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Настоящая заявка заявляет приоритет предварительной заявки на патент США № 61/887288, подан-
ной 4 октября 2013 г., и предварительной заявки на патент США № 61/983720, поданной 24 апреля 2014 
г. Полное содержание каждой из упомянутых выше заявок, таким образом, включено в данный документ 
при помощи ссылки. 

Перечень последовательностей 

Настоящая заявка включает перечень последовательностей, который был подан в электронном виде 
в формате с кодировкой ASCII и, таким образом, включен в данный документ при помощи ссылки во 
всей своей полноте. Указанная копия файла с кодировкой ASCII, созданная 2 октября 2014 г., имеет на-
звание A2038-7202WO_SL.txt, и ее размер составляет 1107486 байт. 

Область изобретения 

Настоящее изобретение относится к специфическому ингибированию экспрессии гена ALAS1. 
Уровень техники 

Врожденные порфирии представляют собой семейство нарушений, возникающих в результате не-
достаточной активности определенных ферментов в рамках пути биосинтеза гема, также называемым в 
данном документе порфириновым путем. Недостаточность ферментов порфиринового пути приводит к 
неполному образованию гема и к накоплению предшественников порфиринов и порфиринов, которые в 
высоких концентрациях токсичны для ткани. 

Из ряда врожденных порфирии, острая перемежающаяся порфирия (AIP, например, аутосомно-
доминантная AIP), вариегатная порфирия (VP, например, аутосомно-доминантная VP), наследственная 
копропорфирия (копропорфирия или НСР, например, аутосомно-доминантная НСР), и порфирия, обу-
словленная недостаточностью дегидратазы 5'-аминолевулиновой кислоты (также известной как 5-
аминолевулиновая кислота или ALA) (ADP, например, аутосомно-рецессивная ADP) классифицируются 
как острые печеночные порфирии и проявляются острыми неврологическими приступами, которые мо-
гут быть опасными для жизни. Острые приступы характеризуются симптомами, связанными с вегетатив-
ной, периферической и центральной нервной системы, в том числе болью в животе, гипертензией, тахи-
кардией, запором, двигательной слабостью, параличом и судорогами. При ненадлежащем лечении может 
наступать квадриплегия, нарушение функции дыхания и смерть. Различные факторы, включая лекарст-
венные средства, индуцирующие цитохромы Р450, режим питания и гормональные изменения, могут 
провоцировать острые приступы вследствие повышения активности синтазы 5' -аминолевулиновой ки-
слоты печени 1 (ALAS1), первого и скорость-лимитирующего фермента пути биосинтеза гема. При ост-
рых порфириях, например, AIP, VP, НСР и ADP, недостаточность соответствующего фермента приводит 
к образованию и накоплению в печени одного или нескольких веществ (например, порфиринов и/или 
предшественников порфиринов, например, ALA и/или PBG), которые могут быть нейротоксичными и 
могут приводить к возникновению острых приступов. См., например, Balwani, M and Desnick, R.J., Blood, 
120:4496-4504, 2012. 

Современная терапия острых неврологических приступов заключается во внутривенном введении 
гемина (пангематина, Lundbeck, или нормосанга, Orphan Europe), который предусматривает экзоген-
ный гем для ингибирования ALAS1 посредством отрицательной обратной связи, и, тем самым, снижает 
образование ALA и PBG. Гемин используют для лечения во время острого приступа и для предупрежде-
ния приступов, особенно у женщин с острыми порфириями, которые испытывают частые приступы при 
гормональных изменениях во время менструальных циклов. Хотя в целом у пациентов наблюдается хо-
роший ответ на лечение, его эффект является медленным, при этом, как правило, требуется от двух до 
четырех дней или дольше для приведения концентраций ALA и PBG в моче к нормальным значениям.  

Поскольку при внутривенном введении гемин быстро метаболизируется, как правило, требуется от 
трех до четырех инфузий для эффективного лечения или предупреждения острого приступа. Кроме того, 
повторяющиеся инфузий могут вызывать перенасыщение железом и флебит, который может нарушать 
доступ к периферическим венам. Несмотря на то, что ортотопическая трансплантация печени имеет ле-
чебный эффект, эта процедура характеризуется серьезными осложнениями и смертностью, а наличие 
доноров печени ограничено. Таким образом, требуется альтернативный терапевтический подход, кото-
рый является более эффективным, быстродействующим и безопасным. Было бы особенно предпочти-
тельным, если бы такое лечение могло осуществляться с помощью подкожного введения, поскольку это 
исключило бы необходимость в инфузиях и длительной госпитализации. 

AIP, также называемая недостаточностью порфобилиногендезаминазы (PBGD), или недостаточно-
стью гидроксиметилбилансинтазы (HMBS), является наиболее распространенной среди острых печеноч-
ных порфирий. Распространенность AIP по оценкам составляет 5-10 на 100000, при этом приблизительно 
у 5-10% пациентов наблюдаются симптомы. AIP представляет собой аутосомно-доминантное наруше-
ние, вызванное мутациями в гене HMBS, что приводит к пониженной, например, составляющей полови-
ну от нормы, активности фермента. Ранее мышиную модель AIP, характеризующуюся ∼30% активности 
HMBS дикого типа, получали с помощью гомологичной рекомбинации. Как и у пациентов-людей, у этих 
мышей повышается активность печеночной ALAS1 и накапливаются большие количества ALA и PBG в 
плазме и моче при введении порфириногенных лекарственных средств, таких как фенобарбитал. В связи 
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с этим, они являются отличной моделью для оценки эффективности новых терапевтических средств для 
лечения острых печеночных порфирий. 

Краткое описание изобретения 

Настоящее изобретение описывает способы и композиции на основе iRNA для модулирования экс-
прессии гена ALAS1. Согласно определенным вариантам осуществления уровень экспрессии гена 
ALAS1 снижают или ингибируют с применением iRNA, специфической по отношению к ALAS1. Такое 
ингибирование может быть пригодным при лечении нарушений, связанных с экспрессией ALAS1, таких 
как порфирий. 

Соответственно, в данном документе описаны композиции и способы, которые влияют на расщеп-
ление РНК-транскриптов гена ALAS1, опосредованное индуцируемым РНК комплексом сайленсинга 
(RISC), например, в клетке или у субъекта (например, у млекопитающего, такого как человек). Также 
описаны композиции и способы лечения нарушения, связанного с экспрессией гена ALAS1, такого как 
порфирия, например, X-сцепленная сидеробластная анемия (XLSA), порфирия, обусловленная недоста-
точностью ALA-дегидратазы (порфирия Досса или ADP), острая перемежающаяся порфирия (AIP), вро-
жденная эритропоэтическая порфирия (СЕР), поздняя кожная порфирия (РСТ), наследственная копро-
порфирия (копропорфирия, или НСР), вариегатная порфирия (VP), эритропоэтическая протопорфирия 
(ЕРР) или транзиторная эритропорфирия детского возраста. Согласно некоторым вариантам осуществле-
ния нарушение представляет собой острую печеночную порфирию, например, порфирию, обусловлен-
ную недостаточностью ALA-дегидратазы (ADP), AIP, НСР или VP. Согласно определенным вариантам 
осуществления нарушение представляет собой порфирию, обусловленную недостаточностью ALA-
дегидратазы (ADP) или AIP. 

Согласно вариантам осуществления порфирия представляет собой печеночную порфирию, напри-
мер, порфирию, выбранную из острой перемежающейся порфирии (AIP), наследственной копропорфи-
рии (НСР), вариегатной порфирии (VP), порфирии, обусловленной недостаточностью ALA-дегидратазы 
(ADP) и гематоэритропоэтической порфирии. Согласно вариантам осуществления порфирия представля-
ет собой печеночную порфирию у гомозигот по доминантному аллелю (например, AIP, НСР или VP у 
гомозигот по доминантному аллелю) или гепатоэритропоэтическую порфирию. Согласно вариантам 
осуществления порфирия представляет собой двойную порфирию. 

Используемое в данном документе выражение "iRNA", "RNAi", "средство на основе iRNA", "сред-
ство для RNAi", или "молекула iRNA" относится к средству, которое содержит РНК в том значении, в 
каком это выражение определено в данном документе, и которое опосредует целевое расщепление РНК-
транскрипта, например, через путь с участием индуцируемого РНК комплекса сайленсинга (RISC). Со-
гласно одному варианту осуществления iRNA, описанная в данном документе, влияет на ингибирование 
экспрессии ALAS1 в клетке или у млекопитающего. 

Включенные в композиции iRNA, описанные в данном документе, охватывают dsRNA с нитью РНК 
(антисмысловой нитью), имеющей участок, например, участок, который составляет 30 нуклеотидов или 
менее, как правило, 19-24 нуклеотида в длину, который практически комплементарен по меньшей мере 
части mRNA-транскрипта гена ALAS1 (например, гена ALAS1 мыши или человека) (также называемого 
в данном документе "iRNA, специфическая по отношению к ALAS1"). Альтернативно, или в комбина-
ции, iRNA охватывают dsRNA с нитью РНК (антисмысловой нитью), имеющей участок, который состав-
ляет 30 нуклеотидов или менее, как правило, 19-24 нуклеотида в длину, который практически компле-
ментарен по меньшей мере части mRNA-транскрипта гена ALAS1 (например, варианта 1 или 2 гена 
ALAS1 человека) (также называемого в данном документе "iRNA, специфическая по отношению к 
ALAS1"). 

Согласно вариантам осуществления iRNA (например, dsRNA), описанная в данном документе, со-
держит антисмысловую нить с участком, который практически комплементарен участку ALAS1 челове-
ка. Согласно вариантам осуществления ALAS1 человека имеет последовательность NM_000688.4 (SEQ 
ID NO:1) или NM_000688.5 (SEQ ID NO:382). Согласно вариантам осуществления ALAS1 человека име-
ет последовательность NM_199166.1. 

Согласно вариантам осуществления антисмысловая последовательность iRNA (например, dsRNA) 
нацелена на участок 871-895 (плюс или минус 5, 4, 3, 2 или 1 нуклеотид в каком-либо одном или обоих 
направлениях относительно 5' и/или 3' конца) транскрипта ALAS I NM_000688.4. Согласно вариантам 
осуществления антисмысловая последовательность нацелена на нуклеотиды 871-893, 871-892 или 873-
895 транскрипта ALAS1 NM_000688.4. Согласно вариантам осуществления антисмысловая последова-
тельность содержит последовательность или состоит из последовательности, которая полностью ком-
плементарна или практически комплементарна нуклеотидам 871-893, 871-892 или 873-895 транскрипта 
ALAS1 NM_000688.4. 

Согласно одному аспекту представлена двунитевая рибонуклеиновая кислота (dsRNA) для ингиби-
рования экспрессии ALAS1, где упомянутая dsRNA содержит смысловую нить и антисмысловую нить, 
при этом антисмысловая нить содержит участок комплементарности РНК-транскрипту ALAS1, анти-
смысловая нить которого содержит по меньшей мере 15 (например, по меньшей мере 16, 17, 18, 19, 20, 
21, 22 или 23) смежных нуклеотидов, отличающихся не более чем по 3, 2 или 1 нуклеотиду от последова-
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тельности UAAGAUGAGACACUCUUUCUGGU (SEQ ID NO: 4153) или UAAGAUGAGACACUCTUU-
CUGGU (SEQ ID NO: 4154). Согласно вариантам осуществления антисмысловая нить содержит последо-
вательность UAAGAUGAGACACUCUUUCUGGU (SEQ ID NO: 4153) или UAAGAUGAGACACUC-
TUUCUGGU (SEQ ID NO: 4154). Согласно вариантам осуществления смысловая нить содержит после-
довательность CAGAAAGAGUGUCUCAUCUUA (SEQ ID NO: 4155). Согласно вариантам осуществле-
ния один или несколько нуклеотидов антисмысловой нити и/или смысловой нити модифицированы, как 
описано в данном документе. Согласно вариантам осуществления dsRNA содержит (i) антисмысловую 
нить, которая содержит антисмысловую последовательность или состоит из антисмысловой последова-
тельности AD-60489, AD-60519 или AD-61193, и/или (ii) смысловую нить, которая содержит смысловую 
последовательность или состоит из смысловой последовательности AD-60489, AD-60519 или AD-61193 в 
том числе одной или нескольких (например, всех) из модификаций антисмысловой нити и/или антисмы-
словой нити AD-60489, AD-60519 или AD-61193). 

