al., Tetrahedron Lett., 1995, 36:3651; Shea et al., Nucl. Acids Res., 1990, 18:3777), цепь 

полиамина или полиэтиленгликоля (Manoharan et al., Nucleosides & Nucleotides, 1 995, 14:969), или ада-

мантануксусную кислоту (Manoharan et al., Tetrahedron Lett., 1995, 36:3651), пальмитильную группу 

(Mishra et al., Biochim. Biophys. Acta, 1995, 1264:229), или фрагмент октадециламина или гексиламино-

карбонилоксихолестерина (Crooke et al., J. Pharmacol. Exp. Ther., 1996, 277:923). Соответствующие па-
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тенты США, в которых описано получение таких конъюгатов РНК, перечислены выше. Типичные про-

токолы конъюгации включают синтез РНК, несущих аминолинкер в одном или нескольких положениях 

последовательности. Затем аминогруппа вступает в реакцию с конъюгируемой молекулой с использова-

нием соответствующих связывающих или активирующих реагентов. Реакцию конъюгации можно прово-

дить либо с РНК, все еще связанной с твердой подложкой, либо после расщепления РНК в фазе раствора. 

Очистка конъюгата РНК с помощью HPLC (ВЭЖХ) обычно дает чистый конъюгат. 

IV. Доставка иРНК по изобретению. 

Доставка иРНК по изобретению в клетку, например клетку субъекта, такого как субъект-человек 

(например, субъект, нуждающийся в этом, такой как субъект, предрасположенный к расстройству, свя-

занному с PNPLA3, или у которого диагностировано заболевание, связанное с PNPLA3, например, 

NAFLD) может быть достигнута различными способами. Например, доставка может осуществляться пу-

тем контакта клетки с иРНК по изобретению либо in vitro, либо in vivo. Доставка in vivo также может 

осуществляться непосредственно путем введения субъекту композиции, содержащей иРНК, например, 

дсРНК. Альтернативно, доставка in vivo может осуществляться косвенно путем введения одного или бо-

лее векторов, кодирующих и направляющих экспрессию иРНК. Эти альтернативы обсуждаются ниже. 

В общем, любой способ доставки молекулы нуклеиновой кислоты (in vitro или in vivo) может быть 

адаптирован для использования с иРНК по изобретению (см., например, Akhtar S. and Julian R.L. (1992) 

Trends Cell. Biol. 2(5): 139-144 и WO 94/02595, содержание которых полностью включено в настоящее 

описание посредством ссылки). Для доставки in vivo факторы, которые необходимо учитывать для дос-

тавки молекулы иРНК, включают, например, биологическую стабильность доставляемой молекулы, пре-

дотвращение неспецифических эффектов и накопление доставляемой молекулы в ткани-мишени. РНК-

интерференция также успешна при локальной доставке в ЦНС путем прямой инъекции (Dorn, G., et al. 

(2004) Nucleic Acids 32:e49; Tan, PH., et al (2005) Gene Ther. 12:59-66; Makimura, H, et al (2002) BMC Neu-

rosci. 3:18; Shishkina, GT, et al (2004) Neuroscience 129:521-528; Thakker, ER., et al (2004) Proc. Natl. Acad. 

Sci. U.S.A. 101:17270-17275; Akaneya, Y., et al (2005) J. Neurophysiol. 93:594-602). Модификация РНК или 

фармацевтического носителя также может обеспечить нацеливание иРНК на ткань-мишень и избежать 

нежелательных побочных эффектов. Молекулы иРНК могут быть модифицированы путем химической 

конъюгации с липофильными группами, такими как холестерин, для усиления захвата клетками и пре-

дотвращения деградации. Например, когда иРНК, нацеленная на АроВ, конъюгированная с липофиль-

ным фрагментом холестерина, систематически вводилась мышам, это приводило к нокдауну мРНК ароВ 

как в печени, так и в тонкой кишке (Soutschek, J., et al. (2004) Nature 432:173-178). 

В альтернативном варианте осуществления иРНК может быть доставлена с использованием систем 

доставки лекарственных средств, таких как наночастицы, дендример, полимер, липосомы или катионная 

система доставки. Положительно заряженные катионные системы доставки облегчают связывание моле-

кулы иРНК (отрицательно заряженной), а также усиливают взаимодействие на отрицательно заряженной 

клеточной мембране, обеспечивая эффективное поглощение иРНК клеткой. Катионные липиды, дендри-

меры или полимеры могут либо связываться с иРНК, либо вызвать образование везикулы или мицеллы 

(см., например, Kim S.H., et al. (2008) Journal of Controlled Release 129(2): 107-116), содержащей в себе 

иРНК. Образование везикул или мицелл дополнительно предотвращает деградацию иРНК при систем-

ном введении. Способы получения и введения комплексов катион- иРНК хорошо известны специалистам 

в данной области техники (см., например, Sorensen, DR, et al. (2003) J. Mol. Biol. 327:761-766; Verma, 

U.N., et al. (2003) Clin. Cancer Res. 9:1291-1300, Arnold, A.S. et al (2007) J. Hypertens. 25:197-205, содер-

жание которых полностью включено в настоящее описание посредством ссылки). Некоторые неограни-

чивающие примеры систем доставки лекарственных средств, подходящих для системной доставки иРНК, 

включают DOTAP (Sorensen, D.R., et al. (2003), см. выше; Verma, U.N., et al. (2003), см. выше), "твердые 

частицы липидов нуклеиновых кислот". (Zimmermann, T.S., et al (2006) Nature 441:111-114), кардиолипин 

(Chien, P.Y., et al (2005) Cancer Gene Ther. 12:321-328; Pal, A., et al (2005) Int. J. Oncol. 26:1087-1091), по-

лиэтиленимин (Bonnet M.E., et al (2008) Pharm. Res. Aug 16 Epub ahead of print; Aigner, A. (2006) J. Bio-

med. Biotechnol. 71659), Arg-Gly-Asp (RGD) peptides (Liu, S. (2006) Mol. Pharm. 3:472-487), и полиами-

доамины (Tomalia, D.A., et al (2007) Biochem. Soc. Trans. 35:61-67; Yoo, H., et al (1999) Pharm. Res. 

16:1799-1804). В некоторых вариантах осуществления иРНК образует комплекс с циклодекстрином для 

системного введения. Способы введения и фармацевтические композиции иРНК и циклодекстринов 

можно найти в патенте США № 7427605, содержание которого полностью включено в настоящее описа-

ние посредством ссылки. 

А. иРНК по изобретению, кодируемые вектором. 

iPHK, нацеленная на ген PNPLA3, может быть экспрессирована из единиц транскрипции, встроен-

ных в векторы ДНК или РНК (см., например, Couture, A., et al., TIG. (1996), 12:5-10; Skillern, A., et al, 

Международная публикация РСТ № WO 00/22113, Международная публикация РСТ № WO 00/22114 и 

патент США № 6054299). Экспрессия может быть преходящей (порядка часов или недель) или устойчи-

вой (от недель до месяцев или дольше), в зависимости от конкретной используемой конструкции и типа 

ткани или клетки-мишени. Эти трансгены могут быть введены в виде линейной конструкции, кольцевой 

плазмиды или вирусного вектора, который может быть интегрирующимся или неинтегрирующимся век-
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тором. Трансген также может быть сконструирован так, чтобы он наследовался как внехромосомная 

плазмида (Gassmann, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1995) 92:1292). 

Вирусные векторные системы, которые можно использовать с описанными здесь способами и ком-

позициями, включают, без ограничения таковыми, (а) аденовирусные векторы; (b) ретровирусные векто-

ры, включая, без ограничения таковыми, лентивирусные векторы, вирус мышиного лейкоза Молони и 

т.д.; (с) аденоассоциированные вирусные векторы; (d) векторы вируса простого герпеса; (е) векторы SV 

40; (f) векторы вируса полиомы; (g) векторы вируса папилломы; (h) пикорнавирусные векторы; (i) векто-

ры вируса оспы, такие как ортопокс, например векторы вируса коровьей оспы или авипокс, например 

оспы канареек или оспы кур; и (j) хелпер-зависимый или "пустой" аденовирус. Вирусы с дефектом реп-

ликации также могут оказаться полезными. Различные векторы могут интегрироваться или не интегри-

роваться в геном клеток. При желании, конструкции могут включать вирусные последовательности для 

трансфекции. Альтернативно, конструкции могут быть включены в векторы, способные к эписомной 

репликации, например векторы EPV и EBV. Конструкции для рекомбинантной экспрессии иРНК обычно 

требуют регуляторных элементов, например промоторов, энхансеров и т.д., для обеспечения экспрессии 

иРНК в клетках-мишенях. Другие аспекты, которые следует учитывать для векторов и конструкций, 

также известны в данной области техники. 

V. Фармацевтические композиции по изобретению. 

Настоящее изобретение также включает фармацевтические композиции и составы, включающие 

иРНК по изобретению. В одном варианте осуществления настоящее изобретение относится к фармацев-

тическим композициям, содержащим иРНК, как описано в настоящем изобретении, и фармацевтически 

приемлемый носитель. Фармацевтические композиции, содержащие иРНК, применимы для профилакти-

ки или лечения расстройств, связанных с PNPLA3, например, гипертриглицеридемии. Такие фармацев-

тические композиции составляются с учетом способа доставки. Одним из примеров являются компози-

ции, составленные для системного введения путем парентеральной доставки, например, путем подкож-

ной (SC), внутримышечной (IM) или внутривенной (IV) доставки. Фармацевтические композиции по 

изобретению можно вводить в дозах, достаточных для ингибирования экспрессии гена PNPLA3. 

В некоторых вариантах осуществления фармацевтические композиции по изобретению являются 

стерильными. В другом варианте осуществления фармацевтические композиции по изобретению не со-

держат пирогенов. 

Фармацевтические композиции по изобретению можно вводить в дозах, достаточных для ингиби-

рования экспрессии гена PNPLA3. Как правило, подходящая доза иРНК по изобретению будет находить-

ся в диапазоне от приблизительно 0,001 до приблизительно 200,0 мг на килограмм веса тела реципиента 

в день, обычно в диапазоне приблизительно от 1 до 50 мг на килограмм веса тела в день. Как правило, 

подходящая доза иРНК по изобретению будет находиться в диапазоне от приблизительно 0,1 мг/кг до 

приблизительно 5,0 мг/кг, предпочтительно приблизительно от 0,3 мг/кг до приблизительно 3,0 мг/кг. 

Регламент повторных доз может включать введение терапевтического количества иРНК на регулярной 

основе, например, каждый месяц, один раз каждые 3-6 месяцев или один раз в год. В некоторых вариан-

тах осуществления иРНК вводят приблизительно от одного раза в месяц до приблизительно одного раза 

в шесть месяцев. 

После осуществления начальной схемы лечения лечение можно проводить реже. Продолжитель-

ность лечения может быть определена в зависимости от тяжести заболевания. 

В других вариантах осуществления однократная доза фармацевтических композиций может обла-

дать продолжительным действием, так что дозы вводят с интервалами не более 1, 2, 3 или 4 месяцев. В 

некоторых вариантах осуществления изобретения разовую дозу фармацевтических композиций по изо-

бретению вводят приблизительно один раз в месяц. В других вариантах осуществления изобретения ра-

зовую дозу фармацевтических композиций по изобретению вводят ежеквартально (т.е. приблизительно 

каждые три месяца). В других вариантах осуществления изобретения разовую дозу фармацевтических 

композиций по изобретению вводят дважды в год (т.е. приблизительно раз в шесть месяцев). 

Специалисту в данной области техники будет понятно, что определенные факторы могут влиять на 

дозировку и сроки, необходимые для эффективного лечения субъекта, и включают, помимо прочего, му-

тации, присутствующие у субъекта, предшествующее лечение, общее состояние здоровья или возраст 

субъекта и другие присутствующие заболевания. Более того, лечение субъекта профилактически или 

терапевтически эффективным количеством композиции, в зависимости от ситуации, может включать 

однократное лечение или серию обработок. 

иРНК может быть доставлена таким образом, чтобы нацеливаться на конкретную ткань (например, 

гепатоциты). 

Фармацевтические композиции по настоящему изобретению включают, без ограничения таковыми, 

растворы, эмульсии и составы, содержащие липосомы. Эти композиции могут быть получены из множе-

ства компонентов, включающих, без ограничения таковыми, предварительно приготовленные жидкости, 

самоэмульгирующиеся твердые вещества и самоэмульгирующиеся полутвердые вещества. Фармацевти-

цеские составы включают те составы, которые нацелены на печень. 

Фармацевтические составы по настоящему изобретению, которые могут быть представлены в стан-
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дартной лекарственной форме, могут быть приготовлены в соответствии с обычными методами, хорошо 

известными в фармацевтической промышленности. Такие методики включают стадию связывания ак-

тивных ингредиентов с фармацевтическим носителем (носителями) или наполнителем (наполнителями). 

Как правило, составы готовят путем однородной и тесной ассоциации активных ингредиентов с жидкими 

носителями. 

А. Дополнительные составы. 

i. Эмульсии. 

Композиции по настоящему изобретению могут быть приготовлены и сформулированы в виде 

эмульсий. Эмульсии обычно представляют собой гетерогенные системы одной жидкости, диспергиро-

ванной в другой в виде капель, обычно превышающих 0,1 мкм в диаметре (см., например, Ansel's Phar-

maceutical Dosage Forms and Drug Delivery Systems, Allen, L.V., Popovich N.G., and Ansel H.C., 2004, Lip-

pincott Williams & Wilkins (8th ed.), New York, NY; Idson, in Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, 

Rieger and Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., volume 1, p. 199; Rosoff, in Pharmaceu-

tical Dosage Forms, Lieberman, Rieger and Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., Volume 

1, p. 245; Block in Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger and Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, 

Inc., New York, N.Y., volume 2, p. 335; Higuchi et al, in Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publish-

ing Co., Easton, Pa., 1985, p. 301). Эмульсии часто представляют собой двухфазные системы, состоящие 

из двух несмешивающихся жидких фаз, тщательно перемешанных и диспергированных друг с другом. 

Как правило, эмульсии могут быть типа вода-в-масле (w/o) или масло-в-воде (o/w). Когда водная фаза 

диспергирована в виде мельчайших капель в объемной масляной фазе, полученная композиция называ-

ется эмульсией вода-в-масле (w/o). Альтернативно, когда масляная фаза тонко разделена и диспергиро-

вана в виде мельчайших капелек в объемной водной фазе, полученная композиция называется эмульсией 

масло-в-воде (o/w). Эмульсии могут содержать дополнительные компоненты помимо дисперсных фаз, а 

активное лекарственное средство может находиться в виде раствора либо в водной фазе, либо в масляной 

фазе, либо само по себе в виде отдельной фазы. Фармацевтические вспомогательные вещества, такие как 

эмульгаторы, стабилизаторы, красители и антиоксиданты, также могут присутствовать в эмульсиях по 

мере необходимости. Фармацевтические эмульсии также могут представлять собой множественные 

эмульсии, состоящие из более чем двух фаз, как, например, в случае масло-в-воде-в-масле (o/w/o) или 

вода-в-масле-в-воде (w/o/w) эмульсии. Такие сложные составы часто обеспечивают определенные пре-

имущества, которых нет у простых бинарных эмульсий. Множественные эмульсии, в которых отдельные 

капельки масла эмульсии o/w заключают в себе небольшие капли воды, составляют эмульсию w/o/w. 

Точно так же система капель масла, заключенных в глобулы воды, стабилизированные в маслянистой 

непрерывной фазе, образует эмульсию o/w/o. 

Эмульсии характеризуются малой или нулевой термодинамической стабильностью. Часто дисперс-

ную или прерывистую фазу эмульсии хорошо диспергируют во внешней или непрерывной фазе и под-

держивают в таком виде за счет эмульгаторов или вязкости состава. Другие способы стабилизации 

эмульсий включают использование эмульгаторов, которые могут быть включены в любую фазу эмуль-

сии. Эмульгаторы можно разделить на четыре категории: синтетические поверхностно-активные вещест-

ва, природные эмульгаторы, абсорбирующие основы и мелкодисперсные твердые вещества (см., напри-

мер Ansel's Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery Systems, Allen, L.V., Popovich N.G., and Ansel 

H.C., 2004, Lippincott Williams & Wilkins (8th ed.), New York, NY; Idson, in Pharmaceutical Dosage Forms, 

Lieberman, Rieger and Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., volume 1, p. 199). 

Синтетические сурфактанты, также известные как поверхностно-активные вещества, нашли широ-

кое применение в составе эмульсий и были рассмотрены в литературе (см., например, Ansel's Pharmaceu-

tical Dosage Forms and Drug Delivery Systems, Allen, L.V., Popovich N.G., and Ansel H.C., 2004, Lippincott 

Williams & Wilkins (8th ed), New York, NY; Rieger, in Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger and 

Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., volume I, p. 285; Idson, in Pharmaceutical Dosage 

Forms, Lieberman, Rieger and Banker (Eds.), Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., 1988, volume 1, p. 199). 

Поверхностно-активные вещества обычно являются амфифильными и содержат гидрофильную и гидро-

фобную части. Соотношение гидрофильной и гидрофобной природы поверхностно-активного вещества 

было названо гидрофильно-липофильным балансом (HLB), таковое является ценным инструментом для 

классификации и выбора поверхностно-активных веществ при приготовлении составов. Поверхностно-

активные вещества можно разделить на различные классы в зависимости от природы гидрофильной 

группы: неионогенные, анионогенные, катионогенные и амфотерные (см., например, Ansel's Pharmaceuti-

cal Dosage Forms and Drug Delivery Systems, Allen, L.V., Popovich N.G., and Ansel H.C., 2004, Lippincott 

Williams & Wilkins (8th ed.), New York, N.Y. Rieger, in Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger and 

Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., volume 1, p. 285). 

Большое разнообразие неэмульгирующих материалов также может включатся в рецептуры эмуль-

сий для преобразования свойств эмульсий. К ним относятся жиры, масла, воски, жирные кислоты, жир-

ные спирты, сложные эфиры жирных кислот, увлажнители, гидрофильные коллоиды, консерванты и ан-

тиоксиданты (Block, in Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger and Banker (Eds.), 1988, Marcel 

Dekker, Inc., New York, N.Y., volume 1, p. 335; Idson, in Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger 
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and Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., volume 1, p. 199). 

Применение составов эмульсий дерматологическим, пероральным и парентеральным путями, а 

также способы их изготовления были рассмотрены в литературе (см., например, Ansel's Pharmaceutical 

Dosage Forms and Drug Delivery Systems, Allen, L.V., Popovich N.G., and Ansel H.C., 2004, Lippincott Wil-

liams & Wilkins (8th ed), New York, NY; Idson, in Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger and 

Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., volume 1, p. 199). 