Согласно одному аспекту представлена двунитевая рибонуклеиновая кислота (dsRNA) для ингиби-
рования экспрессии ALAS1, где упомянутая dsRNA содержит смысловую нить и антисмысловую нить, 
при этом антисмысловая нить содержит участок комплементарности РНК-транскрипту ALAS1, анти-
смысловая нить которого содержит по меньшей мере 15 (например, по меньшей мере 16, 17, 18, 19, 20, 
21, 22 или 23) смежных нуклеотидов, отличающихся не более чем 3 (например, не более чем 0, 1 или 2) 
нуклеотидами от антисмысловой последовательности, приведенной в любой из табл. 1-40, или немоди-
фицированного варианта антисмысловой последовательности (например, варианте с аналогичной нук-
леотидной последовательностью, за исключением того, что некоторые или все из нуклеотидов немоди-
фицированы), приведенной в любой из табл. 21-40. Согласно одному варианту осуществления антисмы-
словая последовательность содержит по меньшей мере 15 (например, по меньшей мере 16, 17, 18, 19, 20, 
21, 22 или 23) смежных нуклеотидов, отличающихся не более чем 3 (например, не более чем 0, 1 или 2) 
нуклеотидами от (i) антисмысловой последовательности AD-60489, AD-60519 или AD-61193 или (ii) не-
модифицированного варианта любой из этих последовательностей. Согласно вариантам осуществления 
антисмысловая нить содержит по меньшей мере 15 (например, по меньшей мере 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22 
или 23) смежных нуклеотидов, отличающихся не более чем 3 (например, не более чем 0, 1 или 2) нуклео-
тидами от последовательности UAAGAUGAGACACUCUUUCUGGU (SEQ ID NO: 4153) или UAAGAU-
GAGACACUCTUUCUGGU (SEQ ID NO: 4154). Согласно варианту осуществления антисмысловая по-
следовательность нацелена на положения 871-893 NM_000688.4 (SEQ ID NO:1). Согласно вариантам 
осуществления смысловая нить содержит последовательность CAGAAAGAGUGUCUCAUCUUA (SEQ 
ID NO: 4155). Согласно вариантам осуществления один или несколько нуклеотидов антисмысловой нити 
и/или смысловой нити модифицированы, как описано в данном документе. 

Согласно некоторым вариантам осуществления dsRNA не включает смысловую и/или антисмысло-
вую последовательность, приведенную в любой из табл. 2, 3, 6, 7, 8, 9, 14, 15, 18 или 20. 

Согласно одному варианту осуществления представлена двунитевая рибонуклеиновая кислота 
(dsRNA) для ингибирования экспрессии ALAS1, где упомянутая dsRNA содержит смысловую нить и 
антисмысловую нить, при этом антисмысловая нить содержит участок комплементарности РНК-
транскрипту ALAS1, антисмысловая нить которого содержит по меньшей мере 15 (например, по мень-
шей мере 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22 или 23) смежных нуклеотидов, отличающихся не более чем 3 нуклео-
тидами, не более чем 2 нуклеотидами или не более чем одним нуклеотидом от антисмысловой последо-
вательности AD-60519. Согласно вариантам осуществления один или несколько нуклеотидов модифици-
рованы, как описано выше. 

Согласно одному варианту осуществления представлена двунитевая рибонуклеиновая кислота 
(dsRNA) для ингибирования экспрессии ALAS1, где упомянутая dsRNA содержит смысловую нить и 
антисмысловую нить, при этом антисмысловая нить содержит участок комплементарности РНК-
транскрипту ALAS1, антисмысловая нить которого содержит по меньшей мере 15 (например, по мень-
шей мере 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22 или 23) смежных нуклеотидов, отличающихся не более чем 3 (напри-
мер, не более чем 0, 1 или 2) нуклеотидами от антисмысловой последовательности AD-60489 или произ-
водного AD-60489, как описано в данном документе. Согласно вариантам осуществления один или не-
сколько нуклеотидов модифицированы, как описано в данном документе, например, один или несколько 
(или все) нуклеотидов AD-60489 модифицированы, как описано в данном документе. Согласно вариан-
там осуществления производное AD-60489 представляет собой AD-60501, AD-60519, AD-60901, AD-
60495, AD-60900, AD-60935, AD-60879, AD-61190, AD-61191, AD-60865, AD-60861, AD-60876, AD-
61193, AD-60519, AD-60519 или AD-60901. Согласно вариантам осуществления производное AD-60489 
представляет собой AD-60519. Согласно вариантам осуществления производное AD-60489 представляет 
собой AD-61193. 

Согласно одному варианту осуществления представлена двунитевая рибонуклеиновая кислота 
(dsRNA) для ингибирования экспрессии ALAS1, где упомянутая dsRNA содержит смысловую нить и 
антисмысловую нить, при этом антисмысловая нить содержит участок комплементарности РНК-
транскрипту ALAS1, антисмысловая нить которого содержит по меньшей мере 15 (например, по мень-
шей мере 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22 или 23) смежных нуклеотидов, отличающихся не более чем 3 (напри-
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мер, не более чем 0, 1 или 2) нуклеотидами от производного AD-58632, описанного в данном документе. 
Согласно вариантам осуществления один или несколько нуклеотидов модифицированы, как описано в 
данном документе, например, один или несколько (или все) нуклеотидов AD-58632 модифицированы, 
как описано в данном документе. Согласно вариантам осуществления производное AD-58632 представ-
ляет собой AD-60405, AD-60887, AD-60923, AD-60434, AD-60892, AD-60419, AD-60924, AD-60445, AD-
60925, и AD-60926, AD-60820, AD-60843, AD-60819, AD-61140, AD-61141, AD-61142, AD-60835, AD-
60839, AD-61143, AD-61144, AD-61145, AD-61146, AD-60892, или AD-60419. Согласно вариантам осу-
ществления производное AD-58632 представляет собой AD-60819. 

Согласно некоторым вариантам осуществления dsRNA характеризуется значением IC50, состав-
ляющим менее 1 нМ. Согласно некоторым вариантам осуществления dsRNA характеризуется значением 
IC50 B диапазоне 0,01-1 нМ. Согласно вариантам осуществления dsRNA характеризуется значением IC50, 
составляющим менее 0,05 нМ. Согласно вариантам осуществления dsRNA характеризуется значением 
ICso> составляющим менее 0,02 нМ. Согласно вариантам осуществления dsRNA характеризуется значе-
нием IC50, составляющим менее 0,01 нМ. Согласно вариантам осуществления IC50 определяют, как опи-
сано в данном документе в примерах. 

Согласно некоторым вариантам осуществления dsRNA характеризуется разовой дозой ED50 менее 
чем приблизительно 10 мг/кг. Согласно некоторым вариантам осуществления dsRNA характеризуется 
разовой дозой ED50 менее чем приблизительно 5 мг/кг. Согласно вариантам осуществления ЕС50 опре-
деляют, как описано в данном документе в примерах. 

Согласно некоторым вариантам осуществления dsRNA характеризуется повышенной активностью 
относительно AD-58632. Согласно некоторым вариантам осуществления dsRNA характеризуется повы-
шенной активностью относительно AD-60489. Согласно некоторым вариантам осуществления dsRNA 
характеризуется повышенной активностью относительно AD-58632 и AD-60489. 

Согласно вариантам осуществления dsRNA представляет собой AD-60501, AD-60519, AD-60901, 
AD-60495, AD-60900, AD-60935, AD-60879, AD-61190, AD-61191, AD-60865, AD-60861, AD-60876, AD-
61193, AD-60519, AD-60519, AD-60901, AD-60405, AD-60887, AD-60923, AD-60434, AD-60892, AD-
60419, AD-60924, AD-60445, AD-60925, AD-60926, AD-60820, AD-60843, AD-60819, AD-61140, AD-
61141, AD-61142, AD-60835, AD-60839, AD-61143, AD-61144, AD-61145, AD-61146, AD-60892, или AD-
60419 (например, включающую нуклеотидную последовательность и/или одну или несколько (например, 
все) из модификаций упомянутых выше dsRNA). Согласно вариантам осуществления dsRNA содержит 
антисмысловую нить, которая содержит антисмысловую последовательность или состоит из антисмы-
словой последовательности (и/или одной или нескольких (например, всех) из модификаций)), выбранной 
из AD-60501, AD-60519, AD-60901, AD-60495, AD-60900, AD-60935, AD-60879, AD-61190, AD-61191, 
AD-60865, AD-60861, AD-60876, AD-61193, AD-60519, AD-60519, AD-60901, AD-60405, AD-60887, AD-
60923, AD-60434, AD-60892, AD-60419, AD-60924, AD-60445, AD-60925, AD-60926, AD-60820, AD-
60843, AD-60819, AD-61140, AD-61141, AD-61142, AD-60835, AD-60839, AD-61143, AD-61144, AD-
61145, AD-61146, AD-60892, или AD-60419. Согласно вариантам осуществления dsRNA содержит смы-
словую нить, которая содержит смысловую последовательность или состоит из смысловой последова-
тельности (и/или одной или нескольких (например, всех) из модификаций)), выбранной из AD-60501, 
AD-60519, AD-60901, AD-60495, AD-60900, AD-60935, AD-60879, AD-61190, AD-61191, AD-60865, AD-
60861, AD-60876, AD-61193, AD-60519, AD-60519, AD-60901, AD-60405, AD-60887, AD-60923, AD-
60434, AD-60892, AD-60419, AD-60924, AD-60445, AD-60925, AD-60926, AD-60820, AD-60843, AD-
60819, AD-61140, AD-61141, AD-61142, AD-60835, AD-60839, AD-61143, AD-61144, AD-61145, AD-
61146, AD-60892, или AD-60419. 

Согласно вариантам осуществления представлена двунитевая рибонуклеиновая кислота (dsRNA) 
для ингибирования экспрессии ALAS1, где dsRNA содержит (i) антисмысловую нить, которая содержит 
последовательность или состоит из последовательности UAAGAUGAGACACUCUUUCUGGU (SEQ ID 
NO: 4153) или UAAGAUGAGACACUCTUUCUGGU (SEQ ID NO: 4154), и/или (ii) смысловую нить, ко-
торая содержит последовательность или состоит из последовательности CAGAAAGAGUGUCU-
CAUCUUA (SEQ ID NO: 4155). Согласно вариантам осуществления один или несколько нуклеотидов 
антисмысловой нити и/или смысловой нити модифицированы, как описано в данном документе. 

Согласно вариантам осуществления представлена двунитевая рибонуклеиновая кислота (dsRNA) 
для ингибирования экспрессии ALAS1, где dsRNA содержит (i) антисмысловую нить, которая содержит 
антисмысловую последовательность или состоит из антисмысловой последовательности AD-60489, 
и/или (ii) смысловую нить, которая содержит смысловую последовательность или состоит из смысловой 
последовательности AD-60489 (где смысловая и/или антисмысловая последовательность включает одну 
или несколько (например, все) из модификаций смысловой нити и/или антисмысловой нити AD-60489). 

Согласно вариантам осуществления представлена двунитевая рибонуклеиновая кислота (dsRNA) 
для ингибирования экспрессии ALAS1, где dsRNA содержит (i) антисмысловую нить, которая содержит 
антисмысловую последовательность или состоит из антисмысловой последовательности AD-60519, 
и/или (ii) смысловую нить, которая содержит смысловую последовательность или состоит из смысловой 
последовательности AD-60519 (где смысловая и/или антисмысловая последовательность включает одну 
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или несколько (например, все) из модификаций смысловой нити и/или антисмысловой нити AD-60519). 
Согласно вариантам осуществления представлена двунитевая рибонуклеиновая кислота (dsRNA) 

для ингибирования экспрессии ALAS1, где dsRNA содержит (i) антисмысловую нить, которая содержит 
антисмысловую последовательность или состоит из антисмысловой последовательности AD-61193, 
и/или (ii) смысловую нить, которая содержит смысловую последовательность или состоит из смысловой 
последовательности AD-61193 (где смысловая и/или антисмысловая последовательность включает одну 
или несколько (например, все) из модификаций смысловой нити и/или антисмысловой нити AD-61193). 

Согласно вариантам осуществления представлена двунитевая рибонуклеиновая кислота (dsRNA) 
для ингибирования экспрессии ALAS1, где dsRNA содержит (i) антисмысловую нить, которая содержит 
антисмысловую последовательность или состоит из антисмысловой последовательности AD-60819, 
и/или (ii) смысловую последовательность, которая содержит смысловую последовательность или состоит 
из смысловой последовательности AD-60819 (где смысловая и/или антисмысловая последовательность 
включает одну или несколько (например, все) из модификаций смысловой нити и/или антисмысловой 
нити AD-60819). 

Согласно вариантам осуществления представлена dsRNA для ингибирования экспрессии ALAS1, 
где dsRNA содержит (i) антисмысловую нить, которая содержит антисмысловую последовательность или 
состоит из антисмысловой последовательности AD-60489, AD-60519, AD-61193 или AD-60819 (или со-
ответствующей немодифицированной антисмысловой последовательности), и/или (ii) смысловую нить, 
которая содержит смысловую последовательность или состоит из смысловой последовательности AD-
60489, AD-60519, AD-61193 или AD-60819 (или соответствующей немодифицированной антисмысловой 
последовательности). Согласно вариантам осуществления dsRNA содержит (i) антисмысловую нить, ко-
торая состоит из антисмысловой последовательности AD-60489, AD-60519, AD-61193 или AD-60819, 
и/или (ii) смысловую нить, которая состоит из смысловой последовательности AD-60489, AD-60519, AD-
61193 или AD-60819, за исключением того, что антисмысловая нить и/или смысловая нить dsRNA отли-
чается 1, 2 или 3 нуклеотидами от соответствующей антисмысловой и/или смысловой последовательно-
сти AD-60489, AD-60519, AD-61193 или AD-60819. 

Последовательности и модификации AD-60489, AD-60519, AD-61193 и AD-60819 показаны ниже в 
табл. 44. 

Таблица 44. Последовательности и модификации AD-60489, AD-60519, AD-61193, AD-60819 

 
где с, a, g, u = 2'-OMe рибонуклеозиды; Af, Cf, G, Uf = 2'F рибонуклеозиды; S = фосфотиоат; L96 

имеет структуру, обозначенную в табл. 1. 
Согласно вариантам осуществления представлена двунитевая рибонуклеиновая кислота (dsRNA) 

для ингибирования экспрессии ALAS1, где dsRNA содержит (i) антисмысловую нить, которая содержит 
антисмысловую последовательность или состоит из антисмысловой последовательности AD-60489, AD-
60519 или AD-61193, и/или (ii) смысловую нить, которая содержит смысловую последовательность или 
состоит из смысловой последовательности AD-60489, AD-60519 или AD-61193 (в том числе нуклеотид-
ной последовательности и одной или нескольких (например, всех) из модификаций смысловой нити 
и/или антисмысловой нити AD-60489, AD-60519 или AD-61193). 

Согласно вариантам осуществления представлена двунитевая рибонуклеиновая кислота (dsRNA) 
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для ингибирования экспрессии ALAS1, где dsRNA представляет собой AD-60489, AD-60519, AD-61193 
или AD-60819. Согласно вариантам осуществления представлена двунитевая рибонуклеиновая кислота 
(dsRNA) для ингибирования экспрессии ALAS1, где dsRNA представляет собой AD-60489, AD-60519 
или AD-61193 (например, в том числе нуклеотидную последовательность и/или одну или несколько (на-
пример, все) из модификаций AD-60489, AD-60519 или AD-61193). 

Согласно вариантам осуществления dsRNA представляет собой AD-60489, содержит AD-60489 или 
состоит из AD-60489 (например, в том числе нуклеотидную последовательность и/или одну или несколь-
ко (например, все) из модификаций AD-60489). 

Согласно вариантам осуществления dsRNA представляет собой AD-60519, содержит AD-60519 или 
состоит из AD-60519 (например, в том числе нуклеотидную последовательность и/или одну или несколь-
ко (например, все) из модификаций AD-60519). 

Согласно вариантам осуществления dsRNA представляет собой AD-61193, содержит AD-61193 или 
состоит из AD-61193 (например, в том числе нуклеотидную последовательность и/или одну или несколь-
ко (например, все) из модификаций AD-61193). 

Согласно вариантам осуществления dsRNA представляет собой AD-60819, содержит AD-60819 или 
состоит из AD-60819 (например, в том числе нуклеотидную последовательность и/или одну или несколь-
ко (например, все) из модификаций AD-60819). 

Согласно вариантам осуществления dsRNA (например, AD-60489, AD-60519, AD-61193, AD-60819 
или другая dsRNA, раскрытая в данном документе в любой из табл. 21-40) является эффективной для 
подавления уровня mRNA ALAS1 в печени, например, для достижения сайленсинга по меньшей мере на 
10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 или 80% (например, так, чтобы уровни mRNA ALAS1 снижены до 90% или ме-
нее, 80% или менее, 70% или менее, 60% или менее, 50% или менее, 40% или менее, 30% или менее или 
20% или менее относительно контрольного уровня mRNA ALAS1 в печени, например, уровня у индиви-
да, не получавшего лечение, или группы индивидов, например, индивида или группы индивидов, полу-
чавших лечение только PBS). Согласно вариантам осуществления эффективность dsRNA в отношении 
подавления уровня mRNA ALAS1 в печени оценивают с применением модели на низших приматах, на-
пример, описанной в данном документе в примерах. 

Согласно вариантам осуществления dsRNA (например, AD-60489, AD-60519, AD-61193, AD-60819 
или другая dsRNA, раскрытая в данном документе в любой из табл. 21-40) является эффективной для 
подавления уровня циркулирующей mRNA ALAS1, например, для достижения сайленсинга по меньшей 
мере на 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 или 80% (например, так, чтобы уровни mRNA ALAS1 снизились до 90% 
или менее, 80% или менее, 70% или менее, 60% или менее, 50% или менее, 40% или менее, 30% или ме-
нее или 20% или менее относительно контрольного уровня циркулирующей mRNA ALAS1, например, 
уровня, который наблюдался до лечения dsRNA или уровня у не получавшего лечения индивида или 
группы индивидов). Согласно вариантам осуществления эффективность dsRNA в отношении подавления 
уровня циркулирующей mRNA ALAS1 оценивают с применением модели на низших приматах, напри-
мер, описанной в данном документе в примерах. Согласно вариантам осуществления уровень циркули-
рующей mRNA ALAS1 оценивают с применением анализа по выявлению циркулирующей внеклеточной 
РНК (cERD), например, как описано в данном документе или в Sehgal A. et al. Quantitation of tissue-
specific target gene modulation using circulating RNA (постер, представленный 9 февраля 2012 г. на симпо-
зиуме Keystone Gene Silencing by small RNAs (Ванкувер, 7-12 февраля, 2012 г.) или Sehgal A. et al. Tissue-
specific gene silencing monitored in circulating RNA, RNA, 20: 1-7, опубликованном в Интернете 19 декаб-
ря 2013 г. 

Способ cERD можно применять относительно любого соответствующего биологического образца. 
Согласно вариантам осуществления уровень циркулирующей mRNA ALAS1 оценивают с применением 
образца крови, например, образца сыворотки. Согласно вариантам осуществления уровень циркулирую-
щей mRNA ALAS1 оценивают с применением образца мочи. 

Согласно вариантам осуществления dsRNA представляет собой производное AD-60489, раскрытой 
в данном документе, например, в любой из табл. в данном документе. Согласно вариантам осуществле-
ния dsRNA характеризуется повышенной активностью относительно AD-60489. Согласно некоторым 
вариантам осуществления dsRNA представляет собой AD-60519. 

Согласно вариантам осуществления dsRNA представляет собой производное AD-58632, раскрытой 
в данном документе, например, в любой из табл. в данном документе. Согласно вариантам осуществле-
ния dsRNA характеризуется повышенной активностью относительно AD-58632. 

Согласно вариантам осуществления на повышенную активность указывает более низкое значение 
IC50, например, как определено на основании анализов in vitro, например, описанных в данном докумен-
те, например, в примерах. 

Согласно вариантам осуществления на повышенную активность указывает более низкая эффектив-
ная доза. Эффективную дозу можно определить на основе введения разовой дозы или нескольких повто-
ряющихся доз. Согласно вариантам осуществления эффективную дозу определяют на основе разовой 
дозы ED50. Согласно вариантам осуществления эффективную дозу или разовую дозу ED50 определяют 
на основе in vivo анализа. Согласно вариантам осуществления in vivo анализ проводят для низшего жи-
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вотного, например, для крысы, для низшего примата или для мыши. 
Согласно вариантам осуществления эффективную дозу определяют на основе дозы, необходимой 

для получения снижения уровня mRNA ALAS1 (например, уровня mRNA ALAS1 в печени и/или уровня 
циркулирующей mRNA ALAS1), например, как описано в данном документе в примерах. Согласно вари-
антам осуществления циркулирующую mRNA оценивают с применением анализа cERD. 

Согласно вариантам осуществления эффективную дозу определяют на основе дозы, требуемой для 
получения снижения уровня (например, уровня в моче и/или плазме) ALA и/или PBG. 

Согласно вариантам осуществления эффективную дозу определяют на основе дозы, требуемой для 
получения конкретного лечебного эффекта, описанного в данном документе, например, предупреждения 
или облегчения симптомов, связанных с порфирией. 

Согласно вариантам осуществления на повышенную активность указывает достижение более высо-
кого уровня dsRNA в печени. Согласно вариантам осуществления более высокий уровень в печени полу-
чают после разовой дозы dsRNA (например, дозы по 1, 2,5, 3, 5 или 10 мг/кг). Согласно вариантам осу-
ществления более высокий уровень в печени получают после введения нескольких доз dsRNA (напри-
мер, 2-10 ежедневных или еженедельных доз по 1, 2,5, 3, 5 или 10 мг/кг). 

Согласно одному варианту осуществления iRNA охватывает dsRNA с нитью РНК (антисмысловой 
нитью), имеющей участок, который практически комплементарен части mRNA ALAS1, например, 
mRNA ALAS1 человека (например, mRNA ALAS1 человека, представленной под SEQ ID NO:1 или SEQ 
ID NO: 382). 

Согласно одному варианту осуществления iRNA для ингибирования экспрессии гена ALAS1 вклю-
чает по меньшей мере две последовательности, которые комплементарны друг другу. iRNA включает 
смысловую нить с первой последовательностью и антисмысловую нить со второй последовательностью. 
Антисмысловая нить включает нуклеотидную последовательность, которая практически комплементарна 
по меньшей мере части mRNA, кодирующей транскрипт ALAS1, и при этом участок комплементарности 
составляет 30 нуклеотидов или менее, и по меньшей мере 15 нуклеотидов в длину. Как правило, iRNA 
составляет 19-24 нуклеотида в длину. 

Согласно некоторым вариантам осуществления iRNA составляет 19-21 нуклеотид в длину. Соглас-
но некоторым вариантам осуществления iRNA составляет 19-21 нуклеотид в длину и находится в липид-
ном составе, например, составе на основе липидных наночастиц (LNP) (например, составе LNP11). 

Согласно некоторым вариантам осуществления iRNA составляет 21-23 нуклеотида в длину. Со-
гласно некоторым вариантам осуществления iRNA составляет 21-23 нуклеотида в длину и находится в 
форме конъюгата, например, конъюгата с одним или несколькими производными GalNAc, описанными в 
данном документе. 