II. Микроэмульсии. 

В одном варианте осуществления настоящего изобретения композиции иРНК и нуклеиновых ки-

слот готовят в виде микроэмульсий. Микроэмульсия может быть определена как система воды, масла и 

амфифильного соединения, представляющая собой единый оптически изотропный и термодинамически 

стабильный жидкий раствор (см., например, Ansel's Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery Sys-

tems, Allen, L.V., Popovich N.G., and Ansel H.C., 2004, Lippincott Williams & Wilkins (8th ed), New York, 

NY; Rosoff, in Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger and Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., 

New York, NY., volume 1, p. 245). Обычно микроэмульсии представляют собой системы, которые полу-

чают сначала путем диспергирования масла в водном растворе поверхностно-активного вещества, и по-

следующего добавления достаточного количества четвертого компонента, обычно спирта со средней 

длиной цепи, для образования прозрачной системы. Таким образом, микроэмульсии также были описаны 

как термодинамически стабильные, изотропно чистые дисперсии двух несмешивающихся жидкостей, 

стабилизированых межфазными пленками поверхностно-активных молекул (Leung and Shah, in: Con-

trolled Release of Drugs: Polymers and Aggregate Systems, Rosoff, M., Ed, 1989, VCH Publishers, New York, 

pages 185-215). 

III. Микрочастицы. 

иРНК по изобретению может быть включена в частицу, например микрочастицу. Микрочастицы 

могут быть получены распылительной сушкой или другими способами, включая лиофилизацию, выпа-

ривание, сушку в псевдоожиженном слое, вакуумную сушку или комбинацию этих методов. 

IV. Усилители проникновения в клетку. 

В одном варианте осуществления в настоящем изобретении используются различные усилители 

проникновения для осуществления эффективной доставки нуклеиновых кислот, в частности иРНК, в ко-

жу животных. Большинство лекарств присутствуют в растворе как в ионизированной, так и в неионизи-

рованной формах. Однако, обычно только жирорастворимые или липофильные препараты легко прони-

кают через клеточные мембраны. Было обнаружено, что даже нелипофильные лекарственные средства 

могут проникать через клеточные мембраны, если мембрана, которую необходимо преодолеть, обрабо-

тана усилителем проникновения. Помимо содействия диффузии нелипофильных препаратов через кле-

точные мембраны, усилители проникновения также повышают проницаемость липофильных препаратов. 

Усилители проникновения можно отнести к одной из пяти широких категорий, т.е. поверхностно-

активные вещества, жирные кислоты, соли желчных кислот, хелатирующие агенты и вещества, не яв-

ляющиеся хелатирующими агентами или поверхностно-активными веществами (см., например, 

Malmsten, M. Surfactants and polymers in drug delivery, Informa Health Care, New York, NY, 2002; Lee et al., 

Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1991, p.92). Каждый из вышеупомянутых классов 

усилителей проникновения, а также применение таковых в производстве фармацевтических композиций 

и доставке фармацевтических агентов хорошо известны в данной области техники. 

v. Эксципиенты. 

В отличие от соединения-носителя "фармацевтический носитель" или "эксципиент" представляет 

собой фармацевтически приемлемый растворитель, суспендирующий агент или любой другой фармако-

логически инертный носитель для доставки одной или нескольких нуклеиновых кислот животному. Экс-

ципиент может быть жидким или твердым, эксципиент выбирают с учетом запланированного способа 

введения, чтобы обеспечить желаемый объем, консистенцию и т. д. при объединении с нуклеиновой ки-

слотой и другими компонентами данной фармацевтической композиции. Такие агенты хорошо известны 

в данной области техники. 

vi. Другие компоненты. 

Композиции по настоящему изобретению могут дополнительно содержать другие вспомогательные 

компоненты, обычно присутствующие в фармацевтических композициях, в пределах их использования, 

установленных в данной области техники. Так, например, композиции могут содержать дополнительные, 

совместимые, фармацевтически активные вещества, такие как, например, противозудные средства, вя-

жущие средства, местные анестетики или противовоспалительные средства, или могут содержать допол-

нительные вещества, пригодные для физического приготовления различных лекарственных форм компо-

зиций по настоящему изобретению, такие как красители, ароматизаторы, консерванты, антиоксиданты, 

замутнители, загустители и стабилизаторы. Однако, такие материалы при добавлении не должны чрез-

мерно мешать биологической активности компонентов композиций по настоящему изобретению. Препа-

раты можно стерилизовать и, при желании, смешивать со вспомогательными агентами, например, смазы-

вающими веществами, консервантами, стабилизаторами, смачивающими агентами, эмульгаторами, со-

лями для воздействия на осмотическое давление, буферами, красителями, ароматизаторами или арома-
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тическими веществами и т.п., которые не приводят к нежелательному взаимодействию с нуклеиновой 

кислотой(ами) состава. 

Водные суспензии могут содержать вещества, повышающие вязкость суспензии, включая, напри-

мер, карбоксиметилцеллюлозу натрия, сорбит или декстран. Суспензия также может содержать стабили-

заторы. 

В некоторых вариантах осуществления фармацевтические композиции, представленные в изобре-

тении, включают (а) одну или более иРНК и (b) один или более агентов, которые действуют по механиз-

му, отличному от иРНК, и которые применимы для лечения расстройств, связанных с PNPLA33, напри-

мер NAFLD. 

Токсичность и профилактическая эффективность таких соединений могут быть определены стан-

дартными фармацевтическими процедурами на культурах клеток или экспериментальных животных, 

например, для определения LD50 (доза, летальная для 50% населения) и ED50 (доза, профилактически 

эффективная для 50% населения). Соотношение доз между токсическим и терапевтическим эффектами 

является терапевтическим индексом и может быть выражено как отношение LD50/ED50. Соединения, 

имеющие высокие терапевтические индексы, являются предпочтительными. 

Данные, полученные в результате анализов клеточных культур и исследований на животных, могут 

быть использованы при определении диапазона дозировок для применения у людей. Дозировка компози-

ций, представленных здесь в изобретении, обычно находится в диапазоне циркулирующих концентра-

ций, включающих ED50, предпочтительно ED80 или ED90, с небольшой токсичностью или без нее. До-

зировка может варьироваться в пределах этого диапазона в зависимости от используемой лекарственной 

формы и используемого пути введения. Для любого соединения, используемого в способах, представ-

ленных в изобретении, профилактически эффективная доза может быть первоначально оценена при ана-

лизе клеточных культур. Доза может быть составлена для использования на животных моделях для дос-

тижения диапазона концентраций соединения в циркулирующей плазме или, при необходимости, кон-

центраций полипептидного продукта целевой последовательности (например, для достижения снижен-

ной концентрации полипептида), с учетом IC50 (т.е. концентрация испытуемого соединения, при кото-

рой достигается полумаксимальное ингибирование симптомов) или для достижения более высоких уров-

ней ингибирования, определенных в клеточной культуре. Такая информация может быть использована 

для более точного определения используемых доз для человека. Уровни в плазме можно измерить, на-

пример, с помощью высокоэффективной жидкостной хроматографии. 

В дополнение к способам иРНК введения, как обсуждалось выше, иРНК, представленные в изобре-

тении, можно вводить в комбинации с другими известными агентами, используемыми для профилактики 

или лечения расстройства, связанного с PNPLA3, например, NAFLD. В любом случае лечащий врач мо-

жет регулировать количество и время введения иРНК на основе результатов, наблюдаемых при исполь-

зовании стандартных показателей эффективности, известных в данной области техники или описанных в 

настоящем изобретении. 

VI. Способы ингибирования экспрессии PNPLA3. 

Настоящее изобретение также относится к способам ингибирования экспрессии гена PNPLA3 в 

клетке. Способы включают приведение клетки в контакт с ИРНК агентом, например агентом двухцепо-

чечной РНК, в количестве, эффективном для ингибирования экспрессии PNPLA3 в клетке, что приводит 

к ингибированию экспрессии PNPLA3 в клетке. 

Контактирование клетки с иРНК, например двухцепочечным РНК агентом, может осуществляться 

in vitro или in vivo. Контактирование клетки in vivo с иРНК включает контактирование клетки или груп-

пы клеток субъекта, например человека, с иРНК. Также возможны комбинации способов контакта с 

клеткой in vitro и in vivo. Контакт с клеткой может быть прямым или косвенным, как обсуждалось выше. 

Кроме того, контактирование с клеткой может быть осуществлено посредством нацеливающего лиганда, 

включая любой лиганд, описанный в настоящем изобретении или известный в данной области техники. 

В предпочтительных вариантах осуществления нацеливающий лиганд представляет собой углеводную 

группу, например, лиганд GalNAc3 или любой другой лиганд, направляющий иРНК агент в представ-

ляющий интерес сайт. 

Используемый здесь термин "ингибирование" используется взаимозаменяемо с терминами "умень-

шение", "сайленсинг", "снижение уровня регуляции", "подавление" и другими подобными терминами и 

включает любой уровень ингибирования. 

Фраза "ингибирование экспрессии PNPLA3" предназначена для обозначения ингибирования экс-

прессии любого гена PNPLA3 (например, гена PNPLA3 3 мыши, гена PNPLA3 крысы, гена PNPLA3 обе-

зьяны или гена PNPLA3 человека), а также вариантов или мутантов гена PNPLA3. Таким образом, ген 

PNPLA3 может быть геном PNPLA3 дикого типа, мутантным геном PNPLA3 или трансгенным геном 

PNPLA3 в контексте генетически модифицированной клетки, группы клеток или организма. 

"Ингибирование экспрессии гена PNPLA3" включает любой уровень ингибирования гена PNPLA3, 

например, по меньшей мере, частичное подавление экспрессии гена PNPLA3. Экспрессию гена PNPLA3 

можно оценивать на основе уровня или изменения уровня любой переменной, связанной с экспрессией 

гена PNPLA3, например, уровня мРНК PNPLA3 или уровня белка PNPLA3. Этот уровень можно оценить 
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в отдельной клетке или в группе клеток, включая, например, образец, полученный от субъекта. Понятно, 

что PNPLA3 экспрессируется преимущественно в печени, а также в головном мозге, желчном пузыре, 

сердце и почках и присутствует в кровотоке. 

Ингибирование можно оценить по снижению абсолютного или относительного уровня одной или 

нескольких переменных, связанных с экспрессией PNPLA3, по сравнению с контрольным уровнем. Кон-

трольный уровень может представлять собой контрольный уровень любого типа, который используется в 

данной области, например, исходный уровень перед введением дозы или уровень, определенный на ана-

логичном субъекте, клетке или образце, которые не подвергались лечению или подвергались обработке 

контролем (таким как, например, буфер или неактивный агент). 

В некоторых вариантах осуществления способов по изобретению экспрессия гена PNPLA3 ингиби-

руется по меньшей мере на 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90 или 95% или находится ниже уровня обнару-

жения анализа. В предпочтительных вариантах экспрессия PNPLA3 гена ингибируется не менее чем на 

70%. Также понятно, что может быть желательным ингибирование экспрессии PNPLA3 в определенных 

тканях, например, в печени, без значительного ингибирования экспрессии в других тканях, например, 

мозге. В предпочтительных вариантах осуществления уровень экспрессии определяют с использованием 

метода анализа, представленного в примере 2, с концентрацией 10 нМ siPHK в клеточной линии соответ-

ствующих видов. 

В некоторых вариантах осуществления ингибирование экспрессии in vivo определяется нокдауном 

человеческого гена у грызунов, экспрессирующих человеческий ген, например у мыши, инфицированной 

AAV, экспрессирующей человеческий целевой ген (т.е. PNPLA3), например при введении однократной 

дозы, например 3 мг/кг при максимуме экспрессии РНК. Нокдаун экспрессии эндогенного гена в живот-

ных моделях также можно определить, например, после введения однократной дозы, например 3 мг/кг, 

на самом низком уровне экспрессии РНК. Такие системы применимы, когда последовательности нуклеи-

новых кислот гена человека и гена модельного животного достаточно близки, так что иРНК человека 

обеспечивает эффективный нокдаун гена модельного животного. Экспрессию РНК в печени определяют 

с использованием методов ПЦР, представленных в примере 2. 

Ингибирование экспрессии гена PNPLA3 может проявляться снижением количества мРНК, экс-

прессируемой первой клеткой или группой клеток (такие клетки могут присутствовать, например, в об-

разце, полученном от субъекта), в котором PNPLA3 ген транскрибируется и который подвергался или 

подвергался лечению (например, путем контакта клетки или клеток с иРНК по изобретению или путем 

введения иРНК по изобретению субъекту, в котором клетки присутствуют или присутствовали), так что 

экспрессия гена PNPLA3 ингибируется по сравнению со второй клеткой или группой клеток, по сущест-

ву идентичных первой клетке или группе клеток, но которые не подвергались обработке вообще или не 

подвергались конкретной обработке (контрольные клетки, не обработанные иРНК или не обработанные 

иРНК, нацеленной на интересующий ген). В предпочтительных вариантах осуществления ингибирова-

ние оценивают по способу, представленному в примере 2, с использованием концентрации 10 нМ siPHK 

в клеточной линии подходящего вида и определением уровня мРНК в обработанных клетках в процентах 

от уровня мРНК в контрольных клетках по следующей формуле: 

 
В других вариантах осуществления ингибирование экспрессии гена PNPLA3 можно оценивать по 

снижению параметра, функционально связанного с экспрессией гена PNPLA3, например уровня белка 

PNPLA3 в крови или сыворотке субъекта. Сайленсинг гена PNPLA3 можно определить в любой клетке, 

экспрессирующей PNPLA3, как эндогенной, так и гетерологичной, с использованием экспрессионной 

конструкции и с помощью любого анализа, известного в данной области техники. 

Ингибирование экспрессии белка PNPLA3 может проявляться снижением уровня белка PNPLA3, 

который экспрессируется клеткой или группой клеток в исследуемом образце (например, уровень белка 

в образце крови, полученном от субъекта. Как объяснялось выше, для оценки подавления мРНК ингиби-

рование уровня экспрессии белка в обработанной клетке или группе клеток может быть аналогичным 

образом выражено в процентах от уровня белка в контрольной клетке или группе клеток, или изменение 

в уровне белка в исследуемом образце, например крови или полученной из нее сыворотке. 

Контрольная клетка, группа клеток или образец субъекта, которые можно использовать для оценки 

ингибирования экспрессии гена PNPLA3, включают клетку, группу клеток или образец субъекта, не кон-

тактировавшими с РНКи агентом по изобретению. Например, контрольная клетка, группа клеток или 

образец субъекта могут быть получены от отдельного субъекта (например, человека или животного) до 

лечения субъекта РНКи агентом или соответствующим образом подобранным популяционным контро-

лем. 

Уровень мРНК PNPLA3, который экспрессируется клеткой или группой клеток, может быть опре-

делен с использованием любого известного в данной области метода оценки экспрессии мРНК. В одном 

варианте осуществления уровень экспрессии PNPLA3 в образце определяют путем обнаружения транс-

крибируемого полинуклеотида или его части, например, мРНК гена PNPLA3. РНК можно экстрагировать 

из клеток с использованием методов выделения РНК, включая, например, экстракцию кислым фено-
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лом/гуанидинизотиоцианатом (RNAzol В; Biogenesis), или используя наборы РНК RNeasy (Qiagen) 

или PAXgene (PreAnalytix, Switzerland). Типичные форматы анализов, использующих гибридизацию 

рибонуклеиновой кислоты, включают ядерные анализы (nuclear run-on assays), RT-PCR, анализы защиты 

от РНКаз, нозерн-блоттинг, гибридизацию in situ и микрочиповый анализ (microarray). 

В некоторых вариантах осуществления уровень экспрессии PNPLA3 определяют с помощью зонда 

нуклеиновой кислоты. Термин "зонд", используемый в настоящем изобретении, относится к любой мо-

лекуле, которая способна избирательно связываться со специфическим PNPLA3. Зонды могут быть син-

тезированы специалистом в данной области или получены из соответствующих биологических препара-

тов. Зонды могут быть специально разработаны для маркировки. Примеры молекул, которые можно ис-

пользовать в качестве зондов, включают, без ограничения таковыми, РНК, ДНК, белки, антитела и орга-

нические молекулы. 

Выделенную мРНК можно использовать в анализах гибридизации или амплификации, которые 

включают, помимо прочего, саузерн- или нозерн-блоттинг анализы, анализы полимеразной цепной реак-

ции (ПЦР) и анализы с использованием наборов зондов. Один из способов определения уровней мРНК 

включает контактирование выделенной мРНК с молекулой нуклеиновой кислоты (зондом), способной 

гибридизоваться с мРНК PNPLA3. В одном варианте осуществления мРНК иммобилизуют на твердой 

поверхности и приводят в контакт с зондом, например, путем обработки выделенной мРНК на агарозном 

геле и переноса мРНК из геля на мембрану, такую как нитроцеллюлоза. В альтернативном варианте осу-

ществления зонд(ы) иммобилизуют на твердой поверхности, и мРНК контактирует с зондом(ами), на-

пример, в матрице генных чипов Affymetrix. Квалифицированный специалист может легко адаптиро-

вать известные способы обнаружения мРНК для использования с целью определении уровня мРНК 

PNPLA3. 

Альтернативные методы определения уровня экспрессии PNPLA3 в образце включают процесс ам-

плификации нуклеиновой кислоты или обратной транскриптазы (для получения кДНК) например, мРНК 

в образце, например, с помощью RT-PCR (экспериментальный вариант осуществления изложен в Mullis, 

1987, U.S. Patent No. 4,683,202), лигазную цепную реакцию (Barany (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 

88:189-193), самоподдерживающуюся репликацию последовательности (Guatelli et al. (1990) Proc. Natl , 

Acad. Sci. USA 87:1874-1878), систему амплификации транскрипции (Kwoh et al. (1989) Proc. Natl. Acad. 

Sci. USA 86:1173-1177), Q-Beta репликазу (Lizardi etal. (Lizardi et al.) 1988) Bio/Technology 6:1197), реп-

ликацию по типу катящегося кольца ((Lizardi et al., U.S. Patent No. 5854033) или любой другой метод ам-

плификации нуклеиновых кислот с последующим обнаружением амплифицированных молекул с ис-

пользованием методов, хорошо известных специалистам в данной области техники. Эти схемы обнару-

жения особенно полезны для обнаружения молекул нуклеиновых кислот, если такие молекулы присутст-

вуют в очень небольшом количестве. В конкретных аспектах изобретения уровень экспрессии PNPLA3 

определяют с помощью количественной флуорогенной RT-PCR (т.е. системы TaqMan). В предпочти-

тельных вариантах осуществления уровень экспрессии определяют способом, представленным в Приме-

ре 2, с использованием, например, концентрации 10 нМ siPHK в клеточной линии соответствующего ви-

да. 

Уровни экспрессии мРНК PNPLA3 можно контролировать с помощью мембранного блоттинга (на-

пример, используемого в анализе гибридизации, такого как нозерн, саузерн, дот (точечного) и т.п.) или 

микролунок, пробирок для образцов, гелей, гранул или волокон (или любой твердой подложки, содер-

жащей связанные нуклеиновые кислоты). См. патенты США № 5770722, 5874219, 5744305, 5677195 и 

5445934, содержание которых включено в настоящее описание посредством ссылки. Определение уровня 

экспрессии PNPLA3 также может включать использование зондов нуклеиновых кислот в растворе. 

В предпочтительных вариантах осуществления уровень экспрессии мРНК оценивают с использова-

нием анализов разветвленной ДНК (bDNA) или ПЦР в реальном времени (qPCR). Использование этих 

способов описано и проиллюстрировано в примерах, представленных здесь. В предпочтительных вари-

антах осуществления уровень экспрессии определяют способом, представленным в примере 2, с исполь-

зованием концентрации 10 нМ siPHK в клеточной линии подходящего вида. 