Согласно некоторым вариантам осуществления iRNA составляет от приблизительно 15 до прибли-
зительно 25 нуклеотидов в длину, и согласно другим вариантам осуществления iRNA составляет от при-
близительно 25 до приблизительно 30 нуклеотидов в длину. iRNA, нацеленная на ALAS1, при контакте с 
клеткой, экспрессирующей ALAS1, ингибирует экспрессию гена ALAS1 по меньшей мере на 10%, по 
меньшей мере на 20%, по меньшей мере на 25%, по меньшей мере на 30%, по меньшей мере на 35% или 
по меньшей мере на 40% или более, например, при анализе с помощью способа, описанного в данном 
документе. Согласно одному варианту осуществления iRNA, нацеленная на ALAS1, составлена как ком-
понент стабильной частицы нуклеиновая кислота-липид (SNALP). 

Согласно одному варианту осуществления iRNA (например, dsRNA), описанная в данном докумен-
те, включает первую последовательность dsRNA, которую выбирают из группы, состоящей из смысло-
вых последовательностей из табл. 21-40, и вторую последовательность, которую выбирают из группы, 
состоящей из соответствующих антисмысловых последовательностей из табл. 21-40. 

Молекулы iRNA, описанные в данном документе, могут включать встречающиеся в природе нук-
леотиды или могут включать по меньшей мере один модифицированный нуклеотид. Согласно вариантам 
осуществления по меньшей мере один модифицированный нуклеотид включает одну или несколько из 
модификаций нуклеотида, выбранных из группы, состоящей из запертой нуклеиновой кислоты (LNA), 
ациклического нуклеотида, гекситной или гексозной нуклеиновой кислоты (HNA), циклогексеновой 
нуклеиновой кислоты (CeNA), 2'-метоксиэтила, 2'-О-алкила, 2'-О-аллила, 2'-С-аллила, 2'-фтора, 2'-
дезокси, 2'-гидроксила или любой их комбинации. Согласно одному варианту осуществления по мень-
шей мере один модифицированный нуклеотид включает без ограничения 2'-О-метилодифицированный 
нуклеотид, 2'-фтормодифицированный нуклеотид, нуклеотид с 5'-фосфотиоатной группой, и концевой 
нуклеотид, связанный с лигандом, например, N-ацетилгалактозамином (GalNAc) или производным холе-
стерила. Альтернативно, модифицированный нуклеотид можно выбрать из группы: 2'-дезокси-2'-фтор-
модифицированного нуклеотида, 2'-дезоксимодифицированного нуклеотида, запертого нуклеотида, 
ациклического нуклеотида, нуклеотида с удаленными основаниями, 2'-аминомодифицированного нук-
леотида, 2'-алкилмодифицированного нуклеотида, морфолинового нуклеотида, фосфорамидата и нуклео-
тида, содержащего не встречающиеся в природе основания. Такая модифицированная последователь-
ность может быть основана, например, на первой последовательности упомянутой iRNA, выбранной из 
группы, состоящей из смысловых последовательностей, раскрытых в табл. 21-40, и второй последова-
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тельности, выбранной из группы, состоящей из соответствующих антисмысловых последовательностей, 
раскрытых в табл.1-40. 

Согласно одному варианту осуществления iRNA, описанная в данном документе, нацелена на вари-
ант РНК-транскрипта ALAS1 дикого типа, и согласно другому варианту осуществления iRNA нацелена 
на мутантный транскрипт (например, РНК ALAS1, несущей аллельный вариант). Например, iRNA, опи-
санная в настоящем изобретении, может быть нацелена на полиморфный вариант, такой как однонуклео-
тидный полиморфизм (SNP) ALAS1. Согласно другому варианту осуществления iRNA нацелена на тран-
скрипт ALAS1 как дикого, так и мутантного типа. Согласно еще одному варианту осуществления iRNA 
нацелена на конкретный вариант транскрипта ALAS1 (например, вариант 1 ALAS1 человека). Согласно 
еще одному варианту осуществления средство на основе iRNA нацелено на несколько вариантов транс-
криптов (например, как вариант 1, так и вариант 2 ALAS1 человека). 

Согласно одному варианту осуществления iRNA, описанная в данном изобретении, нацелена на не-
кодирующий участок РНК-транскрипта ALAS1, такой как 5' или 3' нетранслируемый участок транскрип-
та. 

Согласно некоторым вариантам осуществления iRNA, описанная в данном документе, находится в 
форме конъюгата, например, углеводного конъюгата, который может выполнять роль целевого фрагмен-
та и/или лиганда, описанного в данном документе. Согласно одному варианту осуществления конъюгат 
присоединен к 3'-концу смысловой нити dsRNA. Согласно некоторым вариантам осуществления конъю-
гат присоединен с помощью линкера, например, с помощью двухвалентного или трехвалентного раз-
ветвленного линкера. 

Согласно некоторым вариантам осуществления конъюгат содержит одну или несколько производ-
ных N-ацетилгалактозамина (GalNAc). Такой конъюгат также называется в данном документе конъюгат 
GalNAc. Согласно некоторым вариантам осуществления конъюгат нацеливает средство для RNAi на 
конкретную клетку, например клетку печени, например гепатоцит. Производные GalNAc могут быть 
присоединены с помощью линкера, например, двухвалентного или трехвалентного разветвленного лин-
кера. Согласно конкретным вариантам осуществления конъюгат представляет собой 

 
Согласно некоторым вариантам осуществления средство для RNAi присоединено к углеводному 

конъюгату с помощью линкера, например линкера, как показано в следующей схеме, где X представляет 
собой О или S 

 
Согласно некоторым вариантам осуществления X представляет собой О. Согласно некоторым вари-

антам осуществления X представляет собой S. 
Согласно некоторым вариантам осуществления средство для RNAi конъюгировано с L96, как опре-

делено в табл. 1 и показано ниже. 

 
Согласно одному варианту осуществления dsRNA характеризуется одним, двумя, тремя, четырьмя, 

пятью, шестью, семью, восемью, девятью, десятью, одиннадцатью, двенадцатью, тринадцатью, четырна-
дцатью, пятнадцатью, шестнадцатью или всем из следующего: 

(i) синтезирована химическим путем, например синтезирована с помощью твердофазного синтеза 
олигонуклеотидов; 
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(ii) все нуклеотиды в dsRNA модифицированы, например все нуклеотиды являются 2'-ОМе или 2'-
F-модифицированными, или представляют собой комбинацию из 2'-ОМе и 2'-F-модифицированных; 

(iii) все нуклеотиды связаны 3'-5' фосфодиэфирными связями; 
(iv) смысловая нить содержит 21 нуклеотид или состоит из 21 нуклеотида; 
(v) антисмысловая нить содержит 23 нуклеотида или состоит из 23 нуклеотидов; 
(vi) имеет тупой конец на 3'-конце смысловой нити; 
(vii) имеет 3'-выступающий конец, например имеет выступающий конец из двух нуклеотидов на 3'-

конце антисмысловой нити; 
(viii) присоединена ковалентными связями к лиганду, содержащему три фрагмента N-

ацетилгалактозамина (GalNAc); 
(ix) 3'-конец смысловой нити конъюгирован с фрагментом GalNAc с тремя разветвлениями (напри-

мер, называемым в данном документе L96, как определено в табл.1). Согласно одному варианту осуще-
ствления 3'-конец присоединен к фрагменту GalNAc с тремя разветвлениями при помощи фосфодиэфир-
ной связи; 

(х) имеет антисмысловую нить, которая содержит одну или несколько (например, четыре) фосфо-
тиоатных связей. Согласно одному варианту осуществления фосфотиоатные связи расположены на 3' 
конце и на 5' конце антисмысловой нити. Согласно одному варианту осуществления две фосфотиоатные 
связи расположены на 3' конце и две фосфотиоатные связи расположены на 5' конце антисмысловой ни-
ти; 

(xi) имеет смысловую нить, которая содержит одну или несколько (например, две) фосфотиоатных 
связей. Согласно одному варианту осуществления одна или несколько (например, две) фосфотиоатных 
связей расположены на 5' конце смысловой нити; 

(xii) 21 нуклеотид смысловой нити гибридизируется с комплементарным 21 нуклеотидом антисмы-
словой нити; 

(xiii) образует 21 пару нуклеотидных оснований и выступающий конец из двух оснований на 3'-
конце антисмысловой нити; 

(xiv) содержит смысловую или антисмысловую нить или состоит из смысловой или антисмысловой 
нити с последовательностью AD-60519; 

(xv) имеет смысловую нить с 10, 12, 14, 16, 18, 19, 20 или всеми из модификаций смысловой нити 
AD-60519; 

(xvi) имеет антисмысловую нить с 10, 12, 14, 16, 18, 19, 20 или всеми из модификаций антисмысло-
вой нити AD-60519; или 

(xvii) имеет последовательность дуплекса и все модификации AD-60519. 
Согласно вариантам осуществления dsRNA находится в форме конъюгата следующей структуры 

(также называемой в данном документе AD-60519 или ALN-60519) (SEQ ID NOS 5238-5239 соответст-
венно, по порядку): 

 
Согласно одному аспекту в данном документе представлена композиция, например фармацевтиче-

ская композиция, которая включает одну или несколько из iRNA, описанных в данном документе, и 
фармацевтически приемлемый носитель или средство доставки. Согласно одному варианту осуществле-
ния композиция применяется для ингибирования экспрессии гена ALAS1 в организме, как правило, у 
человека. Согласно одному варианту осуществления композиция применяется для лечения порфирии, 
например AIP. 
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Согласно одному аспекту iRNA, представленная в данном документе, представляет собой двуните-
вую рибонуклеиновую кислоту (dsRNA) для ингибирования экспрессии ALAS1, где упомянутая dsRNA 
содержит смысловую нить и антисмысловую нить из 15-30 пар оснований в длину, и антисмысловая 
нить комплементарна по меньшей мере 15 смежным нуклеотидам под SEQ ID NO: 1 или 382. 

Согласно дополнительному аспекту iRNA, представленная в данном документе, представляет собой 
двунитевую RNAi (dsRNA), содержащую смысловую нить, комплементарную антисмысловой нити, где 
упомянутая антисмысловая нить содержит участок комплементарности РНК-транскрипту ALAS1, где 
каждая нить имеет от приблизительно 14 до приблизительно 30 нуклеотидов, где упомянутое средство 
для двунитевой RNAi представлено формулой (III): 

смысловая: 

 
антисмысловая: 

 
где 
каждый из i, j, k и l независимо равняется 0 или 1; 
каждый из р, р', q и q' независимо равняется 0-6; 
каждый Na и Na' независимо представляет собой олигонуклеотидную последовательность, содер-

жащую 0-25 нуклеотидов, которые являются либо модифицированными, либо немодифицированными, 
либо их комбинациями, при этом каждая последовательность содержит по меньшей мере два неодинако-
во модифицированных нуклеотида; 

каждый Nb и Nb' независимо представляет собой олигонуклеотидную последовательность, содер-
жащую 0-10 нуклеотидов, которые являются либо модифицированными, либо немодифицированными, 
либо их комбинациями; 

каждый np, np', nq и nq' независимо представляет собой выступающий нуклеотид; 
каждый из XXX, YYY, ZZZ, X'X'X', Y'Y'Y' и Z'Z'Z' независимо представляет собой один мотив из 

трех идентичных модификаций трех последовательных нуклеотидов; 
модификации Nb отличаются от модификации Y, а модификации Nb' отличаются от модификации 

Y'. 
Согласно вариантам осуществления смысловая нить конъюгирована по меньшей мере с одним ли-

гандом. 
Согласно вариантам осуществления i равняется 1;  
j равняется 1, или  
как i, так и j равняются l. 
Согласно вариантам осуществления k равняется 1; l равняется 1, или как k, так и l равняются l. 
Согласно вариантам осуществления XXX комплементарен X'X'X', YYY комплементарен Y'Y'Y', a 

ZZZ комплементарен Z'Z'Z'. 
Согласно вариантам осуществления мотив Y'Y'Y' находится в 11, 12 и 13 положениях антисмысло-

вой нити от 5'-конца. 
Согласно вариантам осуществления Y' представляет собой 2'-O-метил. 
Согласно вариантам осуществления участок дуплекса составляет 15-30 пар нуклеотидов в длину. 
Согласно вариантам осуществления участок дуплекса составляет 17-23 пары нуклеотидов в длину. 
Согласно вариантам осуществления участок дуплекса составляет 19-21 пары нуклеотидов в длину. 
Согласно вариантам осуществления участок дуплекса составляет 21-23 пары нуклеотидов в длину. 
Согласно вариантам осуществления модификация нуклеотида выбрана из группы, состоящей из за-

пертой нуклеиновой кислоты (LNA), ациклического нуклеотида, гекситной или гексозной нуклеиновой 
кислоты (HNA), циклогексеновой нуклеиновой кислоты (CeNA), 2'-метоксиэтил, 2'-О-алкил, 2'-О-аллил, 
2'-С-аллил, 2'-фтор, 2'-дезокси, 2'-гидроксил и любой их комбинации. 

Согласно вариантам осуществления модификации нуклеотидов выбраны из группы, состоящей из 
LNA, HNA, CeNA, 2'-метоксиэтила, 2'-О-алкила, 2'-О-аллила, 2'-С-аллила, 2'-фтора, 2'-дезокси, 2'-
гидроксила и их комбинаций. 

Согласно вариантам осуществления модификациями нуклеотидов являются 2'-О-метил-, 2'-фтор 
или обе. 

Согласно вариантам осуществления лиганд содержит углевод. 
Согласно вариантам осуществления лиганд присоединен с помощью линкера. 
Согласно вариантам осуществления линкер является двухвалентным или трехвалентным разветв-

ленным линкером. 
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Согласно вариантам осуществления лиганд представляет собой 

 
Согласно вариантам осуществления лиганд и линкер показаны в формуле XXIV 

 
Согласно вариантам осуществления лиганд присоединен к 3'-концу смысловой нити. 
Согласно вариантам осуществления dsRNA состоит из нуклеотидной последовательности или со-

держит нуклеотидную последовательность, выбранную из группы последовательностей, представленных 
в табл. 21-40. 

Согласно дополнительному аспекту представленная в данном документе iRNA представляет собой 
двунитевую рибонуклеиновую кислоту (dsRNA) для ингибирования экспрессии ALAS1, где упомянутая 
dsRNA содержит смысловую нить и антисмысловую нить, антисмысловая нить содержит участок ком-
плементарности РНК-транскрипту ALAS1, эта антисмысловая нить содержит по меньшей мере 15 смеж-
ных нуклеотидов, отличающихся не более чем 3 нуклеотидами от антисмысловых последовательностей, 
приведенных в любой из табл. 21-40. Согласно вариантам осуществления нуклеотиды антисмысловой 
нити имеют меньше модификаций, больше модификаций или другие модификации относительно анти-
смысловых последовательностей, приведенных в любой из табл.21-40. 

Согласно вариантам осуществления смысловые и антисмысловые последовательности являются по-
следовательностями дуплекса, раскрытого в данном документе, который подавляет экспрессию mRNA 
ALAS1 по меньшей мере на 50, 60, 70, 80, 85 или 90%, например, при оценке с применением анализа, 
раскрытого в примерах, представленных в данном документе. 

Согласно вариантам осуществления экспрессию mRNA ALAS1 оценивают исходя из уровня mRNA 
ALAS1 в печени, например, при оценке с применением образца для биопсии печени. Согласно вариантам 
осуществления экспрессию mRNA ALAS1 оценивают исходя из уровня mRNA ALAS1 в биологической 
жидкости, например, крови, сыворотке, плазме, спинномозговой жидкости или моче. Согласно вариан-
там осуществления уровень экспрессии mRNA ALAS1 оценивают с применением анализа по выявлению 
внеклеточной РНК в кровотоке (cERD), например, анализа cERD, описанного в данном документе или в 
Sehgal, A. et al. Quantitation of tissue-specific target gene modulation using circulating RNA (постер, пред-
ставленный 9 февраля 2012 г. на симпозиуме Keystone Gene Silencing by small RNAs (Ванкувер, 7-12 
февраля, 2012 г.) или Sehgal, A. et al. Tissue-specific gene silencing monitored in circulating RNA, RNA, 20: 
1-7, опубликованном в Интернете 19 декабря 2013 г. 

Согласно некоторым вариантам осуществления dsRNA содержит по меньшей мере один модифици-
рованный нуклеотид. 

Согласно некоторым вариантам осуществления по меньшей мере один из модифицированных нук-
леотидов выбран из группы, состоящей из 2'-О-метил-модифицированного нуклеотида, нуклеотида, со-
держащего 5'-фосфотиоатную группу, и концевого нуклеотида, присоединенного к группе производного 
холестерила или бисдециламида додекановой кислоты. 

Согласно некоторым вариантам осуществления модифицированный нуклеотид выбран из группы, 
состоящей из 2'-дезокси-2'-фтормодифицированного нуклеотида, 2'-дезоксимодифицированного нуклео-
тида, запертого нуклеотида, ациклического нуклеотида, нуклеотида с удаленными основаниями, 2'-
аминомодифицированного нуклеотида, 2'-алкилмодифицированного нуклеотида, морфолинового нук-
леотида, фосфорамидата и нуклеотида, содержащего не встречающиеся в природе основания. 

Согласно некоторым вариантам осуществления участок комплементарности составляет по меньшей 
мере 17 нуклеотидов в длину. 

Согласно некоторым вариантам осуществления участок комплементарности составляет 19-21 нук-
леотид в длину. 

Согласно некоторым вариантам осуществления участок комплементарности составляет 19 нуклео-
тидов в длину. 

Согласно некоторым вариантам осуществления каждая нить составляет не более 30 нуклеотидов в 
длину. 

Согласно некоторым вариантам осуществления по меньшей мере одна нить содержит 3'-
выступающий конец по меньшей мере из 1 нуклеотида. Согласно вариантам осуществления антисмысло-
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вая нить содержит 3'-выступающий конец по меньшей мере из 1 нуклеотида. 
Согласно некоторым вариантам осуществления по меньшей мере одна нить содержит 3'-

выступающий конец по меньшей мере из 2 нуклеотидов. Согласно вариантам осуществления антисмы-
словая нить содержит 3'-выступающий конец по меньшей мере из 2 нуклеотидов. Согласно вариантам 
осуществления антисмысловая нить содержит 3'-выступающий конец из 2 нуклеотидов. 

Согласно некоторым вариантам осуществления dsRNA, описанная в данном документе, дополни-
тельно содержит лиганд. 

Согласно некоторым вариантам осуществления лиганд представляет собой лиганд GalNAc. 
Согласно некоторым вариантам осуществления лиганд нацеливает dsRNA в гепатоциты. 
Согласно некоторым вариантам осуществления лиганд конъюгирован с 3'-концом смысловой нити 

dsRNA. 
Согласно некоторым вариантам осуществления участок комплементарности состоит из антисмы-

словой последовательности, выбранной из антисмысловых последовательностей, приведенных в табл.21-
40, или соответствующей антисмысловой последовательности, в которой некоторые или все из нуклео-
тидов немодифицированы. Согласно вариантам осуществления участок комплементарности состоит из 
последовательности UAAGAUGAGACACUCUUUCUGGU (SEQ ID NO: 4153) или UAAGAUGAGACA-
CUCTUUCUGGU (SEQ ID NO: 4154). Согласно некоторым вариантам осуществления участок компле-
ментарности состоит из антисмысловой последовательности дуплекса AD-60489. Согласно некоторым 
вариантам осуществления участок комплементарности состоит из антисмысловой последовательности 
дуплекса AD-60519. 

Согласно вариантам осуществления участок комплементарности состоит из антисмысловой после-
довательности, выбранной из дуплекса, раскрытого в данном документе, который подавляет экспрессию 
mRNA ALAS1 по меньшей мере на 50, 60, 70, 80, 85 или 90%, например, как определено с помощью ана-
лиза, раскрытого в примерах, представленных в данном документе. 

Согласно некоторым вариантам осуществления dsRNA содержит смысловую нить, состоящую из 
последовательности смысловой нити, выбранной из табл. 21-40, и антисмысловой нити, состоящей из 
антисмысловой последовательности, выбранной из табл. 21-40. Согласно вариантам осуществления dsR-
NA содержит пару соответствующих смысловой и антисмысловой последовательностей, выбранных из 
таковых дуплексов, раскрытых в табл. 21-40. 

Согласно одному аспекту настоящее изобретение представляет клетку, содержащую по меньшей 
мере одну из iRNA (например, dsRNA), описанную в данном документе. Клетка, как правило, представ-
ляет собой клетку млекопитающего, такую как клетка человека. Согласно некоторым вариантам осуще-
ствления клетка представляет собой эритроидную клетку. Согласно другим вариантам осуществления 
клетка представляет собой клетку печени (например, гепатоцит). 

Согласно одному аспекту в данном документе представлена фармацевтическая композиция для ин-
гибирования экспрессии гена ALAS1, при этом композиция содержит iRNA (например, dsRNA), описан-
ную в данном документе. 

Согласно вариантам осуществления фармацевтических композиций, описанных в данном докумен-
те, iRNA (например, dsRNA) вводят в составе безбуферного раствора. 

Согласно вариантам осуществления безбуферным раствором является солевой раствор или вода, 
например вода для инъекций. 

Согласно вариантам осуществления фармацевтическая композиция содержит AD-60519 и воду для 
инъекций. Согласно вариантам осуществления композиция содержит приблизительно 100-300 мг/мл, 
например 200 мг/мл AD-60519. Согласно вариантам осуществления композиции характеризуются рН 6,0-
7,5, например приблизительно 7,0. Согласно вариантам осуществления композиция предназначена для 
подкожной инъекции. Согласно вариантам осуществления фармацевтическую композицию фасуют в 
упаковку (например, стеклянный флакон, например, 2 мл стеклянный флакон) объемом приблизительно 
0,3-1 мл, например 0,55 мл. Согласно вариантам осуществления фармацевтическая композиция пред-
ставляет собой ALN-AS1, описанную в данном документе в примерах. 

Согласно вариантам осуществления фармацевтических композиций, описанных в данном докумен-
те, iRNA (например, dsRNA) вводят с буферным раствором. Согласно вариантам осуществления буфер-
ный раствор содержит ацетат, цитрат, проламин, карбонат или фосфат или любую их комбинацию. Со-
гласно вариантам осуществления буферный раствор представляет собой забуференный фосфатом соле-
вой раствор (PBS). 

Согласно вариантам осуществления фармацевтических композиций, описанных в данном докумен-
те, iRNA (например, dsRNA) нацелена на гепатоциты. 

Согласно вариантам осуществления фармацевтических композиций, описанных в данном докумен-
те, композицию вводят внутривенно. 

Согласно вариантам осуществления фармацевтических композиций, описанных в данном докумен-
те, композицию вводят подкожно. 

Согласно вариантам осуществления фармацевтическая композиция содержит iRNA (например, 
dsRNA), описанную в данном документе, которая содержат лиганд (например, лиганд, представляющий 
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собой GalNAc), который нацеливает iRNA (например, dsRNA) в гепатоциты. 
Согласно вариантам осуществления фармацевтическая композиция содержит iRNA (например, 

dsRNA), описанную в данном документе, которая содержат лиганд (например, лиганд, представляющий 
собой GalNAc), и при этом фармацевтическую композицию вводят подкожно. Согласно вариантам осу-
ществления лиганд нацеливает iRNA (например, dsRNA) в гепатоциты. 

Согласно определенным вариантам осуществления фармацевтическая композиция, например ком-
позиция, описанная в данном документе, включает липидный состав. Согласно некоторым вариантам 
осуществления средство для RNAi представляет собой состав LNP, например состав МС3. Согласно не-
которым вариантам осуществления состав LNP нацеливает средство для RNAi в конкретную клетку, на-
пример, клетку печени, например, гепатоцит. Согласно вариантам осуществления липидный состав 
представляет собой состав LNP11. Согласно вариантам осуществления композицию вводят внутривенно. 

Согласно другому варианту осуществления фармацевтическая композиция составлена для введения 
согласно схеме дозирования, описанной в данном документе, например, не более одного раза каждые 
четыре недели, не более одного раза каждые три недели, не более одного раза каждые две недели или не 
более одного раза каждую неделю. Согласно другому варианту осуществления введение фармацевтиче-
ской композиции может продолжаться в течение месяца или дольше, например, одного, двух, трех или 
шести месяцев, или одного года или дольше. 