Уровень экспрессии белка PNPLA3 можно определить с использованием любого известного в дан-

ной области метода измерения уровней белка. Такие методы включают, например, электрофорез, капил-

лярный электрофорез, высокоэффективную жидкостную хроматографию (HPLC), тонкослойную хрома-

тографию (TLC), гипердиффузионную хроматографию, жидкостные или гелевые реакции преципитации, 

абсорбционную спектроскопию, колориметрические анализы, спектрофотометрические анализы, про-

точную цитометрию, иммунодиффузию (одинарную или двойную), иммуноэлектрофорез, вестерн-

блоттинг, радиоиммуноанализ (RIA), твердофазный иммуноферментный анализ (ELISA), иммунофлуо-

ресцентный анализ, электрохемилюминесцентный анализ и т.п. 

В некоторых вариантах осуществления эффективность способов по изобретению оценивают по 

снижению уровня мРНК или белка PNPLA3 (например, в биопсии печени). 

В некоторых вариантах осуществления способов по изобретению иРНК вводят субъекту таким об-

разом, что иРНК доставляется в конкретный участок внутри субъекта. Ингибирование экспрессии 
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PNPLA3 можно оценить с помощью измерений уровня или по изменению уровня мРНК PNPLA3 или 

белка PNPLA3 в образце, полученном из жидкости или ткани из определенного участка тела субъекта 

(например, печени или крови). 

Используемые здесь термины "обнаружение или определение уровня анализируемого вещества" 

означают выполнение стадий для определения наличия материала, например, белка, РНК. Используемые 

здесь способы обнаружения или определения включают обнаружение или определение уровня аналита, 

который ниже уровня обнаружения для используемого метода. 

VII. Способы профилактики и лечения согласно изобретению. 

Настоящее изобретение также относится к способам применения иРНК по изобретению или компо-

зиции, содержащей иРНК по изобретению, для ингибирования экспрессии PNPLA3, что предотвращает 

или способствует лечению PNPLA3-ассоциированного заболевания, такого как жировая дистрофия пече-

ни (стеатоз), неалкогольный стеатогепатит (NASH), цирроз печени, накопление жира в печени, воспале-

ние печени, гепатоцеллюлярный некроз, фиброз печени, ожирение или неалкогольная жировая болезнь 

печени (NAFLD). В способах по изобретению клетка может контактировать с siPHK in vitro или in vivo, 

т.е. клетка может находиться внутри субъекта. 

Клетка, подходящая для лечения с использованием способов по изобретению, может быть любой 

клеткой, экспрессирующей ген PNPLA3, например, клеткой печени, клеткой головного мозга, клеткой 

желчного пузыря, клеткой сердца или клеткой почки, но предпочтительно является клеткой печени. 

Клеткой, подходящей для применения в способах по изобретению, может быть клетка млекопитающего, 

например, клетка примата (такая как человеческая клетка, включая человеческую клетку химерного жи-

вотного, отличного от человека, или клетка примата, отличного от человека, например, клетка обезьяны 

или клетка шимпанзе), или клетка млекопитающего, не являющегося приматом. В некоторых вариантах 

осуществления клетка представляет собой клетку человека, например клетку печени человека. В спосо-

бах по изобретению экспрессия PNPLA3 ингибируется в клетке по меньшей мере на 50, 55, 60, 65, 70, 75, 

80, 85, 90 или 95% или до уровня ниже уровня обнаружения анализа. 

Способы in vivo по изобретению могут включать введение субъекту композиции, содержащей 

иРНК, где иРНК включает нуклеотидную последовательность, комплементарную по меньшей мере части 

РНК-транскрипта гена PNPLA3 млекопитающего, которому вводится РНКи агент. Композицию можно 

вводить любыми способами, известными в данной области техники, включая, без ограничения таковыми, 

пероральный, внутрибрюшинный или парентеральный пути, внутричерепной (например, внутрижелу-

дочковый, интрапаренхиматозный и интратекальный), внутривенный, внутримышечный, подкожный, 

трансдермальный, дыхательный (аэрозольный) и назальный пути, а также ректальное и местное (включая 

трансбуккальное и подъязычное) введение. В некоторых вариантах осуществления композиции вводят 

путем внутривенной инфузии или инъекции. В некоторых вариантах осуществления композиции вводят 

путем подкожной инъекции. В некоторых вариантах осуществления композиции вводят путем внутри-

мышечной инъекции. 

В одном аспекте настоящее изобретение также относится к способы ингибирования экспрессии ге-

на PNPLA3 у млекопитающего. Способы включают введение млекопитающему композиции, содержа-

щей дсРНК, нацеленную на ген PNPLA3 в клетке млекопитающего, и поддержание млекопитающего в 

течение времени, достаточного для деградации транскрипта мРНК гена PNPLA3, что приводит к ингиби-

рованию экспрессии гена PNPLA3 в клетке. Снижение экспрессии генов можно оценить любыми спосо-

бами, известными в данной области техники, например, с помощью qRT-PCR, описанной здесь, напри-

мер, в примере 2. Снижение продукции белка можно оценить любыми способами, известными в данной 

области техники, например методом ELISA. В некоторых вариантах осуществления образец пункцион-

ной биопсии печени служит тканевым материалом для мониторинга снижения экспрессии гена PNPLA3 

или белка такового. В других вариантах осуществления образец крови служит образцом субъекта для 

мониторинга снижения экспрессии белка PNPLA3. 

Настоящее изобретение дополнительно обеспечивает способы лечения нуждающегося в этом субъ-

екта, например, субъекта, у которого диагностировано расстройство, связанное с PNPLA3, такое как жи-

ровая дистрофия печени (стеатоз), неалкогольный стеатогепатит (NASH), цирроз печени, накопление 

жира в печени, воспаление печени, гепатоцеллюлярный некроз, фиброз печени, ожирение или неалко-

гольная жировая болезнь печени (NAFLD). 

Настоящее изобретение дополнительно обеспечивает способы профилактики у субъекта, нуждаю-

щегося в этом. Способы лечения по изобретению включают введение иРНК по изобретению субъекту, 

например, субъекту, у которого было бы полезно снижение экспрессии PNPLA3, в профилактически эф-

фективном количестве иРНК, нацеленной на ген PNPLA3, или фармацевтической композиции, содержа-

щей иРНК, нацеленной на ген PNPLA3. 

В одном аспекте настоящее изобретение относится к способам лечения субъекта, имеющего рас-

стройство, при котором было бы полезно снижение экспрессии PNPLA3, например, заболевание, связан-

ное с PNPLA3, такое как хроническое фиброзно-воспалительное заболевание печени (например, рак, на-

пример, гепатоцеллюлярная карцинома, неалкогольный стеатогепатит (NASH), цирроз печени, воспале-

ние печени, гепатоцеллюлярный некроз, фиброз печени и неалкогольная жировая болезнь печени 
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(NAFLD). В одном варианте осуществления хроническое фиброзно-воспалительное заболевание печени 

представляет собой NASH. 

В одном аспекте настоящее изобретение относится к двухцепочечную рибонуклеиновую кислоту 

(дсРНК) по изобретению для применения в способе лечения субъекта, имеющего расстройство, при ко-

тором было бы полезно снижение экспрессии белка 3, содержащего пататин-подобный фосфолипазный 

домен (PNPLA3). 

В другом аспекте настоящее изобретение относится к двухцепочечную рибонуклеиновую кислоту 

(дсРНК) по изобретению для применения в способе предотвращения по меньшей мере одного симптома 

у субъекта, страдающего расстройством, при котором было бы полезно уменьшить экспрессию белка 3, 

содержащего пататин-подобный фосфолипазный домен (PNPLA3). 

В одном аспекте настоящее изобретение относится к применению двухцепочечной рибонуклеино-

вой кислоты (дсРНК) по изобретению в производстве лекарственного средства для лечения субъекта, 

страдающего расстройством, для которого было бы полезно снижение экспрессию белка 3, содержащего 

пататин-подобный фосфолипазный домен (PNPLA3). 

В другом аспекте настоящее изобретение относится к применению двухцепочечной рибонуклеино-

вой кислоты (дсРНК) по изобретению в производстве лекарственного средства для предотвращения по 

меньшей мере одного симптома у субъекта, страдающего заболеванием, при котором было бы полезно 

уменьшить экспрессию белка 3, содержащего пататин-подобный фосфолипазный домен (PNPLA3). 

В одном варианте осуществления лекарственное средство предназначено для введения в дозе от 

приблизительно 0,01 мг/кг до приблизительно 50 мг/кг. В одном варианте осуществления лекарственное 

средство предназначено для подкожного введения. 

В одном варианте осуществления расстройство представляет собой PNPLA3-ассоциированное за-

болевание. 

В одном варианте осуществления ассоциированное с PNPLA3 заболевание выбрано из группы, со-

стоящей из жировой дистрофии печени (стеатоза), неалкогольного стеатогепатита (NASH), цирроза пе-

чени, накопления жира в печени, воспаления печени, гепатоцеллюлярного некроза, фиброза печени, 

ожирения или неалкогольной жировой болезни печени (NAFLD). 

Используемый здесь термин "неалкогольная жировая болезнь печени", используемый взаимозаме-

няемо с термином "NAFLD", относится к заболеванию, определяемому наличием макрососудистого сте-

атоза при приеме внутрь менее 20 г алкоголя в день. NAFLD является наиболее распространенным забо-

леванием печени в Соединенных Штатах и обычно ассоциируется с резистентностью к инсули-

ну/сахарным диабетом 2 типа и ожирением. NAFLD проявляется стеатозом, стеатогепатитом, циррозом 

печени и иногда гепатоцеллюлярной карциномой. Обзор NAFLD см. в Tolman and Dalpiaz (2007) Ther. 

Clin. Risk. Manag., 3(6):1153-1163, полное содержание которого включено в настоящее описание посред-

ством ссылки. 

Используемые здесь термины "стеатоз", "стеатоз печени" и "жировая болезнь печени" относятся к 

накоплению триглицеридов и других жиров в клетках печени. 

Используемый здесь термин "неалкогольный стеатогепатит" или "NASH" относится к воспалению 

печени и повреждению, вызванному накоплением жира в печени. NASH принадлежит к группе заболе-

ваний, относящихся к неалкогольной жировой болезни печени (NAFLD). NASH напоминает алкоголь-

ную болезнь печени, но возникает у людей, которые употребляют мало алкоголя или вообще не употреб-

ляют его. Основным признаком NASH является накопление жира в печени, а также воспаление и повре-

ждение таковой. Большинство людей с NASH чувствуют себя хорошо и не подозревают, что у них про-

блемы с печенью. Тем не менее, NASH может протекать тяжело и приводить к циррозу, при котором 

печень необратимо повреждена и покрыта рубцами и больше не способна нормально функционировать. 

NASH обычно сначала подозревают у человека, у которого обнаруживают повышение показателей пече-

ночных тестов, включенных в рутинные анализы крови, таких как аланинаминотрансфераза (АЛТ) или 

аспартатаминотрансфераза (ACT). Если дальнейшая оценка не находит очевидной причины заболевания 

печени (такой как прием лекарств, вирусный гепатит или чрезмерное употребление алкоголя) и если 

рентгенография или визуализирующие исследования печени выявляют жир, то подозревается NASH. 

Единственным средством подтверждения диагноза NASH и отличения его от простой жировой дистро-

фии печени является биопсия печени. 

Используемый здесь термин "цирроз", определяемый гистологически, представляет собой диффуз-

ный печеночный процесс, характеризующийся фиброзом и преобразованием нормальной архитектуры 

печени в структурно аномальные узелки. 

иРНК по изобретению можно вводить в виде "свободной иРНК". Свободную иРНК вводят в отсут-

ствие фармацевтической композиции. Свободная иРНК может находиться в подходящем буферном рас-

творе. Буферный раствор может содержать ацетат, цитрат, проламин, карбонат или фосфат или любую 

комбинацию таковых. В одном варианте осуществления буферный раствор представляет собой забуфе-

ренный фосфатом физиологический раствор (PBS). рН и осмолярность буферного раствора, содержащего 

иРНК, можно отрегулировать таким образом, чтобы он подходил для введения субъекту. 

Альтернативно, иРНК по изобретению можно вводить в виде фармацевтической композиции, такой 



047519 

- 80 - 

как липосомальная композиция дсРНК. 

Субъекты, которым было бы полезно ингибирование экспрессии гена PNPLA3, являются субъекта-

ми, предрасположенными к PNPLA3-ассоциированному расстройству или с диагнозом такового, напри-

мер, с диагнозом: жировая дистрофия печени (стеатоз), неалкогольный стеатогепатит (NASH), цирроз 

печени, накопление жира в печени, воспаление печени, гепатоцеллюлярный некроз, фиброз печени, ожи-

рение или неалкогольная жировая болезнь печени (NAFLD). 

В одном варианте осуществления способ включает введение композиции, представленной в на-

стоящем изобретении, таким образом, что экспрессия гена-мишени PNPLA3 снижается, например, при-

близительно на 1, 2, 3, 4, 5, 6, 1-6, 1-3 или 3-6 месяцев после введения дозы. В некоторых вариантах осу-

ществления композицию вводят один раз каждые 3-6 месяцев. 

Предпочтительно, иРНК, пригодные для способов и композиций, описанных в настоящем изобре-

тении, нацелены конкретно на РНК (первичные или процессированные) гена-мишени PNPLA3. Компо-

зиции и способы ингибирования экспрессии этих генов с помощью иРНК могут быть предварительно 

подобраны и выполнены, как описано здесь. 

Введение иРНК в соответствии со способами по изобретению может привести к предупреждению 

или лечению PNPLA3-ассоциированного расстройства, например, жировой дистрофии печени (стеатоза), 

неалкогольного стеатогепатита (NASH), цирроза печени, накопления жира в печени, воспаления печени, 

гепатоцеллюлярного некроза, фиброза печени, ожирения или неалкогольной жировой болезни печени 

(NAFLD). 

Субъектам можно вводить терапевтическое количество иРНК, такое как приблизительно от 0,01 

мг/кг до приблизительно 200 мг/кг. 

иРНК предпочтительно вводят подкожно, т.е. путем подкожной инъекции. Для доставки желаемой 

дозы иРНК субъекту можно использовать одну или более инъекций. Инъекции можно повторять в тече-

ние определенного периода времени. 

Введение можно повторять на регулярной основе. В некоторых вариантах осуществления после 

осуществления начальной схемы лечения лечение можно проводить реже. Регламент повторных доз мо-

жет включать введение терапевтического количества иРНК на регулярной основе, например, от одного 

раза в месяц до одного раза в год. В некоторых вариантах осуществления иРНК вводят приблизительно 

от одного раза в месяц до приблизительно одного раза в три месяца или приблизительно от одного раза в 

три месяца до приблизительно одного раза в шесть месяцев. 

Изобретение дополнительно обеспечивает способы и применение агента иРНК или фармацевтиче-

ской композиции такового для лечения субъекта, для которого было бы полезно снижение и/или ингиби-

рование экспрессии гена PNPLA3, например для субъекта, страдающего заболеванием, связанным с 

PNPLA3, в комбинации с другими фармацевтическими препаратами и/или другими терапевтическими 

методами, например, с использованием известных фармацевтических препаратов и/или известных тера-

певтических методов, таких как, например, те, которые в настоящее время применяются для лечения 

этих заболеваний. 

Соответственно, в некоторых аспектах изобретения способы и применения, включающие только 

иРНК агент по изобретению, дополнительно включают введение субъекту одного или более дополни-

тельных терапевтических средств. 

Средство иРНК и дополнительное терапевтическое средство и/или лечение можно вводить одно-

временно и/или в одной и той же комбинации, например, парентерально, или дополнительное терапевти-

ческое средство можно вводить как часть отдельной композиции или в разное время и /или другим спо-

собом, известным в данной области техники или описанным здесь. 

Примеры дополнительных терапевтических средств включают те, которые, как известно, лечат ги-

пертриглицеридемию и другие заболевания, которые вызваны гипертриглицеридемией, связаны с ней 

или являются ее следствием. Примеры таких агентов включают, без ограничения таковыми, ингибитор 

HMG-CoA-редуктазы (например, статин), фибрат, секвестрант желчных кислот, никотиновую кислоту, 

антиагрегант, ингибитор ангиотензинпревращающего фермента, антагонист рецептора ангиотензина II, 

например, лозартан калия, такой как Cozaar компании Merck & Co.), ингибитор ацил-КоА-холестерин-

ацетилтрансферазы (АСАТ), ингибитор абсорбции холестерина, ингибитор белка-переносчика сложного 

эфира холестерина (СЕТР), ингибитор микросомального белка-переносчика триглицеридов (МТТР), мо-

дулятор холестерина, модулятор желчных кислот, агонист рецептора активации пролиферации перокси-

сом (PPAR), средства генной терапии, составной васкулярный протектант (например, AGI-1067 от Ather-

ogenics), ингибитор гликопротеина IIb/IIIa, аспирин или аспириноподобное соединение, ингибитор IBAT 

(например, S-8921 от Shionogi), ингибитор скваленсинтазы, ингибитор моноцитарного хемоаттрактант-

ного белка (MCP)-I или рыбий жир. Примеры ингибиторов HMG-CoA-редуктазы включают аторвастатин 

(Pfizer's Lipitor/Tahor/Sortis/Torvast/Cardyl), правастатин (Bristol-Myers Squibb's Pravachol, Sankyo's Me-

valotin/Sanaprav), симвастатин (Merck's Zocor/Sinvacor, Boehringer Ingelheim's Denan, Banyu's Lipovas), 

ловастатин (Merck's Mevacor/Mevinacor, Bexal's Lovastatina, Сера; Schwarz Pharma's Liposcler), флуваста-

тин (Novartis' Lescol/Locol/Lochol, Fujisawa's Cranoc, Solvay's Digaril), церивастатин (Bayer's Lipo-
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bay/GlaxoSmithKline's Baycol), розувастатин ( Crestor компании AstraZeneca) и питивастатин (итаваста-

тин/рисивастатин) (Nissan Chemical, Kowa Kogyo, Sankyo и Novartis). Примеры фибратов включают, на-

пример, безафибрат (например, Befizal/Cedur/Bezalip компании Roche, Bezatol компании Kissei), 

клофибрат (например, Atromid-S компании Wyeth), фенофибрат (например, липидил/липантил Фурнье, 

Tricor компании Abbott, липантил компании Takeda и другие), гемфиброзил (например, Лопид/Липур 

компании Pfizer) и ципрофибрат (Модалим компании Санофи-Синтелабо). Типичные секвестранты 

желчных кислот включают, например, холестирамин (Bristol-Myers Squibb's Questran и Questran 

Light), колестипол (например, Colestid Pharmacia) и колесевелам (Genzyme/Sankyo's WelChol). При-

меры ниациновой терапии включают, например, составы с немедленным высвобождением, такие как 

никобид (Nicobid) от Aventis, ниакор (Niacor) от Upsher-Smith, николар (Nicolar) от Aventis и перицит 

(Perycit) от Sanwakagaku. Составы с пролонгированным высвобождением ниацина включают, например, 

ниаспан (Niaspan) от Kos Pharmaceuticals и сло-ниацин (SIo-Niacin) от Upsher-Smith. Примеры антиагре-

гантов включают, например, аспирин (например, аспирин Байера), клопидогрел (Sanofi-Synth 

elabo/Bristol-Myers Squibb's Plavix) и тиклопидин (например, Sanofi-Synthelabo's Ticlid и Daiichi's 

Panaldine). Другие подобные аспирину соединения, применимые в комбинации с дсРНК, нацеленной на 

PNPLA3, включают, например, Asacard (аспирин с медленным высвобождением, Pharmacia) и памиког-

рел (Kanebo/Angelini Ricerche/CEPA). Примеры ингибиторов ангиотензинпревращающего фермента 

включают, например, рамиприл (например, Aventis' Altace) и эналаприл (например, Merck & Co.'s 

Vasotec). Примеры ингибиторов ацил-KoA-холестерин-ацетилтрансферазы (АСАТ) включают, например, 

авасимиб (Pfizer), эфлуцимиб (BioMsrieux Pierre Fabre/Eli Lilly), CS-505 (Sankyo and Kyoto) и SMP-797 

(Sumito). Примеры ингибиторов абсорбции холестерина включают, например, эзетимиб (Merck/Schering-

Plough Pharmaceuticals Zetia) и памакезид (Pfizer). Примеры ингибиторов СЕТР включают, например, 

Torcetrapib (также называемый СР-529414, Pfizer), JTT-705 (Japan Tobacco) и CETi-I (Avant Immunother-

apys). Примеры ингибиторов микросомального белка-переносчика триглицеридов (МТТР) включают, 

например, имплитапид (Bayer), R-103757 (Janssen) и СР-346086 (Pfizer). Другие иллюстративные модуля-

торы холестерина включают, например, N0-1886 (Otsuka/TAP Pharmaceutical), CI-1027 (Pfizer) и WAY-

135433 (Wyeth-Ayerst). 

Примеры модуляторов желчных кислот включают, например, HBS-107 (Hisamitsu/Banyu), Btg-511 

(British Technology Group), BARI-1453 (Aventis), S-8921 (Shionogi), SD-5613 (Pfizer) и AZD- 7806 (Astra-

Zeneca). Примеры агонистов рецептора, активирующего пролиферацию пероксисом (PPAR), включают, 

например, тесаглитазар (AZ-242) (AstraZeneca), нетоглитазон (МСС-555) (Mitsubishi/Johnson & Johnson), 

GW-409544 (Ligand Pharniaceuticals/GlaxoSmithKline), GW-501516. (Ligand Pharmaceuti-

cals/GlaxoSmithKline), LY-929 (Ligand Pharmaceuticals и Eli Lilly), LY-465608 (Ligand Pharmaceuticals и 

Eli Lilly), LY-518674 (Ligand Pharmaceuticals и Eli Lilly) и MK-767 (Merck и Kyorin). Примеры генной 

терапии включают, например, AdGWEGF 121.10 (GenVec), ApoAl (UCB Pharma/Groupe Fournier), EG-004 

(Trinam) (Ark Therapeutics) и АТФ-связывающий кассетный транспортер-А1 (АВСА1) (CV Therapeu-

tics/Incyte, Aventis, Xenon). Примеры ингибиторов гликопротеина IIb/IIIa включают, например, роксифи-

бан (также называемый DMP754, Bristol-Myers Squibb), гантофибан (Merck KGaA/Yamanouchi) и крома-

фибан (Millennium Pharmaceuticals). Примеры ингибиторов скваленсинтазы включают, например, BMS-

1884941 (Bristol-Myers Squibb), CP-210172 (Pfizer), CP-295697 (Pfizer), CP-294838 (Pfizer) и TAK-475 (Ta-

keda). Типичным ингибитором MCP-I является, например, RS-504393 (Roche Bioscience). Антиатероскле-

ротическое средство ВО-653 (Chugai Pharmaceuticals) и производное никотиновой кислоты Nyclin (Ya-

manouchi Pharmacuticals) также подходят для введения в комбинации с дсРНК, представленной в изобре-

тении. Типичные комбинированные терапии, подходящие для введения с дсРНК, нацеленной на 

PNPLA3, включают, например, адвикор (ниацин/ловастатин от Kos Pharmaceuticals), амлоди-

пин/аторвастатин (Pfizer) и эзетимиб/симвастатин (например, Vytorin 10/10, 10/20, 10/40 и 10/80 таб-

летки от Merck/Schering-Plough Pharmaceuticals). Агенты для лечения гипертриглицеридемии, подходя-

щие для введения в сочетании с дсРНК, нацеленной на PNPLA3, включают, например, ловастатин, Alto-

prev Extended-Release Tablets (Andrx Labs), ловастатин Caduet Tablets (Pfizer), амлодипина безилат, 

аторвастатин кальция Crestor Tablets (AstraZeneca), розувастатин кальция Lescol Capsules (Novartis, 

флувастатин натрия Lescol (Reliant, Novartis), флувастатин натрия Lipitor Tablets (Parke-Davis), атор-

вастатин кальция Lofibra Capsules (Gate), ниаспан Niaspan Extended-Release Tablets (Kos), ниацин 

Pravachol Tablets (Bristol-Myers Squibb), правастатин натрия TriCor Tablets (Abbott), фенофибрат Vy-

torin 10/10 Tablets (Merck/Schering-Plough Pharmaceuticals), эзетимиб, симвастатин таблетки WelChol 

(Sankyo), колесевелама гидрохлорид Zetia Tablets (Schering), эзетимиб, Zetia Tablets (Merck/Schering-

Plough Pharmaceuticals) и эзетимиб Zocor Tablets (Merck). 

В некоторых вариантах осуществления иРНК, представленная в изобретении, может быть введена, 

например, с пиридоксином, ингибитором АСЕ (ингибиторами ангиотензинпревращающего фермента), 

например, беназеприлом (лотензином); антагонистом рецептора ангиотензина II (ARB) (например, таким 

как лозартан калия, Merck & Co.'s Cozaar), например кандесартаном (Atacand); ингибитором HMG-
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CoA-редуктазы (например, статином); агентыами, связывающими кальций (например, таким как фосфат 

целлюлозы натрия (Calcibind)); диуретиками, например тиазидными диуретиками, такими как гидрохло-

ротиазид (микрозид); сенсибилизатором инсулина, таким как агонист PPARγ пиоглитазон, glp-1r агони-

стом, таким как лираглутатид, витамином Е, ингибитором SGLT2, ингибитором DPPIV и трансплантатом 

почки/печени; или с комбинацией любых из вышеперечисленных. 

В одном варианте осуществления иРНК агент вводят в комбинации с комбинацией эзетимиб/симва-

статин (например, Vytorin (Merck/Schering-Plough Pharmaceuticals)). В одном варианте осуществления 

иРНК агент вводят пациенту, а затем дополнительно вводят терапевтический агент (или наоборот). В 

другом варианте осуществления иРНК агент и дополнительный терапевтический агент вводят одновре-

менно. 

иРНК агент и дополнительный терапевтический агент и/или другое средство лечения можно вво-

дить одновременно и/или в одной и той же комбинации, например, парентерально, или дополнительный 

терапевтический агент можно вводить как часть отдельной композиции, в другое время и /или другим 

способом, известным в данной области техники или описанным здесь. 

В одном варианте осуществления иРНК агент вводят в комбинации с комбинацией эзетимиб/симва-

статин (например, Vytorin (Merck/Schering-Plough Pharmaceuticals)). В одном варианте осуществления 

пациенту вводят иРНК агент, а затем пациенту вводят дополнительный терапевтический агент (или на-

оборот). В другом варианте осуществления иРНК агент и дополнительный терапевтический агент вводят 

одновременно. 

иРНК агент и дополнительный терапевтический агент и/или другое средство лечения можно вво-

дить одновременно и/или в одной и той же комбинации, например, парентерально, или дополнительное 

терапевтическое средство можно вводить как часть отдельной композиции, в другое время и /или другим 

способом, известным в данной области техники или описанным здесь. 

VIII. Комплекты/наборы. 

В некоторых аспектах настоящее изобретение относится к наборам, включающим подходящий кон-

тейнер, содержащий фармацевтический состав соединения siPHK, например, двухцепочечного соедине-

ния siPHK или другого соединения siPHK (например, предшественника, например, более крупного si-

PHK- соединения, которое может подвергаться процессингу, образуя соединение siPHK или ДНК, коди-

рующую соединение siPHK, например, двухцепочечное соединение siPHK или соединение ssiPHK, или 

предшественники таковых). 

Такие наборы включают один или более средств на основе дсРНК и инструкции по применению, 

например инструкции по введению профилактически или терапевтически эффективного количества 

агента(ов) дсРНК. средство на основе дсРНК может находиться во флаконе или предварительно напол-

ненном шприце. Наборы могут дополнительно содержать средства для введения агента дсРНК (напри-

мер, устройство для инъекций, такое как предварительно заполненный шприц) или средства для измере-

ния ингибирования PNPLA3 (например, средства для измерения ингибирования мРНК PNPLA3, белка 

PNPLA3 и/или активности PNPLA3). Такие средства для измерения ингибирования PNPLA3 могут 

включать средства для получения образца от субъекта, такого как, например, образец плазмы. Наборы по 

изобретению могут дополнительно включать средства для определения терапевтически эффективного 

или профилактически эффективного количества. 

В некоторых вариантах осуществления отдельные компоненты фармацевтического состава могут 

поставляться в одном контейнере, например во флаконе или предварительно заполненном шприце. В 

качестве альтернативы может быть желательным предоставить компоненты фармацевтического состава 

по отдельности в двух или более контейнерах, например, один контейнер для препарата соединения si-

PHK и, по меньшей мере, другой контейнер для соединения-носителя. Набор может быть упакован в не-

скольких различных конфигурациях, например один или более контейнеров в одной коробке. Различные 

компоненты можно комбинировать, например, в соответствии с инструкциями, прилагаемыми к набору. 

Компоненты можно комбинировать в соответствии со способом, описанным в настоящем изобретении, 

например, для приготовления и введения фармацевтической композиции. В комплект также может вхо-

дить устройство доставки. 

Это изобретение дополнительно проиллюстрировано следующими неограничивающими примера-

ми. Полное содержание всех ссылок, патентов и опубликованных патентных заявок, цитируемых в этой 

заявке, а также неофициальный перечень последовательностей и чертежи полностью включены в на-

стоящее описание посредством ссылки. 

Примеры 

Пример 1. Синтез иРНК. 

Источник реагентов. 

Если источник реагента конкретно не указан в настоящем изобретении, то такой реагент может 

быть получен от любого поставщика реагентов для молекулярной биологии со стандартом качест-

ва/чистоты для применения в молекулярной биологии. 

Разработка siPHK. 
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siPHK, нацеленные на ген белка 3, содержащий пататин-подобной домен фосфолипазы человека, 

(PNPLA3) (human: NCBI refseqID NM_025225.2; NCBI GeneID: 80339), были разработаны с использова-

нием пользовательских сценариев R и Python. мРНК человека NM_025225.2 REFSEQ имеет длину 2805 

оснований. 

Подробные списки немодифицированных нуклеотидных последовательностей смысловой и анти-

смысловой цепей PNPLA3 показаны в табл. 2, 4, 6, 8 и 10. Подробные списки модифицированных нук-

леотидных последовательностей смысловой и антисмысловой цепей PNPLA3 показаны в табл. 3, 5, 7, 9, 

11, 21, 24, 27 и 30. 

Следует понимать, что во всей заявке название дуплекса без десятичного знака эквивалентно назва-

нию дуплекса с десятичным знаком, необходимым для ссылки на номер партии дуплекса. Например, AD-

959917 эквивалентен AD-959917.1. 

Синтез siPHK. 

siPHK конструировали, синтезировали и получали с использованием способов, известных в данной 

области техники. 

Вкратце, последовательности siPHK синтезировали в масштабе 1 мкмоль с использованием синте-

затора Mermade 192 (BioAutomation) с использованием фосфорамидитов на твердых носителях. Твердая 

подложка представляла собой стекло с контролируемыми порами (500-1000 А), загруженное специаль-

ным лигандом GalNAc (конъюгаты 3'-GalNAc), универсальной твердой подложкой (AM Chemicals) или 

первым интересующим нуклеотидом. Вспомогательные реагенты для синтеза и стандартные мономеры 

2-цианоэтилфосфорамидита (2'-дезокси-2'-фтор, 2'-О-метил, РНК, ДНК) были получены от Thermo-Fisher 

(Milwaukee, WI), Hongene (China), или Chemgenes (Wilmington, MA, USA). Дополнительные фосфорами-

дитные мономеры были закуплены у коммерческих DMF поставщиков, приготовлены собственными 

силами или закуплены с использованием индивидуального синтеза у различных компаний. Фосфорами-

диты готовили в концентрации 100 мМ либо в ацетонитриле, либо в 9:1 смеси ацетонитрил: DMF и свя-

зывали с использованием 5-этилтио-1Н-тетразола (ЕТТ, 0,25 М в ацетонитриле) при времени реакции 

400 с. Фосфоротиоатные связи были созданы с использованием 100 мМ раствора 3-((диметиламино-

метилиден)амино)-3Н-1,2,4-дитиазол-3-тиона (DDTT, полученного от Chemgenes (Wilmington, MA, 

USA)) в безводном растворе ацетонитрил/пиридин (9:1 по объему). Время окисления 5 мин. Все после-

довательности были синтезированы с окончательным удалением группы DMT ("DMT-Off"). 

По завершении твердофазного синтеза олигорибонуклеотиды на твердом носителе обрабатывали 

300 мкл метиламина (40% водный раствор) при комнатной температуре в 96-луночных планшетах в те-

чение приблизительно 2 часов, чтобы обеспечить отщепление от твердого носителя и последующее уда-

ление всех дополнительных лабильных защитных основных групп. Для последовательностей, содержа-

щих любые природные рибонуклеотидные связи (2'-ОН), защищенные трет-бутилдиметилсилильной 

группой (TBDMS), второй этап снятия защиты проводили с использованием TEA.3HF (триэтиламинтри-

гидрофторид). К каждому раствору олигонуклеотида в водном метиламине добавляли 200 мкл диметил-

сульфоксида (DMSO) и 300 мкл TEA.3HF, и раствор инкубировали в течение приблизительно 30 мин при 

60°С. После инкубации планшету давали нагреться до комнатной температуры и неочищенные олиго-

нуклеотиды осаждали добавлением 1 мл 9:1 смеси ацетонтрила:этанола или 1:1 этанола:изопропанола. 

Затем планшеты центрифугировали при 4°С в течение 45 мин и надосадочную жидкость осторожно де-

кантировали с помощью многоканальной пипетки. Осадок олигонуклеотида ресуспендировали в 20 мМ 

NaOAc и затем обессоливали с использованием колонки с исключением по размеру HiTrap (5 мл, GE 

Healthcare) в системе Agilent LC, оснащенной автоматическим пробоотборником, UV -детектором, изме-

рителем проводимости и коллектором фракций. Обессоленные образцы собирали в 96-луночные план-

шеты, а затем анализировали с помощью LC-MS и UV -спектрометрии для подтверждения идентичности 

и количественного определения материала соответственно. 

Дуплексирование одиночных нитей выполняли на роботе для работы с жидкостями Tecan (Tecan 

liquid handling robot). Смысловые и антисмысловые одиночные цепи объединяли в эквимолярном соот-

ношении до конечной концентрации 10 мкМ в 1x PBS в 96-луночных планшетах, планшет герметизиро-

вали, инкубировали при 100°С в течение 10 минут, а затем медленно приводили к комнатной температу-

ре в течение 2-3-часового периода. Концентрацию и идентичность каждого дуплекса подтверждали, а 

затем таковые использовали для скрининговых анализов in vitro. 

Пример 2. Методы скрининга in vitro. 

Культура клеток Нер3В и 384-луночные трансфекции. 

Клетки Нер3b (АТСС, Manassas, VA) выращивали почти до полного заполнения площади чашки (до 

слияния) при 37°С в атмосфере с 5% СО2 в минимальной основной среде Игла Eagle's Minimum Essential 

Medium (Gibco) с добавлением 10% FBS (АТСС) перед высвобождением из чашки путем трипсинизации. 

Трансфекцию осуществляли путем добавления 14,8 мкл Opti-MEM плюс 0,2 мкл липофектамина РНКи-

Мах на лунку (Invitrogen, Carlsbad CA. cat # 13778-150) к 5 мкл каждого дуплекса siPHK в отдельную 

лунку в 96-луночного планшета. Затем смесь инкубировали при комнатной температуре в течение 15 

минут. Затем к смеси siPHK добавляли 80 мкл полной питательной среды без антибиотика, содержащей 
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~2×10
4
 клеток Нер3В. Клетки инкубировали в течение 24 ч перед очисткой РНК. Эксперименты с одно-

кратной дозой проводили при конечной концентрации дуплекса 10 нМ и 0,1 нМ, а эксперименты доза-

эффект проводили с использованием 8(восемь) 5-кратных серийных разведений в диапазоне от 10 нМ до 

128 пМ. 

Выделение тотальной РНК с использованием набора для выделения мРНК DYNABEADS (Invitro-

gen, part #: 610-12) 

Клетки лизировали в 75 мкл буфера для лизиса/связывания, содержащего 3 мкл гранул на лунку, и 

перемешивали в течение 10 мин на электростатическом шейкере. Этапы промывки были автоматизиро-

ваны на Biotek EL406 с использованием магнитной опоры для пластин. Гранулы промывали (в 90 мкл) 

один раз в буфере А, один раз в буфере В и дважды в буфере Е с промежуточными этапами аспирации. 

После последней аспирации в каждую лунку добавляли полную 10 мкл RT смеси, как описано ниже. 

Синтез кДНК (cDNA) с использованием набора для обратной транскрипции ABI High capacity 

cDNA reverse transcription kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, Cat #4368813) 

В каждую лунку добавляли мастер-микс, состоящий из 1 мкл 10Х буфера, 0,4 мкл 25Х dNTP, 1 мкл 

случайных праймеров, 0,5 мкл обратной транскриптазы, 0,5 мкл ингибитора РНКазы и 6,6 мкл Н2О на 

реакцию. Планшеты запечатывали, встряхивали 10 минут на электростатическом шейкере, а затем инку-

бировали при 37°С в течение 2 ч. После этого планшеты перемешивали при 80°С в течение 8 мин. 

ПЦР в реальном времени. 

Два микролитра (мкл) кДНК добавляли в мастер-микс, содержащий 0,5 мкл человеческого зонда 

TaqMan Probe (4326317Е), 0,5 мкл человеческого PNPLA3, 2 мкл воды, не содержащей нуклеаз, и 5 мкл 

мастер-микса Lightcycler 480 probe master mix (Roche Cat # 04887301001) и помещали в лунку 384-

луночного планшета (Roche cat # 04887301001). ПЦР в реальном времени проводили в системе LightCy-

cler480 Real Time PCR system (Roche). 