Согласно другому варианту осуществления композицию, содержащую iRNA, описанную в настоя-
щем изобретении, например dsRNA, нацеленную на ALAS1, вводят с терапевтическим средством без 
iRNA, как например, средством, известным для лечения порфирии (например, AIP) или симптома пор-
фирии (например, болевых ощущений). Согласно другому варианту осуществления композицию, содер-
жащую iRNA, описанную в настоящем изобретении, например, dsRNA, нацеленную на AIP, вводят в 
сочетании со схемой лечения для средства без iRNA, такого как гемин или глюкоза (например, инфузия 
глюкозы (например, IV глюкозы)). Например, iRNA, описанную в настоящем изобретении, можно вво-
дить до, после или одновременно с глюкозой, декстрозой или подобным лечением, которое помогает 
восстановить энергетический баланс (например, полное парентеральное питание). iRNA, описанную в 
настоящем изобретении, можно также вводить до, после или одновременно с введением препарата на 
основе гема (например, гемина, аргината гема или гемальбумина), а также необязательно в комбинации с 
глюкозой (например, IV глюкозой) или т.п. 

Как правило, глюкозу, вводимую для лечения порфирии, вводят внутривенно (IV). Внутривенное 
введение глюкозы называют в данном документе "IV глюкозой." Однако, также охвачены альтернатив-
ные варианты осуществления, согласно которым глюкозу вводят другими способами. 

Согласно одному варианту осуществления iRNA ALAS1 вводят пациенту, а затем пациенту назна-
чают схему введения средства или лечебного средства, не содержащего iRNA (например, глюкозы и/или 
препарата на основе гема) (или наоборот). Согласно другому варианту осуществления iRNA ALAS1 и 
терапевтическое средство без iRNA или схему лечения назначают в одно и то же время. 

Согласно одному аспекту в данном документе представлен способ ингибирования экспрессии 
ALAS1 в клетке, при этом способ включает:  

(а) введение в клетку iRNA (например, dsRNA), описанной в данном документе, и (b) поддержание 
клетки, полученной на стадии (а), в течение времени, достаточного для обеспечения разрушения mRNA-
транскрипта гена ALAS1, вследствие чего происходит ингибирование экспрессии гена ALAS1 в клетке. 

Согласно одному аспекту в данном документе представлен способ снижения или ингибирования 
экспрессии гена ALAS1 в клетке (например, эритроидной клетке или клетке печени, такой как, например, 
гепатоцит).  

Способ включает: 
(а) введение в клетку двунитевой рибонуклеиновой кислоты (dsRNA), где dsRNA включает по 

меньшей мере две последовательности, которые комплементарны друг другу. dsRNA содержит смысло-
вую нить с первой последовательностью и антисмысловую нить со второй последовательностью; анти-
смысловая нить содержит участок комплементарности, который практически комплементарен по мень-
шей мере части mRNA, кодирующей ALAS1, и при этом участок комплементарности составляет 30 нук-
леотидов или менее, например 15-30 нуклеотидов в длину, и, как правило, 19-24 нуклеотида в длину, и 
где dsRNA при контакте с клеткой, экспрессирующей ALAS1, ингибирует экспрессию гена ALAS1 по 
меньшей мере на 10%, например, по меньшей мере на 20%, по меньшей мере на 30%, по меньшей мере 
на 40% или более; и 

(b) поддержание клетки, полученной на стадии (а), в течение времени, достаточного для обеспече-
ния разрушения mRNA-транскрипта гена ALAS1, вследствие чего происходит снижение или ингибиро-
вание экспрессии гена ALAS1 в клетке. 

Согласно вариантам осуществления изложенных выше способов ингибирования экспрессии ALAS1 
в клетке, клетку обрабатывают ex vivo, in vitro или in vivo. Согласно вариантам осуществления клетка 
представляет собой гепатоцит. 

Согласно вариантам осуществления клетка принадлежит субъекту, нуждающемуся в лечении, пре-
дупреждении и/или контроле нарушения, связанного с экспрессией ALAS1. 
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Согласно вариантам осуществления нарушение представляет собой порфирию. Согласно вариантам 
осуществления порфирия представляет собой острую перемежающуюся порфирию или порфирию, обу-
словленную недостаточностью дегидратазы ALA. 

Согласно вариантам осуществления порфирия представляет собой печеночную порфирию, напри-
мер, порфирию, выбранную из острой перемежающейся порфирии (AIP), наследственной копропорфи-
рии (НСР), вариегатной порфирии (VP), порфирии, обусловленная недостаточностью дегидратазы ALA 
(ADP), и гематоэритропоэтической порфирии. Согласно вариантам осуществления порфирия представ-
ляет собой печеночную порфирию у гомозигот по доминантному аллелю (например, AIP, НСР или VP у 
гомозигот по доминантному аллелю) или гепатоэритропоэтическую порфирию. Согласно вариантам 
осуществления порфирия представляет собой двойную порфирию. 

Согласно вариантам осуществления экспрессию ALAS1 ингибируют по меньшей мере на 30%. 
Согласно вариантам осуществления iRNA (например, dsRNA) характеризуется значением IC50 B 

диапазоне 0,01-1 нМ. 
Согласно определенным вариантам осуществления клетка (например, гепатоцит) представляет со-

бой клетку млекопитающего (например, клетку человека, низшего примата или грызуна). 
Согласно одному варианту осуществления клетку обрабатывают ex vivo, in vitro или in vivo (напри-

мер, клетка принадлежит субъекту (например, пациенту, нуждающемуся в лечении, предупреждении 
и/или контроле нарушения, связанного с экспрессией ALAS1)). 

Согласно одному варианту осуществления субъект представляет собой млекопитающее (например, 
человека) с риском возникновения порфирии, или диагностированной порфирией, например, Х-
сцепленной сидеробластической анемией (XLSA), порфирией, обусловленной недостаточностью дегид-
ратазы ALA (ADP или порфирией Досса), острой перемежающейся порфирией (AIP), врожденной эри-
тропоэтической порфирией (СЕР), поздней кожной порфирией (РСТ), наследственной копропорфирией 
(копропорфирией, или НСР), вариегатной порфирией (VP), эритропоэтической протопорфирией (ЕРР) 
или транзиторной эритропорфирией детского возраста. Согласно некоторым вариантам осуществления 
нарушение представляет собой острую печеночную порфирию, например, порфирию, обусловленную 
недостаточностью дегидратазы ALA (ADP), AIP, НСР или VP. Согласно конкретным вариантам осуще-
ствления нарушение представляет собой порфирию, обусловленную недостаточностью дегидратазы ALA 
(ADP) или AIP. 

Согласно вариантам осуществления порфирия представляет собой печеночную порфирию, напри-
мер, порфирию, выбранную из острой перемежающейся порфирии (AIP), наследственной копропорфи-
рии (НСР), вариегатной порфирии (VP), порфирии, обусловленная недостаточностью дегидратазы ALA 
(ADP), и гематоэритропоэтической порфирии. Согласно вариантам осуществления порфирия представ-
ляет собой печеночную порфирию у гомозигот по доминантному аллелю (например, AIP, НСР или VP у 
гомозигот по доминантному аллелю) или гепатоэритропоэтическую порфирию. Согласно вариантам 
осуществления порфирия представляет собой двойную порфирию. 

Согласно одному варианту осуществления введенная dsRNA снижает или ингибирует экспрессию 
гена ALAS1 в клетке. 

Согласно одному варианту осуществления введенная dsRNA снижает или ингибирует экспрессию 
гена ALAS1 или уровень одного или нескольких порфиринов или предшественников порфиринов (на-
пример, 8-аминолевулиновой кислоты (ALA), порфобилиногена (PBG), гидроксиметилбилана (НМВ), 
уропорфириногена I или III, копропорфириногена I или III, протопорфириногена IX и протопорфирина 
IX) или продуктов или метаболитов порфирина по меньшей мере на 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50% 
или более относительно эталонного образца (например, необработанной клетки или клетки, обработан-
ной нецелевой контрольной dsRNA). Без привязки к конкретной теории, ALAS1 является первым фер-
ментом в рамках порфиринового пути. Таким образом, снижение экспрессии гена ALAS1, по-видимому, 
снижает уровень одного или нескольких предшественников порфиринов, порфиринов или продуктов или 
метаболитов порфиринов. 

Согласно другим аспектам в настоящем изобретении представлены способы лечения, предупрежде-
ния или контроля патологических процессов, связанных с экспрессией ALAS1 (например, патологиче-
ских процессов, в которые вовлечены порфирины, предшественники порфиринов, или нарушения в рам-
ках порфиринового пути, как например, порфирии). Согласно одному варианту осуществления способ 
включает введение субъекту, например, пациенту, нуждающемуся в таком лечении, предупреждении или 
контроле, эффективного (например, терапевтически или профилактически эффективного) количества 
одного или нескольких из iRNA, описанных в данном документе. 

Согласно одному аспекту в данном документе представлен способ лечения и/или предупреждения 
нарушения, связанного с экспрессией ALAS1, включающий введение субъекту, нуждающемуся в таком 
лечении, терапевтически эффективного количества iRNA (например, dsRNA), описанной в данном доку-
менте, или композиции, содержащей iRNA (например, dsRNA), описанной в данном документе. 

Согласно одному аспекту в данном документе представлен способ лечения и/или предупреждения 
порфирии, включающий введение субъекту, нуждающемуся в таком лечении, двунитевой рибонуклеи-
новой кислоты (dsRNA), где упомянутая dsRNA содержит смысловую нить и антисмысловую нить из 15-
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30 пар оснований в длину, и при этом антисмысловая нить комплементарна по меньшей мере 15 смеж-
ным нуклеотидам под SEQ ID NO:1 или SEQ ID NO: 382. 

Согласно одному варианту осуществления субъект (например, пациент) страдает порфирией. Со-
гласно другому варианту осуществления субъект (например, пациент) подвержен риску развития порфи-
рии. Согласно некоторым вариантам осуществления введение iRNA, нацеленной на ALAS1, ослабляет 
или облегчает у пациента тяжесть по меньшей мере одного симптома нарушения, связанного с ALAS1. 

Согласно одному варианту осуществления субъект представляет собой млекопитающее (например, 
человека) с риском возникновения нарушения, связанного с экспрессией ALAS1, или диагностирован-
ным нарушением, связанным с экспрессией ALAS1, например порфирией, например, Х-сцепленной си-
деробластической анемией (XLSA), порфирией, обусловленной недостаточностью ALA-дегидратазы 
(порфирией Досса), острой перемежающейся порфирией (AIP), врожденной эритропоэтической порфи-
рией (СЕР), поздней кожной порфирией (РСТ), наследственной копропорфирией (копропорфирией, или 
НСР), вариегатной порфирией (VP), эритропоэтической протопорфирией (ЕРР) или транзиторной эри-
тропорфирией детского возраста. Согласно дополнительному варианту осуществления порфирия пред-
ставляет собой острую печеночную порфирию, например, порфирию, обусловленную недостаточностью 
дегидратазы ALA (ADP), AIP, НСР или VP. Согласно некоторым таким вариантам осуществления нару-
шение представляет собой порфирию, обусловленную недостаточностью дегидратазы ALA (ADP) или 
AIP. 

Согласно вариантам осуществления субъект страдает порфирией или подвержен риску развития 
порфирии. Согласно вариантам осуществления порфирия представляет собой печеночную порфирию, 
например, порфирию, выбранную из острой перемежающейся порфирии (AIP), наследственной копро-
порфирии (НСР), вариегатной порфирии (VP), порфирии, обусловленной недостаточностью дегидратазы 
ALA (ADP), и гематоэритропоэтической порфирии. Согласно вариантам осуществления порфирия пред-
ставляет собой печеночную порфирию у гомозигот по доминантному аллелю (например, AIP, НСР или 
VP у гомозигот по доминантному аллелю) или гепатоэритропоэтическую порфирию. Согласно вариан-
там осуществления порфирия представляет собой двойную порфирию. 