Для расчета относительного кратного изменения данные анализировали с использованием метода 

AACt и нормализовали к анализам, проведенным с клетками, трансфицированными 10 нМ AD-1955, или 

с ложно трансфицированными клетками (mock). Значения IC50 рассчитывали с использованием 4-

параметрической модели с использованием XLFit и нормализовали к клеткам, трансфицированным AD-

1955 или к ложно-трансфицированным клеткам. Смысловая и антисмысловая последовательности AD-

1955 представляют собой: смысловую: cuuAcGcuGAGuAcuucGAdTsdT (SEQ ID NO: 18) и антисмысло-

вую UCGAAGuACUcAGCGuAAGdTsdT (SEQ ID NO: 19). 

Скрининг с двойной люциферазой и эндогенный скрининг in vitro. 

Клетки Cos-7 (ATCC, Manassas, VA) выращивали почти до полного заполнения площади чашки (до 

слияния) при 37°С в атмосфере 5% СО2 в среде DMEM (АТСС) с добавлением 10% FBS, а затем таковые 

высвобождали из планшета путем трипсинизации. Эксперименты с однократной дозой проводили при 

50, 10, 1 и 0,1 нМ. Трансфекции плазмиды siPHK и psiCHECK2-PNPLA3 (GenBank Accession No. 

NM_025225.2) проводили с плазмидой, содержащей 3'-нетранслируемую область (UTR). Трансфекцию 

проводили путем добавления 5 мкл дуплексов siPHK и 5 мкл (5 нг) плазмиды psiCHECK2 на лунку вме-

сте с 4,9 мкл Opti-MEM плюс 0,1 мкл липофектамина 2000 (Lipofectamine 2000) на лунку (Invitrogen, 

Carlsbad CA. cat # 13778-150) и затем инкубировали при комнатной температуре в течение 15 мин. Затем 

смесь добавляли к клеткам, которые ресуспендировали в 35 мкл свежей полной среды. Трансфицирован-

ные клетки инкубировали при 37°С в атмосфере 5% СО2. 

Через сорок восемь часов после трансфекции siPHKs и плазмиды psiCHECK2 измеряли уровни лю-

циферазы Firefly (контроль трансфекции) и Renilla (слитая с последовательностью-мишенью PNPLA3). 

Сначала от клеток удаляли среду. Затем измеряли активность люциферазы Firefly, добавляя в каждую 

лунку по 20 мкл люциферазного реагента Dual-Glo (Dual-Glo Luciferase Reagent), равного объему 

культуральной среды, и перемешивали. Смесь инкубировали при комнатной температуре в течение 30 

мин перед измерением люминесценции (500 нм) на Spectramax (Molecular Devices) для обнаружения сиг-

нала люциферазы Firefly. Активность люциферазы Renilla измеряли путем добавления 20 мкл реагента 

Dual-Glo Stop & Glo (Dual-Glo Stop & Glo Reagent) при комнатной температуре в каждую лунку, и 

планшеты инкубировали в течение 10-15 мин перед повторным измерением люминесценции для опреде-

ления сигнала люциферазы Renilla. Реагент Dual-Glo Stop & Glo гасит сигнал люциферазы светлячка 

(firefly) и обеспечивает устойчивую люминесценцию для реакции люциферазы Renilla. Активность 

siРНК определяли путем нормализации сигнала Renilla (PNPLA3) к сигналу Firefly (контроль) в каждой 

лунке. Затем оценивали величину активности siРНК по отношению к клеткам, которые были трансфици-

рованы тем же вектором, но не были обработаны siРНК или были обработаны нецелевой siРНК. Все 

трансфекции были выполнены с n=4. 

Культура клеток и трансфекции. 

Клетки трансфицировали, добавляя 4,9 мкл Opti-MEM плюс 0,1 мкл РНКиМАХ на лунку 

(Invitrogen, Carlsbad CA. cat # 13778-150) к 5 мкл дуплексов siPHK на лунку, с 4 повторениями каждого 

дуплекса siPHK, в лунку 384-луночного планшета и инкубировали при комнатной температуре в течение 

15 минут. Затем к смеси siPHK добавляли 40 мкл СРЕДЫ, содержащей ~5×10
3
 клеток. Клетки инкубиро-
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вали в течение 24 ч перед очисткой РНК. Эксперименты проводились при концентрациях 50, 10, 1 и 0,1 

нМ. Эксперименты по трансфекции проводили на клетках Cos7. 

Выделение общей РНК с использованием набора DYNABEADS mRNA Isolation Kit. 

РНК выделяли с использованием автоматизированного протокола на платформе BioTek-EL406 с 

использованием DYNABEAD (Invitrogen, cat#61012). Вкратце, в планшет с клетками добавляли 70 мкл 

лизирующего/связывающего буфера и 10 мкл лизирующего буфера, содержащего 3 мкл магнитных гра-

нул. Планшеты инкубировали на электромагнитном шейкере в течение 10 мин при комнатной темпера-

туре, затем собирали магнитные гранулы и удаляли супернатант. Затем связанную с шариками РНК про-

мывали 2 раза 150 мкл промывочного буфера А и один раз промывочным буфером В. Затем гранулы 

промывали 150 мкл элюирующего буфера, повторно собирали и удаляли надосадочную жидкость. 

Синтез кДНК с использованием набора для обратной транскрипции ABI High capacity cDNA reverse 

transcription kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, Cat #4368813) 

Десять мкл мастер-микса, содержащего 1 мкл 10Х Буфера, 0,4 мкл 25Х dNTP, 1 мкл 10х случайных 

праймеров, 0,5 мкл обратной транскриптазы, 0,5 мкл ингибитора РНКазы и 6,6 мкл Н2О на реакцию, до-

бавляли к РНК, выделенной выше. Планшеты запечатывали, перемешивали и инкубировали на электро-

магнитном шейкере в течение 10 минут при комнатной температуре, а затем инкубировали в течение 2 ч 

при 37°С. 

ПЦР в реальном времени. 

Два мкл кДНК добавляли к мастер-миксу, содержащему 0,5 мкл человеческого или мышиного зон-

да GAPDH TaqMan Probe (ThermoFisher cat 4352934E или 4351309), 0,5 мкл соответствующего зонда 

PNPLA3 (коммерчески доступен, например, от Thermo Fisher) и 5 мкл мастер-микса Lightcycler 480 probe 

master mix (Roche Cat # 04887301001) на лунку в 384-луночных планшетах (Roche cat # 04887301001). 

ПЦР в реальном времени проводили в системе LightCycler480 Real Time PCR system (Roche). Каждый 

дуплекс тестировали с N=4, и данные нормализовали к клеткам, трансфицированным нецелевой кон-

трольной siPHK. Для расчета относительного кратного изменения данные ПЦР в реальном времени ана-

лизировали с использованием метода ∆∆Ct и нормализовали к анализам, проведенным с клетками, 

трансфицированными нецелевой контрольной миРНК. 

Результаты скрининга средств на основе дсРНК, перечисленных в табл. 2 и 3, в клетках Cos7 пока-

заны в табл. 12. Результаты скрининга средств на основе дсРНК, перечисленных в табл. 4 и 5, в клетках 

Cos7 показаны в табл. 13. Результаты скрининга средств на основе дсРНК, перечисленных в табл. 4 и 5, в 

клетках Нер3В показаны в табл. 14. Результаты скрининга средств на основе дсРНК, перечисленных в 

табл. 6 и 7, в клетках Cos7 показаны в табл. 15. Результаты скрининга средств на основе дсРНК, перечис-

ленных в табл. 8 и 9, в клетках Cos7 показаны в табл. 16. Результаты скрининга средств на основе дсРНК, 

перечисленных в табл. 8 и 9, в клетках Нер3В показаны в табл. 17. Результаты скрининга агентов дсРНК, 

перечисленных в табл. 10 и 11, в клетках Cos7 показаны в табл. 18. Результаты скрининга средств на ос-

нове дсРНК, перечисленных в табл. 10 и 11, в клетках Нер3В показаны в табл. 19. 
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Таблица 1. Аббревиатуры мономеров нуклеотидов, используемые в представлении  

последовательностей нуклеиновых кислот. Понятно, что эти мономеры, когда они  

присутствуют в олигонуклеотиде, взаимно связаны 5'-3'-фосфодиэфирными связями 

 



047519 

- 87 - 

 



047519 

- 88 - 

 
 

Таблица 2. Немодифицированные смысловые и антисмысловые последовательности 

средств на основе дсРНК PNPLA3 
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Таблица 3. Модифицированные смысловые и антисмысловые последовательности 

средств на основе дсРНК PNPLA3 
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Таблица 4. Немодифицированные смысловые и антисмысловые последовательности 

средств на основе дсРНК PNPLA3 
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Таблица 5. Модифицированные смысловые и антисмысловые последовательности 

средств на основе дсРНК PNPLA3 
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Таблица 6. Немодифицированные смысловые и антисмысловые последовательности 

средств на основе дсРНК PNPLA3 
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Таблица 7. Модифицированные смысловые и антисмысловые последовательности 

средств на основе дсРНК PNPLA3 
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Таблица 8. Немодифицированные смысловые и антисмысловые последовательности 

средств на основе дсРНК PNPLA3 
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Таблица 9. Модифицированные смысловые и антисмысловые последовательности средств 

на основе дсРНК PNPLA3 
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Таблица 10. Немодифицированные смысловые и антисмысловые последовательности 

средств на основе дсРНК PNPLA3 

 

 

 



047519 

- 107 - 

Таблица 11. Модифицированные смысловые и антисмысловые последовательности 

средств на основе дсРНК PNPLA3 
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Таблица 12. Скрининг однократной дозы (нацеленной на PNPLA3) в клетках Cos-7 (вектор человеческой 

двойной люциферазы psiCHECK2). ST DEV - стандартное отклонение 

 



047519 

- 109 - 

 



047519 

- 110 - 

 



047519 

- 111 - 

 
 

Таблица 13. Скрининг однократной дозы (нацеленной на PNPLA3) в клетках Cos-7 (вектор человеческой 

двойной люциферазы psiCHECK2). ST DEV - стандартное отклонение 
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Таблица 14. Скрининг однократной дозы (нацеленной на PNPLA3) в клетках Нер3В 

(SD - стандартное отклонение) 
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Таблица 15. Скрининг однократной дозы (нацеленной на PNPLA3) в клетках Cos-7 (вектор человеческой 

двойной люциферазы psiCHECK2). ST DEV - стандартное отклонение 
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Таблица 16. Скрининг однократной дозы (нацеленной на PNPLA3) в клетках Cos-7 (вектор человеческой 

двойной люциферазы psiCHECK2). ST DEV-стандартное отклонение 
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Таблица 17. Скрининг однократной дозы (нацеленной на PNPLA3) в клетках Нер3В  

(ST DEV - стандартное отклонение) 
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Таблица 18. Скрининг однократной дозы (нацеленной на PNPLA3) в клетках Cos-7 (вектор человеческой 

двойной люциферазы psiCHECK2). ST DEV - стандартное отклонение 
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Таблица 19. Скрининг однократной дозы (нацеленной на PNPLA3) в клетках. 

ST DEV - стандартное отклонение 

 

 
Пример 3. Скрининг in vivo дуплексов дсРНК у мышей. 

Представляющие интерес дуплексы, идентифицированные в ходе вышеуказанных исследований in 

vitro, оценивали in vivo. В частности, за день до введения дозы (pre-dose day) 14 мышей дикого типа 

(C57BL/6) трансдуцировали 2×10
11

 вирусных частиц вектора аденоассоциированного вируса 8 (AAV8), 

кодирующего PNPLA3 человека, путем внутривенного введения 2×10
11

. В частности, мышам вводили 

AAV8, кодирующий открытую рамку считывания, и 3'-UTR мРНК PNPLA3 человека, обозначенную как 

NM_025225.2 (AAV8.-TBG-PI-PNPLA3). 

В день 0 группам из трех мышей подкожно вводили однократную дозу 3 мг/кг или однократную до-



047519 

- 125 - 

зу 10 мг/кг представляющих интерес агентов или PBS-контроль. В табл. 20 приведены группы обработ-

ки, а в табл. 21 представлены модифицированные нуклеотидные последовательности смысловой и анти-

смысловой цепей представляющих интерес дуплексов. На 7-й или 14-й день после введения дозы живот-

ных умерщвляли, образцы печени собирали и быстро замораживали в жидком азоте. Тканевую мРНК 

экстрагировали и анализировали методом RT-QPCR. 

Уровни мРНК PNPLA3 человека сравнивали с таковыми гена домашнего хозяйства GAPDH. Затем 

значения нормализовали к среднему значению для контрольной группы с носителем PBS. Данные были 

выражены в процентах от исходного значения и представлены как среднее значение плюс стандартное 

отклонение. Результаты, перечисленные в табл. 22 и показанные на фиг. 1, демонстрируют, что протес-

тированные репрезентативные дуплексные агенты эффективно снижают уровень матричной РНК 

PNPLA3 человека in vivo. 

Таблица 20 
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Таблица 21 

 
 

Таблица 22 

 
Дополнительные дуплексы, представляющие интерес, идентифицированные в вышеприведенных 

исследованиях in vitro, также оценивали in vivo. В частности, за день до введения дозы 14 мышей дикого 

типа (C57BL/6) были трансдуцированы путем внутривенного введения 2×10
11

 вирусных частиц вектора 

аденоассоциированного вируса 8 (AAV8), кодирующего PNPLA3 человека. В частности, мышам вводили 

AAV8, кодирующий открытую рамку считывания, и 3'-UTR PNPLA3 человека, указанный в 

NM_025225.2 (AAV8.-TBG-PI-PNPLA3). 

В день 0, время 0, группам из трех мышей подкожно вводили однократную дозу 3 мг/кг интере-

сующего агента (за исключением AD-517258.2), за которой приблизительно через 1 ч следовала одно-

кратная доза 7 мг/кг того же агента, который вводился в точке времени 0, или PBS-контроль, вводимый в 

день 0, время 0. Мышам, которым вводили AD-517258.2, вводили только одну дозу такового 3 мг/кг в 

день 0, время 0. В табл. 20 представлены группы лечения, а в табл. 21 предоставлены модифицированные 

нуклеотидные последовательности смысловой и антисмысловой цепей представляющих интерес дуплек-

сов. На 7-й день после введения дозы животных умерщвляли, образцы печени собирали и быстро замо-

раживали в жидком азоте. Тканевую мРНК экстрагировали и анализировали методом RT-QPCR. 

Уровни мРНК PNPLA3 человека сравнивали с уровнем мРНК гена домашнего хозяйства GAPDH. 

Затем значения нормализовали к среднему значению для контрольной группы с носителем PBS. Данные 

были выражены в процентах от исходного уровня значения и представлены как среднее значение плюс 

стандартное отклонение. Результаты, перечисленные в табл. 25 и показанные на фиг. 2, демонстрируют, 

что протестированные репрезентативные дуплексные агенты эффективно снижают уровень матричной 

РНК PNPLA3 человека in vivo. 
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Таблица 23 
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Таблица 24 
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Таблица 25 

 
Дополнительные представляющие интерес дуплексы, идентифицированные в вышеприведенных 

исследованиях in vitro, также оценивались in vivo методом титрования AAV. В частности, за день до вве-

дения дозы -14 мышей дикого типа (C57BL/6) трансдуцировали путем внутривенного введения 2×10
11

, 

2×10
10

, 2×10
9
, или 2×10

8
 вирусных частиц аденоассоциированного вирусного 8 (AAV8) вектора, коди-

рующий PNPLA3 человека. В частности, мышам вводили AAV8, кодирующий часть мРНК PNPLA3 че-

ловека, кодирующую открытую рамку считывания, и 3'-UTR мРНК PNPLA3 человека, обозначенную как 

NM_025225.2 (AAV8.-TBG-PI-PNPLA3). 

В день 0, время 0, группам из трех мышей подкожно вводили однократную дозу 10 мг/кг интере-

сующего агента или контрольного PBS. В табл. 26 приведены группы лечения, а в таблице 27 приведены 

модифицированные нуклеотидные последовательности смысловой и антисмысловой цепей представ-

ляющих интерес дуплексов. На 7-й день после введения дозы животных умерщвляли, образцы печени 

собирали и быстро замораживали в жидком азоте. Тканевую мРНК экстрагировали и анализировали ме-

тодом RT-QPCR. 

Уровни мРНК PNPLA3 человека сравнивали с таковыми гена домашнего хозяйства GAPDH. Затем 

значения нормализовали к среднему значению для контрольной группы с носителем PBS. Данные были 

выражены в процентах от исходного значения и представлены как среднее значение плюс стандартное 

отклонение. Результаты, перечисленные в табл. 28 и показанные на фиг. 3, демонстрируют, что протес-

тированные репрезентативные дуплексные агенты эффективно снижают уровень матричной РНК 

PNPLA3 человека in vivo. 
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Таблица 26 
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Таблица 27 

 
 

Таблица 28 
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Дополнительные представляющие интерес дуплексы, идентифицированные в вышеприведенных 

исследованиях in vitro, также оценивали in vivo. В частности, за день до введения дозы 14 мышей дикого 

типа (C57BL/6) подвергли трансдукции путем внутривенного введения 2×10
11

 вирусных частиц (что со-

ответствует 2.4×10
13

 копий генома/мл) аденоассоциированного вирусного вектора (AAV8), кодирующего 

PNPLA3 человека. В частности, мышам вводили AAV8, кодирующий часть мРНК PNPLA3 человека, 

кодирующую открытую рамку считывания, и 3'-UTR мРНК PNPLA3 человека, обозначенную как 

NM_025225.2 (AAV8.-TBG-PI-PNPLA3). 

Для каждого интересующего агента в день 0 одной группе из трех мышей подкожно вводили одно-

кратную дозу 10 мг/кг интересующего агента или PBS-контроль. Другой группе из трех мышей для каж-

дого интересующего агента подкожно вводили однократную дозу 10 мг/кг интересующего агента или 

контроль PBS в День 0 и последующую дозу 10 мг/кг агента в День 1. Для каждого интересующего аген-

та третьей группе из трех мышей подкожно вводили разовую дозу 10 мг/кг интересующего агента или 

контрольного PBS в День 0, последующую дозу 10 мг/кг агента в День 1 и еще 10 мг/кг дозу агента на 2-

й день. В табл. 29 представлены группы лечения, а в табл. 30 представлены модифицированные нуклео-

тидные последовательности смысловой и антисмысловой цепей представляющих интерес дуплексов. 

Через семь дней после введения последней дозы животных умерщвляли, образцы печени собирали и бы-

стро замораживали в жидком азоте. Тканевую мРНК экстрагировали и анализировали методом RT-

QPCR. 

Уровни мРНК PNPLA3 человека сравнивали с уровнями гена домашнего хозяйства GAPDH. Затем 

значения нормализовали к среднему значению для контрольной группы с носителем PBS. Данные были 

выражены в процентах от исходного значения и представлены как среднее значение плюс стандартное 

отклонение. Результаты, перечисленные в табл. 31 и показанные на фиг. 4, демонстрируют, что протес-

тированные репрезентативные дуплексные агенты эффективно снижают уровень матричной РНК 

PNPLA3 человека in vivo. 
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Таблица 29 
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Таблица 30 

 
 

Таблица 31 

 

 
Пример 4. Дизайн, синтез и скрининг in vitro дополнительных дуплексов дсРНК. 

Были сконструированы, синтезированы и получены дополнительные siPHK при использовании 

способов, известных в данной области техники и описанных выше в примере 1. 

Подробные списки дополнительных немодифицированных нуклеотидных последовательностей 

смысловой и антисмысловой цепей PNPLA3 показаны в табл. 32. Подробные списки модифицированных 

нуклеотидных последовательностей смысловой и антисмысловой цепей PNPLA3 показаны в табл. 33. 

Для трансфекции клетки (АТСС, Manassas, VA) выращивали почти до слияния при 37°С в атмосфе-

ре с 5% СО2 в минимальной основной среде Игла (Eagle's Minimum Essential Medium (Gibco) с добавле-

нием 10% FBS (АТСС) перед высвобождением с планшета путем трипсинизации. Трансфекцию осуще-

ствляли путем добавления 7,5 мкл Opti-MEM плюс 0,1 мкл Lipofectamine РНКиМах на лунку (Invitrogen, 

Carlsbad CA. cat # 13778-150) к 2,5 мкл каждого дуплекса siPHK в отдельную лунку в 384- луночного 

планшета. Затем смесь инкубировали при комнатной температуре в течение 15 мин. Затем к смеси siPHK 

добавляли 40 мкл полной питательной среды без антибиотика, содержащей 1.5×10
4
 Нер3В клеток. Клет-

ки инкубировали в течение 24 ч перед очисткой РНК. Эксперименты с однократной дозой проводили при 

конечной концентрации дуплекса 50, 10, 1 и 0,1 нМ. 

Выделение тотальной РНК проводили с использованием DYNABEADS. Вкратце, клетки лизирова-
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ли в 10 мкл лизирующего/связывающего буфера, содержащего 3 мкл гранул на лунку, и перемешивали в 

течение 10 мин на электростатическом шейкере. Этапы промывки были автоматизированы на Biotek 

EL406 с использованием магнитной опоры для пластин. Гранулы промывали (в 3 мкл) один раз в буфере 

А, один раз в буфере В и дважды в буфере Е с промежуточными этапами аспирации. После последней 

аспирации в каждую лунку добавляли 12 мкл полной RT смеси, как описано ниже. 

Для синтеза кДНК (cDNA) в каждую лунку добавляли мастер-микс, состоящий из 1,5 мкл 10Х бу-

фера, 0,6 мкл 10Х dNTP, 1,5 мкл случайных праймеров, 0,75 мкл обратной транскриптазы, 0,75 мкл ин-

гибитора РНКазы и 9,9 мкл Н2О на реакцию. Планшеты запечатывали, встряхивали в течение 10 мин на 

электростатическом шейкере, а затем инкубировали при 37°С в течение 2 ч. После этого планшеты пере-

мешивали при 80°С в течение 8 мин. 

RT-qPCR выполняли как описано выше, и относительное кратное изменение рассчитывали, как 

описано выше. 

Результаты анализа трансфекции агентами дсРНК, перечисленными в таблицах 32 и 33, в клетках 

Нер3В показаны в табл. 34. Результаты анализов трансфекции агентами дсРНК, перечисленными в таб-

лицах 32 и 33, первичных гепатоцитов яванского макака (РСН) показаны в табл. 35. 

Таблица 32. Немодифицированные последовательности смысловых и антисмысловых цепей 

средств на основе дсРНК, нацеленных на PNPLA3 
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Таблица 33. Модифицированные последовательности смысловых и антисмысловых цепей средств на 

основе дсРНК, нацеленных на PNPLA3 
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Таблица 34. Скрининг однократной дозы (нацеленной на PNPLA3) в клетках 

Нер3В (SD-стандартное отклонение) 
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Таблица 35. Скрининг однократной дозы (нацеленной на PNPLA3) в первичных гепатоцитах 

яванского макака (РСН) (SD-стандартное отклонение) 
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Пример 5. Анализ зависимости "структура-активность". 

На основании анализов in vitro в примере 4 проводили анализ структурно-активных отношений 

(SAR). В частности, были разработаны, синтезированы и исследованы дополнительные дуплексы in vitro 

и in vivo. 

siPHK конструировали, синтезировали и получали с использованием способов, известных в данной 

области и описанных выше. Анализы скрининга in vitro в клетках Нер3В и РСН с данными siPHK прово-

дили, как описано выше. 

Подробные списки немодифицированных нуклеотидных последовательностей смысловой и анти-

смысловой цепей PNPLA3 показаны в табл. 36. Подробные списки модифицированных нуклеотидных 

последовательностей смысловой и антисмысловой цепей PNPLA3 показаны в табл. 37. 

Результаты анализа трансфекции средства на основе дсРНКми, перечисленными в табл. 36 и 37, в 

клетках Нер3В показаны в табл. 38. Результаты анализов трансфекции агентами дсРНК, перечисленными 

в табл. 36 и 37, первичных гепатоцитов яванского макака (РСН) показаны в табл. 39. 
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Таблица 36. Немодифицированные смысловые и антисмысловые последовательности 

средств на основе дсРНК PNPLA3 
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Таблица 37. Модифицированные смысловые и антисмысловые последовательности 

средств на основе дсРНК PNPLA3 
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Таблица 38. Скрининг однократной дозы (нацеленной на PNPLA3) в клетках 

Нер3В (SD-стандартное отклонение) 
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Таблица 39. Скрининг однократной дозы (нацеленной на PNPLA3) в первичных 

гепатоцитах яванского макака РСН) 
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Пример 6. Скрининг in vivo дсРНК дуплексов у мышей. 

Представляющие интерес дуплексы, идентифицированные в ходе вышеуказанных исследований 

SAR in vitro, оценивали in vivo. В частности, за день до введения дозы 14 мышей дикого типа (C57BL/6) 

трансдуцировали путем внутривенного введения 2×10
10 

вирусных частиц вектора аденоассоциированно-

го вируса 8 (AAV8), кодирующего PNPLA3 человека. В частности, мышам вводили AAV8, обозначае-

мую как AAV8-TBG-PI-PNPLA3, кодирующий часть мРНК PNPLA3 человека, кодирующую открытую 

рамку считывания, и 3'-UTR мРНК PNPLA3 человека, обозначенную как NM_025225.2. 

В день 0 группам из трех мышей подкожно вводили однократную дозу 10 мг/кг исследуемых аген-

тов или контрольного PBS. В табл. 40 представлены группы лечения, а в табл. 41 представлены пред-

ставляющие интерес дуплексы. На 7-й день после введения дозы животных умерщвляли, образцы печени 

собирали и быстро замораживали в жидком азоте. мРНК печени экстрагировали и анализировали мето-

дом RT-QPCR. 

Уровни мРНК PNPLA3 человека сравнивали с уровнями гена домашнего хозяйства, GAPDH. Затем 

значения нормализовали к среднему значению для контрольной группы с носителем PBS. Данные были 

выражены в процентах от исходного значения и представлены как среднее значение плюс стандартное 

отклонение. Результаты, перечисленные в табл. 42 и показанные на фиг. 5, демонстрируют, что протес-

тированные репрезентативные дуплексные агенты эффективно снижают уровень матричной РНК 

PNPLA3 человека in vivo. 
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Таблица 40. Экспериментальные группы 

 
 

Таблица 41. Дуплексы, представляющие интерес 

 
 

Таблица 42 
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Дополнительные представляющие интерес дуплексы, идентифицированные в вышеприведенных 

исследованиях SAR in vitro, были оценены in vivo. В частности, за день до введения дозы 14 мышей ди-

кого типа (C57BL/6) трансдуцировали путем внутривенного введения 2×10
10

 вирусных частиц вектора 

аденоассоциированного вируса 8 (AAV8), кодирующего PNPLA3 человека. В частности, мышам вводили 

AAV8, кодирующий полный транскрипт NM_025225.2 мРНК PNPLA3 человека, обозначаемый как 

AAV8-TBG-PI-PNPLA3. 

В день 0 группам из трех мышей подкожно вводили однократную дозу 10 мг/кг исследуемых аген-

тов или контрольного PBS. В табл. 43 представлены группы лечения, а в табл. 44 представлены пред-

ставляющие интерес дуплексы. На 7-й день после введения дозы животных умерщвляли, образцы печени 

собирали и быстро замораживали в жидком азоте. мРНК печени экстрагировали и анализировали мето-

дом RT-QPCR. 

Уровни мРНК PNPLA3 человека сравнивали с уровнями гена домашнего хозяйства, GAPDH. Затем 

значения нормализовали к среднему значению для контрольной группы с носителем PBS. Данные были 

выражены оценивается в процентах от исходного значения и представляется как среднее значение плюс 

стандартное отклонение. Результаты, перечисленные в табл. 45 и показанные на фиг. 6, демонстрируют, 

что протестированные репрезентативные дуплексные агенты эффективно снижают уровень матричной 

РНК PNPLA3 человека in vivo. 

Таблица 43. Экспериментальные группы 
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Таблица 44. Дуплексы, представляющие интерес 

 
 

Таблица 45 

 

 
Дополнительные представляющие интерес дуплексы, идентифицированные в вышеприведенных 

исследованиях SAR in vitro, были оценены in vivo. В частности, за день перед введением дозы 14 мышей 

дикого типа (C57BL/6) трансдуцировали путем внутривенного введения 2×10
10

 вирусных частиц вектора 

аденоассоциированного вируса 8 (AAV8), кодирующего PNPLA3 человека. В частности, мышам вводили 

AAV8, обозначаемый как AAV8-TBG-PI-PNPLA3, и кодирующий открытую рамку считывания и 3'-UTR 

мРНК PNPLA3 человека, обозначенную как NM_025225.2. 

В день 0 группам из трех мышей подкожно вводили однократную дозу 10 мг/кг исследуемых аген-

тов или контрольного PBS. В табл. 46 представлены группы лечения, а в табл. 47 представлены пред-

ставляющие интерес дуплексы. На 7-й день после введения дозы животных умерщвляли, образцы печени 

собирали и быстро замораживали в жидком азоте. мРНК печени экстрагировали и анализировали мето-

дом RT-QPCR. 

Уровни мРНК PNPLA3 человека сравнивали с уровнями гена домашнего хозяйства, GAPDH. Затем 

значения нормализовали к среднему значению для контрольной группы, обработанных носителем PBS. 

Данные были выражены в процентах от исходного значения и представлены как среднее значение плюс 

стандартное отклонение. Результаты, перечисленные в табл. 48 и показанные на фиг. 7, демонстрируют, 

что протестированные репрезентативные дуплексные агенты эффективно снижают уровень матричной 

РНК PNPLA3 человека in vivo. 
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Таблица 46. Экспериментальные группы 
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Таблица 47. Дуплексы, представляющие интерес 

 

 
 

Таблица 48 

 
Пример 7. Дизайн, синтез и скрининг in vitro дополнительных дсРНК дуплексов. 

Дополнительные siPHK были сконструированы, синтезированы и получены с использованием спо-

собов, известных в данной области и описанных выше в примере 1. 

Подробные списки дополнительных немодифицированных нуклеотидных последовательностей 

смысловой и антисмысловой цепей PNPLA3 показаны в табл. 49. Подробные списки модифицированных 

нуклеотидных последовательностей смысловой и антисмысловой цепей PNPLA3 показаны в табл. 50. 

Скрининг разовых доз дополнительных агентов проводили путем свободного поглощения и транс-

фекции. 

Эксперименты по свободному поглощению проводили путем добавления 2,5 мкл дуплексов siPHK 

в PBS на лунку 96-луночного планшета. Затем к siPHK добавляли полную культуральную среду (47,5 

мкл), содержащую приблизительно 1.5×10
4
 первичных гепатоцитов яванского макака (РСН). Клетки ин-

кубировали в течение 48 ч перед очисткой РНК и проведением RT-qPCR. Эксперименты по введению 

однократных доз проводили при конечной концентрации дуплекса 500, 100, 10 и 1 нМ. 

Для трансфекции клетки Нер3В (АТСС, Manassas, VA) выращивали почти до слияния при 37°С в 

атмосфере с 5% СО2 в минимальной основной среде Игла (Eagle's Minimum Essential Medium (Gibco)) с 
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добавлением 10% FBS (АТСС) перед высвобождением из планшета путем трипсинизации. Трансфекцию 

осуществляли путем добавления 7,5 мкл Opti-MEM плюс 0,1 мкл Lipofectamine РНКиМах на лунку (Invi-

trogen, Carlsbad CA. cat # 13778-150) к 2,5 мкл каждого дуплекса siPHK в отдельную лунку в 384-

луночном планшете. Затем смесь инкубировали при комнатной температуре в течение 15 мин. Затем к 

смеси siPHK добавляли 40 мкл полной питательной среды без антибиотика, содержащей 1.5×10
4
 клеток 

Нер3В. Клетки инкубировали в течение 24 ч перед очисткой РНК. Эксперименты с однократной дозой 

проводили при конечной концентрации дуплекса 50, 10, 1 и 0,1 нМ. 

Выделение тотальной РНК проводили с использованием DYNABEADS. Вкратце, клетки лизирова-

ли в 10 мкл лизирующего/связывающего буфера, содержащего 3 мкл гранул на лунку, и перемешивали в 

течение 10 мин на электростатическом шейкере. Этапы промывки были автоматизированы на Biotek 

EL406 с использованием магнитной опоры для пластин. Гранулы промывали (в 3 мкл) один раз в буфере 

А, один раз в буфере В и дважды в буфере Е с промежуточными этапами аспирации. После последней 

аспирации в каждую лунку добавляли 12 мкл полной RT смеси, как описано ниже. 

Для синтеза кДНК (cDNA) в каждую лунку добавляли мастер-микс, состоящий из: 1,5 мкл 10Х бу-

фера, 0,6 мкл 10Х dNTP, 1,5 мкл случайных праймеров, 0,75 мкл обратной транскриптазы, 0,75 мкл ин-

гибитора РНКазы и 9,9 мкл Н2О на реакцию. Планшеты запечатывали, встряхивали в течение 10 мин на 

электростатическом шейкере, а затем инкубировали при 37°С в течение 2 ч. После этого планшеты 

встряхивали при 80°С в течение 8 мин. 

RT-qPCR выполняли, как описано выше, и относительное кратное изменение рассчитывали, как 

описано выше. 

Результаты анализов трансфекции средств на основе дсРНК, перечисленных в таблицах 49 и 50, в 

клетках Нер3В показаны в табл. 51. Результаты эксперимента по свободному поглощению средств на 

основе дсРНК, перечисленных в таблицах 49 и 50, первичными гепатоцитами яванского макака (РСН) 

показано в табл. 52. 

Таблица 49. Немодифицированные последовательности смысловой и антисмысловой цепей 

средств на основе дсРНК PNPLA3 
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Таблица 50. Модифицированные последовательности смысловой и антисмысловой цепей 

средств на основе дсРНК PNPLA3 
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Таблица 51. PNPLA3 Скрининг однократной дозы в клетках Нер3В Cells (% остаточной PNPLA3 мРНК) 
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Таблица 52. PNPLA3 Скриининг однократной дозы (свободное поглощение) первичными гепатоцитами 

яванского макака (РСН) (% остаточной PNPLA3 мРНК) 
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Варианты осуществления изобретения. 

В одном аспекте изобретение относится к двухцепочечной агент рибонуклеиновой кислоты 

(дсРНК) для ингибирования экспрессии белка 3, содержащего пататин-подобный фосфолипазный домен 

(PNPLA3), в клетке, причем средство на основе дсРНК содержит смысловую цепь и антисмысловую це-

пи, образующую двухцепочечную область, где смысловая цепь содержит по меньшей мере 15, например 

15, 16, 17, 18, 19 или 20 смежных нуклеотидов, отличаясь не более чем на 0, 1, 2 или 3 нуклеотида от 

нуклеотидной последовательности SEQ ID NO: 1, а антисмысловая цепь содержит по меньшей мере 15, 

например 15, 16, 17, 18, 19 или 20 смежных нуклеотидов, отличаясь не более чем на 1, 2 или 3 нуклеоти-

да от нуклеотидной последовательности SEQ ID NO: 2. В одном варианте осуществления средство на 

основе дсРНК содержит по меньшей мере одну термически дестабилизирующую модификацию нуклео-

тида, например абазическую модификацию; мисматч (несовпадение) с противоположным нуклеотидом в 

дуплексе; и дестабилизирующую модификацию сахара, 2'-дезоксимодификацию, ациклический нуклео-

тид, разблокированную нуклеиновую кислоту (UNA) или глицериновую нуклеиновую кислоту (GNA), то 

есть антисмысловая цепь содержит по меньшей мере одну термически дестабилизирующую модифика-

цию нуклеотида. 

В другом аспекте настоящее изобретение относится к двухцепочечной агент рибонуклеиновой ки-

слоты (дсРНК) для ингибирования экспрессии белка 3, содержащего пататин-подобный фосфолипазный 

домен (PNPLA3), в клетке, причем указанная дсРНК содержит смысловую цепь и антисмысловую цепь, 

образующие двухцепочечную область, при этом антисмысловая цепь содержит область комплементарно-

сти к мРНК, кодирующей белок 3, содержащий пататин-подобный фосфолипазный домен (PNPLA3), и 

при этом область комплементарности содержит по меньшей мере 15, например 15, 16, 17, 18, 19 или 20 

смежных нуклеотидов, отличающиеся не более чем на 0, 1,2 или 3 нуклеотида от любой из антисмысло-

вых нуклеотидных последовательностей в любой из табл. 2-11, 21, 24, 27, 30, 32, 33, 36, 37, 49 или 50. 

В одном аспекте настоящее изобретение относится к двухцепочечной агент рибонуклеиновой ки-

слоты (дсРНК) для ингибирования экспрессии белка 3, содержащего пататин-подобный фосфолипазный 

домен (PNPLA3), в клетке, причем указанная дсРНК содержит смысловую цепь и антисмысловую цепь, 

образующие двухцепочечную область, где смысловая цепь содержит по меньшей мере 15, например 15, 

16, 17, 18, 19 или 20, смежных нуклеотидов, отличаясь не более чем на 0, 1, 2 или 3 нуклеотида от любой 

из нуклеотидной последовательности нуклеотидов 677-721; 683-721; 773-817; 1185-1295; 1185-1241; 

1202-1295; 1202-1241; 1255-1295; 1738-1792; 1901-1945; 1920-1945; 2108-2208; 2108-2166; 2108-2136, 

2121-2166; 2121-2208; 2169-2208; 2176-2208; или 2239-2265 нуклеотидной последовательности SEQ ID 

NO: 1, и антисмысловая цепь содержит по меньшей мере 19 смежных нуклеотидов из соответствующей 

нуклеотидной последовательности SEQ ID NO: 2. 