Согласно вариантам осуществления порфирию, симптом порфирии, продром или приступ порфи-
рии индуцирован воздействием провоцирующего фактора, описанного в данном документе. Согласно 
некоторым вариантам осуществления провоцирующим фактором является химическое воздействие. Со-
гласно некоторым вариантам осуществления провоцирующим фактором является лекарственное средст-
во, например, лекарственное средство рецептурного отпуска или отпускаемое без рецепта лекарственное 
средство. Согласно некоторым вариантам осуществления провоцирующим фактором является менстру-
альный цикл, например, конкретная фаза менструального цикла, например, лютеиновая фаза. 

Согласно вариантам осуществления iRNA (например, dsRNA) или композицию, содержащую iRNA, 
вводят после острого приступа порфирии. 

Согласно вариантам осуществления iRNA (например, dsRNA) или композицию, содержащую iRNA, 
вводят во время острого приступа порфирии. 

Согласно вариантам осуществления iRNA (например, dsRNA) или композицию, содержащую iRNA, 
вводят профилактически с целью предупреждения острого приступа порфирии. 

Согласно вариантам осуществления iRNA (например, dsRNA) составлена в виде состава LNP. 
Согласно вариантам осуществления iRNA (например, dsRNA) находится в форме конъюгата Gal-

NAc. 
Согласно вариантам осуществления iRNA (например, dsRNA) вводят в дозе 0,05-50 мг/кг. 
Согласно вариантам осуществления iRNA (например, dsRNA) вводят в концентрации 0,01-5 мг/кг 

веса тела субъекта. 
Согласно вариантам осуществления iRNA (например, dsRNA) составлена в виде состава LNP и его 

вводят в дозе 0,05-5 мг/кг. 
Согласно вариантам осуществления iRNA (например, dsRNA) составлена в форме конъюгата Gal-

NAc и его вводят в дозе 0,5-50 мг/кг. Согласно определенным вариантам осуществления iRNA в конъю-
гате GalNAc вводят в дозе менее 10 мг/кг (например, 5 мг/кг или менее), например, один раз в неделю; 
например, в дозе 1 мг/кг или менее, 2,5 мг/кг или менее, или 5 мг/кг или менее, например, один раз в не-
делю. Согласно одному варианту осуществления iRNA в конъюгате GalNAc вводят в дозе приблизитель-
но 2,5 мг/кг или менее, например, один раз в неделю. Согласно одному варианту осуществления введе-
ние iRNA в конъюгате GalNAc представляет собой подкожное введение. 

Согласно вариантам осуществления iRNA (например, dsRNA) составлена в форме конъюгата Gal-
NAc и его вводят, например, подкожно, в дозе 0-5 мг/кг, например, 0-2,5 мг/кг или 1-2,5 мг/кг. Согласно 
вариантам осуществления iRNA вводят еженедельно. Согласно вариантам осуществления iRNA вводят в 
виде композиции, содержащей iRNA и воду для инъекции. Согласно вариантам осуществления iRNA 
представляет собой AD-60519. Согласно вариантам осуществления композиция содержит iRNA, напри-
мер AD-60519, в концентрации приблизительно 200 мг/мл. 

Согласно вариантам осуществления с помощью способа снижают уровень порфирина или предше-
ственника порфирина у субъекта. 
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Согласно вариантам осуществления уровень снижают по меньшей мере на 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 
80 или 90%. Согласно варианту осуществления уровень снижают по меньшей мере на 30%. 

Согласно вариантам осуществления предшественником порфирина является 5-аминолевулиновая 
кислота (ALA) или порфобилиноген (PBG). 

Согласно вариантам осуществления iRNA (например, dsRNA) характеризуется значением IC50 в 
диапазоне 0,01-1 нМ. 

Согласно вариантам осуществления с помощью способа, описанного в данном документе, 
(i) облегчают симптом, ассоциированный с нарушением, связанным с ALAS1 (например, порфири-

ей), 
(ii) ингибируют экспрессию ALAS1 у субъекта (например, при оценке с помощью анализа cERD), 
(iii) снижают уровень предшественника порфирина (например, ALA или PBG) или порфирина у 

субъекта, 
(iv) снижают частоту острых приступов симптомов, ассоциированных с порфирией, у субъекта, или 
(v) снижает у субъекта частоту острых приступов симптомов, ассоциированных с порфирией, при 

воздействии в отношении субъекта провоцирующего фактора (например, предменструальной фазы или 
лютеиновой фазы). 

Согласно вариантам осуществления с помощью способа облегчают болевые ощущения и/или про-
грессирующую нейропатию. 

Согласно вариантам осуществления iRNA (например, dsRNA) или композицию, содержащую iRNA, 
вводят согласно схеме дозирования. 

Согласно некоторым вариантам осуществления iRNA (например, dsRNA) или композицию, содер-
жащую iRNA, вводят до или во время острого приступа порфирии. 

Согласно некоторым вариантам осуществления iRNA вводят до острого приступа порфирии. 
Согласно некоторым вариантам осуществления iRNA (например, dsRNA) или композицию, содер-

жащую iRNA, вводят во время продрома. Согласно вариантам осуществления продром характеризуется 
болью в животе, тошнотой, психологическими симптомами (например, тревожностью), возбужденным 
состоянием и/или бессонницей. 

Согласно вариантам осуществления iRNA (например, dsRNA) или композицию, содержащую iRNA, 
вводят во время конкретной фазы менструального цикла, например, во время лютеиновой фазы. 

Согласно вариантам осуществления с помощью способа облегчают или предупреждают периодиче-
ские приступы порфирии, например, путем снижения тяжести, продолжительности или частоты присту-
пов. Согласно вариантам осуществления периодические приступы ассоциированы с провоцирующим 
фактором. Согласно вариантам осуществления провоцирующим фактором является менструальный цикл, 
например, конкретная фаза менструального цикла, например, лютеиновая фаза. 

Согласно вариантам осуществления субъект имеет повышенный уровень ALA и/или PBG. Согласно 
вариантам осуществления уровень ALA и/или PBG повышен в плазме или моче субъекта. Согласно ва-
риантам осуществления субъект страдает порфирией или подвержен риску развития порфирии, напри-
мер, печеночной порфирии. Согласно вариантам осуществления у субъекта не наблюдаются симптомы. 
Согласно вариантам осуществления субъект имеет генетическое изменение (например, мутацию гена), 
ассоциированное с порфирией, как описано в данном документе. Согласно вариантам осуществления 
субъект страдает порфирией или подвержен риску развития порфирии и испытывает болевые ощущения 
(например, хроническую боль, например, хроническую нейропатическую боль) и/или нейропатию (на-
пример, прогрессирующую нейропатию). Согласно вариантам осуществления субъект не испытывает 
острых приступов, но испытывает болевые ощущения (например, хроническую боль, например, хрони-
ческую нейропатическую боль) и/или нейропатию (например, прогрессирующую нейропатию). Согласно 
вариантам осуществления болевое ощущение представляет собой боль в животе. 

Согласно вариантам осуществления субъект (а) имеет повышенный уровень ALA и/или PBG, и (b) 
испытывает болевые ощущения (например, хроническую боль, например хроническую нейропатическую 
боль) и/или нейропатию (например, прогрессирующую нейропатию). Согласно вариантам осуществле-
ния болевое ощущение представляет собой боль в животе. 

Согласно вариантам осуществления субъект имеет повышенный уровень ALA и/или PBG в плазме 
и/или в моче. Согласно вариантам осуществления повышенный уровень ALA и/или PBG сопровождается 
другими симптомами, например, болевыми ощущениями (например, хронической болью, например, хро-
нической нейропатической болью) или нейропатией (например, прогрессирующей нейропатией). Со-
гласно вариантам осуществления болевое ощущение представляет собой боль в животе. Согласно вари-
антам осуществления у субъекта не наблюдаются симптомы. Согласно вариантам осуществления субъ-
ект имеет генетическую мутацию, ассоциированную с порфирией, например мутацию, описанную в дан-
ном документе. 

Согласно вариантам осуществления субъект имеет повышенный уровень (например, уровень в 
плазме или уровень в моче) предшественника порфирина, например ALA и/или PBG, например, уровень 
выше нормального значения, или выше или равен нормальному значению. Согласно вариантам осущест-
вления упомянутый уровень выше нормального значения. Согласно вариантам осуществления нормаль-
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ное значение соответствует двум стандартным отклонениям выше среднего уровня в образце здоровых 
индивидов. Согласно вариантам осуществления нормальное значение соответствует верхнему пределу 
нормального диапазона значений. 

Согласно вариантам осуществления субъект имеет уровень ALA и/или PBG в плазме или уровень 
ALA и/или PBG в моче, который выше, или выше или равен 2-кратному, 3-кратному, 4-кратному или 5-
кратному уровню верхнего предела нормального диапазона значений. Используемый в данном докумен-
те "верхний предел нормального диапазона значений" относится к уровню, который представляет собой 
верхний предел 95% доверительного интервала для эталонного образца, например, образца индивидов с 
нормальными показателями (например, дикого типа) или здоровых индивидов, например, индивидов, 
которые не несут генетическую мутацию, ассоциированную с порфирией, и/или индивидов, которые не 
страдают порфирией. Согласно вариантам осуществления у субъекта уровень ALA и/или PBG в моче 
составляет выше 2-4-кратного уровня относительно верхнего предела нормального диапазона значений. 
Согласно вариантам осуществления у субъекта уровень ALA и/или PBG в моче составляет выше 4-
кратного уровня относительно верхнего предела нормального диапазона значений. 

Согласно вариантам осуществления нормальное значение для PBG в плазме составляет 0,12 
мкмоль/л. Согласно вариантам осуществления субъектом является человек и имеет уровень PBG в плаз-
ме, который выше, или выше или равен 0,12, 0,24, 0,36, 0,48 или 0,60 мкмоль/л. Согласно вариантам 
осуществления субъектом является человек, и субъект имеет уровень PBG в плазме, который выше, или 
выше или равен 0,48 мкмоль/л. 

Согласно вариантам осуществления нормальное значение для PBG в моче составляет 1,2 
ммоль/моль креатинина. Согласно вариантам осуществления субъектом является человек, и субъект име-
ет уровень PBG в моче, который выше, или выше или равен 1,2 ммоль/моль креатинина, 2,4 ммоль/моль 
креатинина, 3,6 ммоль/моль креатинина, 4,8 ммоль/моль креатинина или 6,0 ммоль/моль креатинина. 
Согласно вариантам осуществления субъектом является человек, и субъект имеет уровень PBG в моче, 
который выше, или выше или равен 4,8 ммоль/моль креатинина. 

Согласно вариантам осуществления нормальное значение для ALA в плазме составляет 0,12 
мкмоль/л. Согласно вариантам осуществления субъектом является человек и субъект имеет уровень ALA 
в плазме, который выше, или выше или равен 0,12, 0,24, 0,36, 0,48 или 0,60 мкмоль/л. Согласно вариан-
там осуществления субъектом является человек, и субъект имеет уровень ALA в плазме, который выше, 
или выше или равен 0,48 мкмоль/л. 

Согласно вариантам осуществления нормальное значение для ALA в моче составляет 3,1 
ммоль/моль креатинина. Согласно вариантам осуществления субъектом является человек, и субъект име-
ет уровень ALA в моче, который выше, или выше или равен 3,1, 6,2, 9,3, 12,4 или 15,5 ммоль/моль креа-
тинина. 

Согласно вариантам осуществления с помощью способа уменьшают один или несколько признаков 
или симптомов порфирии. Согласно вариантам осуществления с помощью способа снижают повышен-
ный уровень ALA и/или PBG. Согласно вариантам осуществления с помощью способа уменьшают боле-
вые ощущения (например, хроническую боль, например, хроническую нейропатическую боль) и/или 
нейропатию (например, прогрессирующую нейропатию). Согласно вариантам осуществления болевое 
ощущение представляет собой боль в животе. Согласно вариантам осуществления болевое ощущение 
представляет собой нейропатическую боль (например, боль, ассоциированную с прогрессирующей ней-
ропатией при острых порфириях). Уменьшение болевых ощущений может включать, например, преду-
преждение болевых ощущений, задержку начала проявления болевых ощущений, снижение частоты бо-
левых ощущений и/или снижение тяжести болевых ощущений. Согласно вариантам осуществления 
уменьшение болевых ощущений оценивают на основе применения субъектом антиболевой терапии. 