В одном аспекте настоящее изобретение относится к двухцепочечной агент рибонуклеиновой ки-

слоты (дсРНК) для ингибирования экспрессии белка 3, содержащего пататин-подобный фосфолипазный 

домен (PNPLA3), в клетке, причем указанная дсРНК содержит смысловую цепь и антисмысловую цепь, 

образующие двухцепочечную область, где смысловая цепь содержит по меньшей мере 15, например, 15, 

16, 17, 18, 19 или 20 смежных нуклеотидов, отличаясь не более чем на 0, 1, 2 или 3 нуклеотида от любой 

из нуклеотидных последовательностей нуклеотидов 574-596; 677-699; 683-705; 699-721; 773-795; 795-
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817; 1185-1207; 1192-1214; 1202-1224; 1208-1230; 1209-1231; 1210-1232; 1211-1233; 1212-1234; 1213-

1233; 1214-1234; 1214-1236; 1215-1237; 1216-1238; 1219-1237; 1219-1241; 1255-1275; 1256-1276; 1257-

1275; 1257-1277; 1258-1278; 1259-1279; 1260-1278; 1260-1280; 1261-1281; 1262-1282; 1263-1283; 1264-

1282; 1264-1284; 1265-1285; 1267-1285; 1266-1286; 1266-1288; 1267-1285; 1267-1287; 1268-1290; 1269-

1289; 1270-1290; 1271-1291; 1272-1292; 1273-1293; 1274-1294; 1275-1295; 1631-1653; 1738-1760; 1739-

1761; 1740-1760; 1740-1762; 1741-1763; 1744-1766; 1746-1766; 1750-1772; 1751-1773; 1752-1774; 1753-

1775; 1754-1776; 1755-1777; 1756-1778; 1757-1779; 1758-1780; 1759-1781; 1760-1782; 1761-1783; 1762-

1782; 1762-1784; 1763-1785; 1764-1786; 1765-1787; 1766-1786; 1766-1788; 1767-1787; 1768-1788; 1767-

1789; 1769-1789; 1770-1788; 1770-1790; 1771-1791; 1772-1792; 1815-1837; 1901-1923, 1920-1942, 1923-

1945; 2112-2130; 2169-2191; 2171-2191; 2176-2198, 2177-2199, 2178-2200; 2179-2201, 2180-2202; 2181-

2203; 2183-2205; 2184-2206; 2186-2208; 2239-2261; 2241-2263; 2242-2264; или 2243-2265 нуклеотидной 

последовательности SEQ ID NO: 1, и антисмысловая цепь содержит по меньшей мере 19 смежных нук-

леотидов из соответствующей нуклеотидной последовательности SEQ ID NO: 2. 

В одном варианте осуществления антисмысловая цепь содержит по меньшей мере 15, например 15, 

16, 17, 18, 19 или 20 смежных нуклеотидов, отличаясь не более чем на 0, 1, 2 или 3 нуклеотида от любой 

из антисмысловых цепей нуклеотидной последовательности дуплекса, выбранного из группы, состоящей 

из AD-517197.2; AD-517258.2; AD-516748.2; AD-516851.2; AD-519351.2; AD-519754.2; AD-519828.2; AD-

520018.2; AD-520035.2; AD-520062.2; AD-520064.2; AD-520065.2; AD-520067.2; AD-75289.2; AD-

520069.2; AD-520099.2; AD-67575.7; AD-520101.2; AD-67605.7; AD-1193323.1; AD-1193344.1; AD-

1193350.1; AD-1193365.1; AD-1193379.1; AD-1193407.1; AD-1193421.1; AD-1193422.1; AD-1193429.1; 

AD-1193437.1; AD-1193443.1; AD-1193471.1; и AD-1193481.1. 

В одном варианте осуществления антисмысловая цепь содержит по меньшей мере 15, например 15, 

16, 17, 18, 19 или 20 смежных нуклеотидов, отличаясь не более чем на 0, 1, 2 или 3 нуклеотида от любой 

из антисмысловых цепей нуклеотидной последовательности дуплекса, выбранного из группы, состоящей 

из AD-519345.1, AD-519346.1, AD-519347.1, AD-67554.7, AD-519752.3, AD-1010731.1, AD-1010732.1, 

AD-519343.1, AD-519344.1, AD-519349.1, AD-519350.1, AD-519753.2, AD-519932.1, AD-519935.2, AD-

520018.6, AD-517837.2, AD-805635.2, AD-519329.2, AD-520063.2, AD-519757.2, AD-805631.2, AD-

516917.2, AD-516828.2, AD-518983.2, AD-805636.2, AD-519754.7, AD-520062.2, AD-67575.9, AD-

518923.3, AD-520053.4, AD-519667.2, AD-519773.2, AD-519354.2, AD-520060.4, AD-520061.4, AD-

1010733.2, AD-1010735.2; AD-1193323.1; AD-1193344.1; AD-1193350.1; AD-1193365.1; AD-1193379.1; 

AD-1193407.1; AD-1193421.1;AD-1193422.1; AD-1193429.1; AD-1193437.1; AD-1193443.1; AD-

1193471.1; и AD-1193481.1. 

В одном аспекте настоящее изобретение относится к двухцепочечной агент рибонуклеиновой ки-

слоты (дсРНК) для ингибирования экспрессии белка 3, содержащего пататин-подобный фосфолипазный 

домен (PNPLA3), в клетке, причем дсРНК содержит смысловую цепь и антисмысловую цепь, образую-

щие двухцепочечную область, где смысловая цепь содержит по меньшей мере 15 последовательных нук-

леотидов, отличаясь не более чем на три нуклеотида от любой из последовательностей нуклеотидов 

1200-1250, 1205-1250, 11210-1250, 1200-1245, 1200-1240, 1200-1235, 1200-1237, 1205-1237, 1210-1232, 

1212-1237, 1212-1234, 1250-1300, 1255-1300, 1260-1300, 1250-1295, 1250-1390, 1250-1285, 1250-1282, 

1255-1282, 1260-1282, 1262-1300, 1262-1295, 1262-1390, и 1262-1282 SEQ ID NO: 1, и антисмысловая 

цепь содержит по меньшей мере 15 смежных нуклеотидов от основного соответствующая нуклеотидная 

последовательность SEQ ID NO: 2. 

В одном варианте осуществления антисмысловая цепь содержит по меньшей мере 15, например 15, 

16, 17, 18, 19 или 20 смежных нуклеотидов, отличаясь не более чем на 0, 1, 2 или 3 нуклеотида от любой 

из антисмысловых цепей нуклеотидной последовательности дуплекса, выбранного из группы, состоящей 

из AD-519345, AD-1193350, AD-1193365, AD-1193437 и AD-519347. 

В одном варианте осуществления антисмысловая цепь содержит по меньшей мере 15, например 15, 

16, 17, 18, 19 или 20 смежных нуклеотидов, отличаясь не более чем на 0, 1, 2 или 3 нуклеотида от любой 

из антисмысловых цепей нуклеотидной последовательности дуплекса AD-519351. 

В одном варианте осуществления антисмысловая цепь содержит по меньшей мере 15, например 15, 

16, 17, 18, 19 или 20 смежных нуклеотидов, отличаясь не более чем на 0, 1, 2 или 3 нуклеотида от любой 

из антисмысловых цепей нуклеотидной последовательности дуплекса AD-1193350. 

В одном варианте осуществления антисмысловая цепь содержит по меньшей мере 15, например 15, 

16, 17, 18, 19 или 20 смежных нуклеотидов, отличаясь не более чем на 0, 1, 2 или 3 нуклеотида от любой 

из антисмысловых цепей нуклеотидной последовательности дуплекса AD-1193365. 

В одном варианте осуществления антисмысловая цепь содержит по меньшей мере 15, например 15, 

16, 17, 18, 19 или 20 смежных нуклеотидов, отличаясь не более чем на 0, 1, 2 или 3 нуклеотида от любой 

из антисмысловых цепей нуклеотидной последовательности дуплекса AD-1193437. 

В одном варианте осуществления антисмысловая цепь содержит по меньшей мере 15, например 15, 

16, 17, 18, 19 или 20 смежных нуклеотидов, отличаясь не более чем на 0, 1, 2 или 3 нуклеотида от любой 

из антисмысловых цепей нуклеотидной последовательности дуплекса AD-519347. 

В одном варианте осуществления средство на основе дсРНК содержит по меньшей мере один мо-
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дифицированный нуклеотид. 

В одном варианте осуществления по существу все нуклеотиды смысловой цепи; по существу все 

нуклеотиды антисмысловой цепи содержат модификацию; или по существу все нуклеотиды смысловой 

цепи и по существу все нуклеотиды антисмысловой цепи содержат модификацию. 

В одном варианте осуществления все нуклеотиды смысловой цепи содержат модификацию; все 

нуклеотиды антисмысловой цепи содержат модификацию; или все нуклеотиды смысловой цепи и все 

нуклеотиды антисмысловой цепи содержат модификацию. 

В одном варианте осуществления по меньшей мере один из модифицированных нуклеотидов вы-

бран из группы, включающей: дезоксинуклеотид, 3'-концевой дезокситиминовый (dT) нуклеотид, 2'-О-

метилмодифицированный нуклеотид, 2'-фтор-модифицированный нуклеотид, 2'-дезокси-модифици-

рованный нуклеотид, заблокированный нуклеотид, разблокированный нуклеотид, конформационно-

ограниченный нуклеотид, ограниченный этиловый нуклеотид, абазический нуклеотид, 2'-амино-моди-

фицированный нуклеотид, 2'-О-аллил-модифицированный нуклеотид, 2'-С-алкил-модифицированный 

нуклеотид, 2'-гидроксимодифицированный нуклеотид, 2'-метоксиэтилмодифицированный нуклеотид, 2'-

О-алкилмодифицированный нуклеотид, морфолинонуклеотид, фосфорамидат, нуклеотид с неприродным 

основанием, нуклеотид, модифицированный тетрагидропираном, нуклеотид, модифицированный 1,5-

ангидрогекситолом, нуклеотид, модифицированный циклогексенилом, нуклеотид, содержащий фосфо-

ротиоатную группу, нуклеотид, содержащий метилфосфонатную группу, нуклеотид, содержащий 5'-

фосфат, нуклеотид, содержащий миметик 5'-фосфата, термически дестабилизирующий нуклеотид, нук-

леотид, модифицированный гликолем (GNA), нуклеотид, модифицированный 2-О-(N-метилацетамидом); 

и комбинации таковых. 

В одном варианте модификации нуклеотидов выбирают из группы, состоящей из LNA, HNA, 

CeNA, 2'-метоксиэтила, 2'-О-алкила, 2'-О-аллила, 2'-С-аллила, 2'-О-аллила, 2'-фтор, 2'-дезокси, 2'-гидрок-

сил и гликоль; и комбинации таковых. 

В одном варианте осуществления по меньшей мере один из модифицированных нуклеотидов вы-

бран из группы, состоящей из дезоксинуклеотида, 2'-О-метилмодифицированного нуклеотида, 2'-фтор-

модифицированного нуклеотида, 2'-дезоксимодифицированного нуклеотида, модифицированного глико-

лем (GNA), например, Ggn, Cgn, Tgn или Agn, и винилфосфонатного нуклеотида; и комбинации таковых. 

В другом варианте осуществления по меньшей мере одна из модификаций нуклеотидов представля-

ет собой термически дестабилизирующую модификацию нуклеотида. 

В одном варианте осуществления термически дестабилизирующая модификация нуклеотида вы-

брана из группы, включающей: абазическую модификацию; мисматч (несовпадение) с противополож-

ным нуклеотидом в дуплексе; и дестабилизирующую модификацию сахара, такую как 2'-дезокси-

модификация, ациклический нуклеотид, разблокированные нуклеиновые кислоты (UNA) и глицериновая 

нуклеиновая кислота (GNA). 

В некоторых вариантах осуществления модифицированный нуклеотид содержит короткую после-

довательность 3'-концевых дезокситиминовых нуклеотидов (dT). 

В некоторых вариантах осуществления модификации нуклеотидов представляют собой модифика-

ции 2'-О-метил, GNA и 2'-фтор. 

В некоторых вариантах осуществления средство на основе дсРНК дополнительно содержит по 

меньшей мере одну фосфоротиоатную межнуклеотидную связь. В некоторых вариантах осуществления 

средство на основе дсРНК содержит 6-8 фосфоротиоатных межнуклеотидных связей. В одном варианте 

осуществления фосфоротиоатная или метилфосфонатная межнуклеотидная связь находится на 3'-конце 

одной цепи. Необязательно цепь представляет собой антисмысловую цепь. В другом варианте осуществ-

ления цепь представляет собой смысловую цепь. В сходном варианте осуществления фосфоротиоатная 

или метилфосфонатная межнуклеотидная связь находится на 5'-конце одной цепи. Необязательно цепь 

представляет собой антисмысловую цепь. В другом варианте осуществления цепь представляет собой 

смысловую цепь. В другом варианте осуществления фосфоротиоатная или метилфосфонатная межнук-

леотидная связь находится как на 5'-, так и на 3'-конце одной цепи. Необязательно цепь представляет 

собой антисмысловую цепь. В другом варианте осуществления цепь представляет собой смысловую 

цепь. 

Двухцепочечный участок может иметь 19-30 пар нуклеотидов в длину, 19-25 пар нуклеотидов в 

длину, 19-23 пар нуклеотидов в длину; 23-27 пар нуклеотидов в длину; или 21-23 пары нуклеотидов в 

длину. 

В одном варианте осуществления каждая цепь независимо имеет длину не более 30 нуклеотидов. 

В одном варианте осуществления смысловая цепь имеет длину 21 нуклеотид, а антисмысловая цепь 

имеет длину 23 нуклеотида. 

Область комплементарности может иметь не менее 17 нуклеотидов в длину; от 19 до 23 нуклеоти-

дов в длину; или 19 нуклеотидов в длину. 

В одном варианте осуществления по меньшей мере одна цепь содержит выступающий 3'-конец по 

меньшей мере из 1 нуклеотида. В другом варианте осуществления по меньшей мере одна цепь содержит 

выступающий 3'-конец по меньшей мере из 2 нуклеотидов. 
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В одном варианте осуществления средство на основе дсРНК дополнительно содержит лиганд. 

В одном варианте осуществления лиганд конъюгирован с 3'-концом смысловой цепи средства на 

основе дсРНК. 

В одном варианте осуществления лиганд представляет собой производное N-ацетилгалактозамина 

(GalNAc). 

В одном варианте осуществления лиганд представляет собой одно или более производных GalNAc, 

присоединенных через одновалентный, двухвалентный или трехвалентный разветвленный линкер. 

В одном варианте осуществления лиганд представляет собой 

 
В одном варианте осуществления средство на основе дсРНК конъюгирован с лигандом, как показа-

но на следующей схеме: 

 
где X представляет собой О или S. 

В одном варианте осуществления X представляет собой О. 

В одном варианте осуществления средство на основе дсРНК дополнительно содержит по меньшей 

мере одну фосфоротиоатную или метилфосфонатную межнуклеотидную связь. 

В одном варианте осуществления фосфоротиоатная или метилфосфонатная межнуклеотидная связь 

находится на 3'-конце одной цепи, например антисмысловой цепи или смысловой цепи. 

В другом варианте осуществления фосфоротиоатная или метилфосфонатная межнуклеотидная 

связь находится на 5'-конце одной цепи, например антисмысловой цепи или смысловой цепи. 

В одном варианте осуществления фосфоротиоатная или метилфосфонатная межнуклеотидная связь 

находится как на 5'-, так и на 3'-конце одной цепи. В одном варианте осуществления цепь представляет 

собой антисмысловую цепь. 

В одном варианте осуществления пара оснований в положении 1 от 5'-конца антисмысловой цепи 

дуплекса представляет собой пару оснований AU. 

Настоящее изобретение также относится к клеткам, содержащим любой из средств на основе 

дсРНК по изобретению, и фармацевтическим композициям, содержащим любой из средств на основе 

дсРНК по изобретению. 

Фармацевтическая композиция по изобретению может включать средство на основе дсРНК в неза-

буференном растворе, например физиологическом растворе или воде, или фармацевтическая композиция 

по изобретению может включать средство на основе дсРНК в буферном растворе, например в буферном 

растворе, содержащем ацетат, цитрат, проламин, карбонат или фосфат или любую комбинацию таковых; 

или фосфатно-солевом буфере (PBS). 

В одном аспекте настоящее изобретение относится к способу ингибирования экспрессии гена белка 

3, содержащего пататин-подобной фосфолипазный домен (PNPLA3), в клетке. Способ включает приве-

дение клетки в контакт с любой из дсРНК по изобретению или любой из фармацевтических композиций 

по изобретению, что тем самым ингибирует экспрессию гена PNPLA3 в клетке. 

В одном варианте осуществления клетка находится внутри субъекта, например человека, например 

субъекта, страдающего расстройством, ассоциированным с белком 3, содержащим пататин-подобной 

фосфолипазный домен (PNPLA3), где расстройство/заболевание, ассоциируемое с белком 3, содержащим 
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пататин-подобной фосфолипазный домен (PNPLA3), выбрано из группы, состоящей из жировой дистро-

фии печени (стеатоза), неалкогольного стеатогепатита (NASH), цирроза печени, накопления жира в пе-

чени, воспаления печени, гепатоцеллюлярного некроза, фиброза печени, ожирения или неалкогольной 

жировой дистрофии печени (NAFLD). 

В одном варианте осуществления контакт клетки с средством на основе дсРНК ингибирует экс-

прессию PNPLA3 по меньшей мере на 50, 60, 70, 80, 90 или 95%. 

В одном варианте ингибирование экспрессии PNPLA3 снижает уровень белка PNPLA3 в сыворотке 

субъекта по меньшей мере на 50, 60, 70, 80, 90 или 95%. 

В одном аспекте настоящее изобретение относится к способу лечения субъекта, страдающего рас-

стройством, при котором было бы полезно снижение экспрессии белка 3, содержащего пататин-

подобной фосфолипазный домен (PNPLA3). Способ включает введение субъекту терапевтически эффек-

тивного количества любой из дсРНК по изобретению или любой из фармацевтических композиций по 

изобретению, что приводит к излечению субъекта, страдающего расстройством, для которого было бы 

полезно снижение экспрессии PNPLA3. 

В другом аспекте настоящее изобретение относится к способу предотвращения по меньшей мере 

одного симптома у субъекта, страдающего заболеванием, при котором было бы полезно снижение экс-

прессии белка 3, содержащего пататин-подобной фосфолипазный домен (PNPLA3). Способ включает 

введение субъекту профилактически эффективного количества любой из дсРНК по изобретению или 

любой из фармацевтических композиций по изобретению, что приводит к предотвращению по меньшей 

мере одного симптома у субъекта, страдающего расстройством, при котором было бы полезно снижение 

экспрессии PNPLA3. 

В одном варианте осуществления расстройство представляет собой расстройство, связанное с свя-

занным с белком 3, содержащим пататин-подобной фосфолипазный домен (PNPLA3), например, где рас-

стройство, связанное связанным с белком 3, содержащим пататин-подобной фосфолипазный домен 

(PNPLA3), выбрано из группы, включающей жировую дистрофию печени (стеатоз), неалкогольный стеа-

тогепатит (NASH), цирроз печени, накопление жира в печени, воспаление печени, гепатоцеллюлярный 

некроз, фиброз печени, ожирение или неалкогольную жировую болезнь печени (NAFLD). 

В одном варианте осуществления расстройство, связанное с PNPLA3, представляет собой NAFLD. 

В одном варианте осуществления субъектом является человек. 

В одном варианте осуществления средство на основе дсРНК вводят субъекту в дозе от приблизи-

тельно 0,01 мг/кг до приблизительно 50 мг/кг. 

В одном варианте осуществления средство на основе дсРНК вводят субъекту подкожно. 

В одном варианте осуществления способы по изобретению включают дополнительное определение 

уровня PNPLA3 в образце(ах) субъекта. 

В одном варианте осуществления уровень белка 3, содержащего пататин-подобный фосфолипазный 

домен (PNPLA3) в образце(ах) субъекта, представляет собой уровень белка 3, содержащего пататин-

подобный фосфолипазный домен (PNPLA3) в образце(ах) крови или сыворотки. 

В некоторых вариантах осуществления способы по изобретению дополнительно включают введе-

ние субъекту дополнительного терапевтического средства. В другом варианте осуществления дополни-

тельное терапевтическое средство выбрано из группы, включающей: ингибитор HMG-CoA-редуктазы, 

фибрат, секвестрант желчных кислот, никотиновую кислоту (ниацин), антитромбоцитарное средство, 

ингибитор ангиотензинпревращающего фермента, антагонист рецептора ангиотензина II, ингибитор 

ацил-KoA холестеринацетилтрансферазы (АСАТ), ингибитор абсорбции холестерина, ингибитор белка-

переносчика эфира холестерина (СЕТР), ингибитор микросомального белка-переносчика триглицеридов 

(МТТР), модулятор холестерина, модулятор желчных кислот, агонист рецептора активируемого проли-

ферацией пероксисом (PPAR), генную терапию, комплексный васкулярный протектант, ингибитор гли-

копротеина IIb/IIIa, аспирин или аспириноподобное соединение, ингибитор IBAT, ингибитор сквален-

синтазы, ингибитор моноцитарного хемоаттрактантного белка (MCP)-I или рыбий жир. 

Настоящее изобретение также относится к наборам, включающим любую из дсРНК по изобретению 

или любую из фармацевтических композиций по изобретению, и, необязательно, инструкции по приме-

нению таковых. 

Эквиваленты 

Специалисты в данной области определят или смогут установить, используя не более чем рутинные 

эксперименты, многие эквиваленты конкретным вариантам осуществления и способам, описанным в 

настоящем изобретении. Такие эквиваленты охватываются объемом следующей формулы изобретения. 

ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Средство на основе двухцепочечной рибонуклеиновой кислоты (дсРНК) для ингибирования экс-

прессии белка 3, содержащего пататин-подобный фосфолипазный домен (PNPLA3), в клетке, где указан-

ная дсРНК содержит смысловую цепь и антисмысловую цепь, образующую двухцепочечную область, 

где смысловая цепь содержит по меньшей мере 15 смежных нуклеотидов, отличаясь не более чем на три 
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нуклеотида от нуклеотидной последовательности нуклеотидов 1214-1234 SEQ ID NO: 1, и антисмысло-

вая цепь содержит по меньшей мере 15 смежных нуклеотидов, отличаясь не более чем на три нуклеотида 

от соответствующей нуклеотидной последовательности SEQ ID NO: 2, причем все нуклеотиды смысло-

вой цепи и все нуклеотиды антисмысловой цепи содержат модификацию нуклеотида, выбранную из 

группы, состоящей из модификации 2'-О-метилнуклеотида и модификации 2'-фторнуклеотида, причем 

как смысловая цепь, так и антисмысловая цепь независимо содержат по меньшей мере одну фосфоротио-

атную или метилфосфонатную межнуклеотидную связь, и причем по меньшей мере одна цепь конъюги-

рована с лигандом. 

2. Средство на основе дсРНК по п.1, где смысловая цепь содержит по меньшей мере 17 смежных 

нуклеотидов, отличающихся не более чем на 3 нуклеотида от нуклеотидной последовательности нуклео-

тидов 1214-1234 SEQ ID NO: 1, и антисмысловая цепь содержит по меньшей мере 17 смежных нуклеоти-

дов, отличаясь не более чем на три нуклеотида от соответствующей нуклеотидной последовательности 

SEQ ID NO: 2. 

3. Средство на основе дсРНК по п.2, где смысловая цепь содержит по меньшей мере 19 смежных 

нуклеотидов, отличающихся не более чем на 3 нуклеотида от нуклеотидной последовательности нуклео-

тидов 1214-1234 SEQ ID NO: 1, и антисмысловая цепь содержит по меньшей мере 19 смежных нуклеоти-

дов, отличаясь не более чем на три нуклеотида от соответствующей нуклеотидной последовательности 

SEQ ID NO: 2. 

4. Средство на основе дсРНК по любому из пп.1-3, где смысловая цепь содержит 2-6 2'-

фтормодифицированных нуклеотидов. 

5. Средство на основе дсРНК по п.4, где смысловая цепь содержит 4 2'-фтормодифицированных 

нуклеотида. 

6. Средство на основе дсРНК по любому из пп.1-4, где антисмысловая цепь содержит 2-8 2'-

фтормодифицированных нуклеотидов. 

7. Средство на основе дсРНК по п.6, где антисмысловая цепь содержит 6 2'-фтормодифици-

рованных нуклеотидов. 

8. Средство на основе дсРНК по любому из пп.1-7, где смысловая цепь содержит 4 2'-

фтормодифицированных нуклеотида в нуклеотидах 7 и 9-11, считая от 5'-конца, и антисмысловая цепь 

содержит 6 2'-фтормодифицированных нуклеотидов в нуклеотидах 2, 6, 8, 9, 14 и 16, считая от 5'-конца. 

9. Средство на основе дсРНК по любому из пп.1-8, где длина двухцепочечной области составляет 

15-30 пар нуклеотидов. 

10. Средство на основе дсРНК по п.9, где двухцепочечная область имеет длину 19-25 пар нуклеоти-

дов. 

11. Средство на основе дсРНК по п.9, где двухцепочечная область имеет длину 21-23 пары нуклео-

тидов. 

12. Средство на основе дсРНК по любому из пп.1-11, где каждая цепь независимо имеет длину 15-

30 нуклеотидов. 

13. Средство на основе дсРНК по п.12, где каждая цепь независимо имеет длину 19-25 нуклеотидов. 

14. Средство на основе дсРНК по любому из п.13, где смысловая цепь имеет длину 21 нуклеотид и 

антисмысловая цепь имеет длину 23 нуклеотида. 

15. Средство на основе дсРНК по любому из пп.1-14, где по меньшей мере одна цепь содержит 3'-

выступ по меньшей мере из 1 нуклеотида. 

16. Средство на основе дсРНК по любому из пп.1-15, где лиганд конъюгирован с 3'-концом смысло-

вой цепи средства на основе дсРНК. 

17. Средство на основе дсРНК по п.16, где лиганд представляет собой производное N-

ацетилгалактозамина (GalNAc). 

18. Средство на основе дсРНК по п.16 или 17, где лиганд представляет собой одно или более произ-

водных GalNAc, присоединенных через одновалентный, двухвалентный или трехвалентный разветвлен-

ный линкер. 

19. Средство на основе дсРНК по п.17 или 18, где лиганд представляет собой 
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20. Средство на основе дсРНК по п.19, где средство на основе дсРНК конъюгировано с лигандом, 

как показано на следующей схеме: 

 
и где X представляет собой О или S. 

21. Средство на основе дсРНК по п.20, где X представляет собой О. 

22. Средство на основе дсРНК по любому из пп.1-21, где смысловая цепь содержит две фосфоро-

тиоатные или метилфосфонатные межнуклеотидные связи на 5'-конце. 

23. Средство на основе дсРНК по любому из пп.1-22, где антисмысловая цепь содержит две фосфо-

ротиоатные или метилфосфонатные межнуклеотидные связи как на 5'-, так и на 3'-конце. 

24. Средство на основе дсРНК по любому из пп.1-23, где смысловая цепь содержит две фосфоро-

тиоатные или метилфосфонатные межнуклеотидные связи на 5'-конце и антисмысловая цепь содержит 

две фосфоротиоатные или метилфосфонатные межнуклеотидные связи как на 5'-, так и на 3'-конце. 

25. Средство на основе дсРНК по любому из пп.1-24, где смысловая цепь содержит нуклеотидную 

последовательность 5'-CAUUAGGAUAAUGUCUUAUGU-3' (SEQ ID NO: 2480) и антисмысловая цепь 

содержит нуклеотидную последовательность 5'-ACAUAAGACAUUAUCCUAAUGGG-3' (SEQ ID NO: 

2564). 

26. Средство на основе дсРНК по п.25, где смысловая цепь отличается не более чем на 3 модифици-

рованных нуклеотида от нуклеотидной последовательности 5'-csasuuagGfaUfAfAfugucuuaugu-3' (SEQ ID 

NO: 2648) и где антисмысловая цепь отличается не более чем на 3 модифицированных нуклеотида от 

нуклеотидной последовательности 5'-asCfsauaAfgAfCfauuaUfcCfuaaugsgsg-3' (SEQ ID NO: 2732), где a, g, 

с и u представляют собой 2'-O-метил (2'-OMe) A, G, С и U соответственно; Af, Gf, Cf и Uf представляют 

собой 2'-фтор A, G, С и U соответственно; и s представляет собой фосфортиоатную связь. 

27. Средство на основе дсРНК по п.25, где смысловая цепь отличается не более чем на 2 модифици-

рованных нуклеотида от нуклеотидной последовательности 5'-csasuuagGfaUfAfAfugucuuaugu-3' (SEQ ID 

NO: 2648) и где антисмысловая цепь отличается не более чем на 2 модифицированных нуклеотида от 

нуклеотидной последовательности 5'-asCfsauaAfgAfCfauuaUfcCfuaaugsgsg-3' (SEQ ID NO: 2732). 

28. Средство на основе дсРНК по п.25, где смысловая цепь отличается не более чем на 1 модифици-

рованный нуклеотид от нуклеотидной последовательности 5'-csasuuagGfaUfAfAfugucuuaugu-3' (SEQ ID 

NO: 2648) и где антисмысловая цепь отличается не более чем на 1 модифицированный нуклеотид от 

нуклеотидной последовательности 5'-asCfsauaAfgAfCfauuaUfcCfuaaugsgsg-3' (SEQ ID NO: 2732). 

29. Средство на основе дсРНК по п.25, где смысловая цепь содержит нуклеотидную последователь-

ность 5'-csasuuagGfaUfAfAfugucuuaugu-3' (SEQ ID NO: 2648) и где антисмысловая цепь содержит нук-

леотидную последовательность 5'-asCfsauaAfgAfCfauuaUfcCfuaaugsgsg-3' (SEQ ID NO: 2732), где a, g, с и 

u представляют собой 2'-О-метил (2'-OMe) A, G, С и U соответственно; Af, Gf, Cf и Uf представляют со-

бой 2'-фтор A, G, С и U соответственно; и s представляет собой фосфортиоатную связь. 

30. Средство на основе дсРНК по любому из пп.26-29, где средство на основе дсРНК конъюгирова-

но с лигандом, как показано на следующей схеме: 

, 

где X представляет собой О. 

31. Средство на основе двухцепочечной рибонуклеиновой кислоты (дсРНК) для ингибирования 
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экспрессии белка 3, содержащего пататин-подобный фосфолипазный домен (PNPLA3), в клетке, причем 

средство на основе дсРНК содержит смысловую цепь и антисмысловую цепь, образующие двухцепочеч-

ную область, причем смысловая цепь содержит нуклеотидную последовательность  

5'-csasuuagGfaUfAfAfugucuuaugu-3' (SEQ ID NO: 2648) и причем антисмысловая цепь содержит нуклео-

тидную последовательность 5'-asCfsauaAfgAfCfauuaUfcCfuaaugsgsg-3' (SEQ ID NO: 2732), где a, g, с и u 

представляют собой 2'-O-метил (2'-OMe) A, G, С и U соответственно; Af, Gf, Cf и Uf представляют собой 

2'-фтор A, G, С и U соответственно; и s представляет собой фосфортиоатную связь. 

32. Средство на основе дсРНК по п.31, дополнительно содержащее лиганд. 

33. Средство на основе дсРНК по п.32, где 3'-конец смысловой цепи конъюгирован с лигандом, как 

показано на следующей схеме: 

, 

где X представляет собой О. 

34. Средство на основе двухцепочечной рибонуклеиновой кислоты (дсРНК) для ингибирования 

экспрессии белка 3, содержащего пататин-подобный фосфолипазный домен (PNPLA3), в клетке, причем 

средство на основе дсРНК содержит смысловую цепь и антисмысловую цепь, образующие двухцепочеч-

ную область, причем смысловая цепь содержит нуклеотидную последовательность  

5'-csasuuagGfaUfAfAfugucuuaugu-3' (SEQ ID NO: 2648) и причем антисмысловая цепь содержит нуклео-

тидную последовательность 5'-asCfsauaAfgAfCfauuaUfcCfuaaugsgsg-3' (SEQ ID NO: 2732), где a, g, с и u 

представляют собой 2'-O-метил (2'-OMe) A, G, С и U соответственно; Af, Gf, Cf и Uf представляют собой 

2'-фтор A, G, С и U соответственно; и s представляет собой тиофосфатную связь; и где 3'-конец смысло-

вой цепи конъюгирован с лигандом, как показано на следующей схеме: 

, 

где X представляет собой О. 

35. Средство на основе двухцепочечной рибонуклеиновой кислоты (дсРНК) для ингибирования 

экспрессии белка 3, содержащего пататин-подобный фосфолипазный домен (PNPLA3), в клетке, причем 

средство на основе дсРНК содержит смысловую цепь и антисмысловую цепь, образующие двухцепочеч-

ную область, причем смысловая цепь состоит из нуклеотидной последовательности  

5'-csasuuagGfaUfAfAfugucuuaugu-3' (SEQ ID NO: 2648) и причем антисмысловая цепь состоит из нуклео-

тидной последовательности 5'-asCfsauaAfgAfCfauuaUfcCfuaaugsgsg-3' (SEQ ID NO: 2732), где a, g, с и u 

представляют собой 2'-O-метил (2'-OMe) A, G, С и U соответственно; Af, Gf, Cf и Uf представляют собой 

2'-фтор A, G, С и U соответственно; и s представляет собой тиофосфатную связь; и где 3'-конец смысло-

вой цепи конъюгирован с лигандом, как показано на следующей схеме: 
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, 

где X представляет собой О. 

36. Клетка, содержащая средство на основе дсРНК по любому из пп.1-35. 

37. Фармацевтическая композиция для ингибирования экспрессии гена белка 3, кодирующего пата-

тин-подобный фосфолипазный домен (PNPLA3), содержащая средство на основе дсРНК по любому из 

пп.1-35. 

38. Фармацевтическая композиция по п.37, где средство на основе дсРНК находится в незабуфе-

ренном растворе. 

39. Фармацевтическая композиция по п.38, где небуферный раствор представляет собой физиоло-

гический раствор или воду. 

40. Фармацевтическая композиция по п.37, где указанное средство на основе дсРНК находится в 

буферном растворе. 

41. Фармацевтическая композиция по п.40, где буферный раствор содержит ацетат, цитрат, прола-

мин, карбонат или фосфат или любую их комбинацию. 

42. Фармацевтическая композиция по п.41, где буферный раствор представляет собой фосфатно-

солевой буфер (PBS). 

43. Способ ингибирования in vitro экспрессии гена белка 3, кодирующего пататин-подобный фос-

фолипазный домен (PNPLA3), в клетке, включающий приведение клетки в контакт со средством на ос-

нове дсРНК по любому из пп.1-35 или фармацевтической композицией по любому из пп.37-42, что тем 

самым ингибирует экспрессию гена PNPLA3 в клетке. 

44. Способ по п.43, где контактирование клетки с средством на основе дсРНК ингибирует экспрес-

сию PNPLA3 по меньшей мере на 50, 60, 70, 80, 90 или 95%. 

45. Способ лечения субъекта, имеющего PNPLA3-ассоциированное заболевание, выбранное из 

группы, состоящей из жировой дистрофии печени (стеатоза), неалкогольного стеатогепатита (NASH), 

цирроза печени, накопления жира в печени, воспаления печени, гепатоцеллюлярного некроза, фиброза 

печени, ожирения и неалкогольной жировой болезни печени (NAFLD), включающий введение субъекту 

терапевтически эффективного количества средства на основе дсРНК по любому из пп.1-35 или фарма-

цевтической композиции по любому из пп.37-42, что тем самым способствует излечению субъекта, стра-

дающего расстройством, при котором было бы полезно снижение экспрессии PNPLA3. 

46. Способ предотвращения по меньшей мере одного симптома у субъекта, имеющего PNPLA3-

ассоциированное заболевание, выбранное из группы, состоящей из жировой дистрофии печени (стеато-

за), неалкогольного стеатогепатита (NASH), цирроза печени, накопления жира в печени, воспаления пе-

чени, гепатоцеллюлярного некроза, фиброза печени, ожирения и неалкогольной жировой болезни печени 

(NAFLD), включающий введение субъекту профилактически эффективного количества средства на ос-

нове дсРНК по любому из пп.1-35 или фармацевтической композиции по любому из пп.37-42, что тем 

самым предотвращает по меньшей мере один симптом у субъекта, страдающего расстройством, для ко-

торого было бы полезно снижение экспрессии PNPLA3. 

47. Способ по п.45 или 46, где расстройство, ассоциированное с PNPLA3, представляет собой неал-

когольную жировую болезнь печени (NAFLD). 

48. Способ по п.47, где субъектом является человек. 

49. Способ по любому из пп.45-48, где средство на основе дсРНК вводят субъекту в дозе от прибли-

зительно 0,01 мг/кг до приблизительно 50 мг/кг. 

50. Способ по любому из пп.45-49, где средство на основе дсРНК вводят субъекту подкожно. 

51. Способ по любому из пп.45-50, дополнительно включающий введение субъекту дополнительно-

го терапевтического средства для лечения PNPLA3-ассоциированного расстройства. 

52. Набор, содержащий средство на основе дсРНК по любому из пп.1-35 или фармацевтическую 

композицию по любому из пп.37-42, для лечения субъекта, имеющего PNPLA3-ассоциированное заболе-

вание, выбранное из группы, состоящей из жировой дистрофии печени (стеатоза), неалкогольного стеа-

тогепатита (NASH), цирроза печени, накопления жира в печени, воспаления печени, гепатоцеллюлярного 

некроза, фиброза печени, ожирения и неалкогольной жировой болезни печени (NAFLD). 

53. Флакон, содержащий средство на основе дсРНК по любому из пп.1-35 или фармацевтическую 
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композицию по любому из пп.37-42, для лечения субъекта, имеющего PNPLA3-ассоциированное заболе-

вание, выбранное из группы, состоящей из жировой дистрофии печени (стеатоза), неалкогольного стеа-

тогепатита (NASH), цирроза печени, накопления жира в печени, воспаления печени, гепатоцеллюлярного 

некроза, фиброза печени, ожирения и неалкогольной жировой болезни печени (NAFLD). 

54. Шприц, содержащий средство на основе дсРНК по любому из пп.1-35 или фармацевтическую 

композицию по любому из пп.37-42, для лечения субъекта, имеющего PNPLA3-ассоциированное заболе-

вание, выбранное из группы, состоящей из жировой дистрофии печени (стеатоза), неалкогольного стеа-

тогепатита (NASH), цирроза печени, накопления жира в печени, воспаления печени, гепатоцеллюлярного 

некроза, фиброза печени, ожирения и неалкогольной жировой болезни печени (NAFLD). 
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