Согласно вариантам осуществления с помощью способа облегчают или предупреждают острые 
приступы порфирии, например, путем снижения тяжести, продолжительности или частоты приступов. 

Согласно вариантам осуществления с помощью способа уменьшают или предупреждают повреж-
дение нервов. 

Согласно вариантам осуществления с помощью способа предупреждают ухудшение клинических 
показателей (например, предупреждают развитие патологических изменений) или результатом является 
улучшение клинических показателей, например, клинических показателей функции мышц и/или нервов, 
например, EMG и/или показателей скорости проводимости нерва. 

Согласно вариантам осуществления с помощью способа уменьшают применение субъектом гема. 
Согласно вариантам осуществления с помощью способа уменьшают применение субъектом анти-

болевой терапии. 
Согласно вариантам осуществления с помощью способа снижают риск госпитализации. 
Согласно вариантам осуществления способ является эффективным для снижения уровня ALA и/или 

PBG (например, уровня ALA и/или PBG в плазме или в моче). Согласно вариантам осуществления спо-
соб является эффективным для получения заранее определенного снижения повышенного уровня ALA 
и/или PBG. 

Согласно вариантам осуществления заранее определенное снижение представляет собой снижение 
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до значения, меньшего или равного нормальному значению. Согласно некоторым вариантам осуществ-
ления нормальное значение соответствует верхнему пределу нормального диапазона значений. Согласно 
некоторым вариантам осуществления нормальное значение соответствует значению, равному двум стан-
дартным отклонениям выше среднего уровня в эталонном образце. 

Согласно вариантам осуществления способ является эффективным для снижения уровня ALA и/или 
PBG у субъекта до уровня, который в два раза ниже верхнего предела нормального диапазона значений. 
Согласно вариантам осуществления способ является эффективным для снижения уровня ALA в два раза 
ниже верхнего предела нормального диапазона значений. Согласно вариантам осуществления способ 
является эффективным для снижения уровня PBG в два раза ниже верхнего референтного предела. 

Согласно вариантам осуществления iRNA (например, dsRNA) или композицию, содержащую iRNA, 
вводят в виде разовой дозы или нескольких доз, например, согласно схеме дозирования. 

Согласно вариантам осуществления iRNA (например, dsRNA) или композицию, содержащую iRNA, 
вводят субъекту, подверженному риску развития порфирии, профилактически. Согласно вариантам осу-
ществления iRNA (например, dsRNA) или композицию, содержащую iRNA, вводят профилактически, 
начиная с периода полового созревания. Согласно вариантам осуществления субъект имеет генетиче-
скую мутацию, ассоциированную с порфирией, и/или имеет повышенный уровень ALA и/или PBG (на-
пример, повышенный уровень ALA и/или PBG в плазме или моче). Согласно вариантам осуществления 
мутация способствует восприимчивости субъекта к острому приступу (например, при воздействии про-
воцирующего фактора, например, лекарственного средства, пребывания на диете или другого провоци-
рующего фактора, например, провоцирующего фактора, раскрытого в данном документе). Согласно ва-
риантам осуществления мутация ассоциирована с повышенными уровнями порфирина или предшест-
венника порфирина (например, ALA и/или PBG). Согласно вариантам осуществления мутация ассоции-
рована с хронической болью (например, хронической нейропатической болью) и/или нейропатией (на-
пример, прогрессирующей нейропатией). 

Согласно вариантам осуществления мутация представляет собой мутацию в гене ALAS1. Согласно 
вариантам осуществления мутация представляет собой мутацию в промоторе гена ALAS1, или в участ-
ках, расположенных выше или ниже относительно гена ALAS1. Согласно вариантам осуществления му-
тация представляет собой мутацию в факторах транскрипции или других генах, которые взаимодейству-
ют с ALAS1. Согласно вариантам осуществления мутация представляет собой мутацию в гене, который 
кодирует фермент в рамках пути биосинтеза гема. 

Согласно вариантам осуществления iRNA (например, dsRNA или ее конъюгат) или композицию, 
содержащую iRNA, вводят подкожно. Согласно вариантам осуществления iRNA находится в форме 
конъюгата GalNAc. Согласно вариантам осуществления iRNA (например, dsRNA) вводят в дозе 0,5-50 
мг/кг. Согласно определенным вариантам осуществления iRNA вводят в дозе менее 10 мг/кг (например, 
5 мг/кг или менее) один раз в неделю; например, в дозе 1 мг/кг или менее, 2,5 мг/кг или менее, или 5 
мг/кг или менее, например, один раз в неделю. Согласно одному варианту осуществления iRNA вводят в 
дозе приблизительно 2,5 мг/кг или менее, например, один раз в неделю. 

Согласно вариантам осуществления у субъекта, который подлежит лечению, не наблюдаются сим-
птомы, и он имеет повышенный уровень ALA и/или PBG. Согласно вариантам осуществления субъект 
страдает порфирией, например, AIP. Согласно вариантам осуществления пациент испытывает рецидиви-
рующие приступы порфирии. 

Согласно вариантам осуществления iRNA (например, AD-60519) вводят в дозе менее 5 мг/кг, на-
пример, по 0,1, 0,35, 1,0 или 2,5 мг/кг. Согласно вариантам осуществления iRNA (например, AD-60519) 
вводят в повторяющихся дозах, например, еженедельных дозах. 

Согласно одному варианту осуществления у субъекта не наблюдаются симптомы, и он имеет по-
вышенный уровень ALA и/или PBG, и iRNA (например, AD-60519) вводят в разовых дозах, например, по 
0,1, 0,35, 1,0 или 2,5 мг/кг; или в повторяющихся еженедельных дозах, например, по 1 и 2,5 мг/кг в тече-
ние нескольких недель (например, в течение 4 недель). 

Согласно одному варианту осуществления субъект имеет AIP, например, является пациентом с AIP, 
при этом iRNA (например, AD-60519) вводят в дозе 1-2,5 мг/кг еженедельно. 

Согласно вариантам осуществления используют схему лечения, при которой iRNA изначально вво-
дят более часто, с последующим менее частым введением. Согласно вариантам осуществления iRNA 
изначально вводят один раз в день в течение нескольких дней (например, в течение 2-14 дней, например, 
в течение 2, 3, 4, 5, 6 или 7 дней). Согласно вариантам осуществления iRNA затем вводят один раз в не-
делю. Согласно вариантам осуществления iRNA затем вводят один раз каждые две недели. Согласно ва-
риантам осуществления iRNA затем вводят с частотой, эффективной для уменьшения одного или не-
скольких признаков или симптомов порфирии. 

Согласно одному аспекту в данном документе представлен способ лечения субъекта с повышенным 
уровнем ALA и/или PBG, при этом способ включает введение субъекту двунитевой рибонуклеиновой 
кислоты (dsRNA), где упомянутая dsRNA содержит смысловую нить и антисмысловую нить из 15-30 пар 
оснований в длину и антисмысловая нить комплементарна по меньшей мере 15 смежным нуклеотидам 
под SEQ ID NO:1 или SEQ ID NO:382. 
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Согласно одному аспекту в данном документе представлен способ лечения субъекта с повышенным 
уровнем ALA и/или PBG, при этом способ включает введение субъекту терапевтически эффективного 
количества dsRNA или композиции, содержащей dsRNA, описанной в данном документе. 

Согласно некоторым вариантам осуществления способы, описанные в данном документе, эффек-
тивны для снижения уровня ALA и/или PBG. Согласно некоторым вариантам осуществления уровень 
ALA и/или PBG снижают так, чтобы он был меньше, или меньше или равен нормальному значению, на-
пример, верхнему пределу нормального диапазона значений. 

Согласно вариантам осуществления у субъекта, который подлежит лечению, не наблюдаются сим-
птомы, и он имеет повышенный уровень ALA и/или PBG. Согласно вариантам осуществления субъект 
страдает порфирией, например AIP. 

Согласно вариантам осуществления iRNA вводят в дозе менее 5 мг/кг, например по 0,1, 0,35, 1,0 
или 2,5 мг/кг. Согласно вариантам осуществления iRNA вводят в повторяющихся дозах, например, еже-
недельных дозах. 

Согласно другому аспекту в настоящем изобретении представлены способы снижения уровня пор-
фирина или предшественника порфирина в клетке (например, эритроидной клетке или клетке печени, 
такой как, например, гепатоцит). Согласно одному варианту осуществления клетку обрабатывают ex 
vivo, in vitro или in vivo (например, клетка принадлежит субъекту (например, пациенту, нуждающемуся в 
лечении, предупреждении и/или контроле нарушения, связанного с экспрессией ALAS1)). Способ вклю-
чает приведение клетки в контакт с эффективным количеством одной или нескольких из iRNA, нацелен-
ных на ALAS1, например одной или нескольких из iRNA, раскрытых в данном документе, вследствие 
чего происходит снижение уровня порфирина или предшественника порфирина в клетке; или снижения 
уровня порфирина или предшественника порфирина в других клетках, тканях или жидкостях субъекта, в 
организме которого находится клетка, относительно уровня, предшествующего приведению в контакт. 
Такие способы можно применять для лечения (например, облегчения тяжести) нарушений, связанных с 
экспрессией ALAS1, таких как порфирии, например, AIP или порфирия, обусловленная недостаточно-
стью дегидратазы ALA. 

Согласно одному варианту осуществления стадия приведения в контакт является эффективной ex 
vivo, in vitro или in vivo. Например, клетка может принадлежать субъекту, например, млекопитающему 
(например, человеку), с риском возникновения порфирии или субъекту с диагностированной порфирией. 
Согласно варианту осуществления порфирия представляет собой острую печеночную порфирию. Со-
гласно вариантам осуществления порфирия представляет собой печеночную порфирию, например, пор-
фирию, выбранную из острой перемежающейся порфирии (AIP), наследственной копропорфирии (НСР), 
вариегатной порфирии (VP), порфирии, обусловленной недостаточностью дегидратазы ALA (ADP), и 
гематоэритропоэтической порфирии. Согласно вариантам осуществления порфирия представляет собой 
печеночную порфирию у гомозигот по доминантному аллелю (например, ALP, НСР или VP у гомозигот 
по доминантному аллелю) или гепатоэритропоэтическую порфирию. Согласно вариантам осуществления 
порфирия представляет собой двойную порфирию. 

Согласно одному аспекту в данном документе представлен способ снижения уровня порфирина или 
предшественника порфирина (например, ALA или PBG) в клетке, включающий приведение клетки в 
контакт с iRNA (например, dsRNA), описанной в данном документе, в количестве, эффективном для 
снижения уровня порфирина или предшественника порфирина в клетке. 

Согласно вариантам осуществления клетка представляет собой гепатоцит. Согласно вариантам 
осуществления порфирин или предшественник порфирина представляет собой 8-аминолевулиновую ки-
слоту (ALA), порфобилиноген (PBG), гидроксиметилбилан (НМВ), уропорфириноген I или III, копро-
порфириноген I или III, протопорфириноген IX или протопорфирин IX. Согласно вариантам осуществ-
ления предшественником порфирина является ALA или PBG. 

Согласно одному варианту осуществления клетка представляет собой эритроидную клетку. Соглас-
но дополнительному варианту осуществления клетка представляет собой клетку печени (например, гепа-
тоцит). 

Согласно одному аспекту в данном документе представлен вектор, кодирующий по меньшей мере 
одну нить iRNA (например, dsRNA), описанную в данном документе. 

Согласно одному аспекту в данном документе представлен вектор, кодирующий по меньшей мере 
одну нить dsRNA, где упомянутая dsRNA содержит участок комплементарности по меньшей мере к час-
ти mRNA, кодирующей ALAS1, где упомянутая dsRNA составляет 30 пар оснований или менее в длину, 
и где упомянутая dsRNA нацелена на упомянутую mRNA для расщепления. 

Согласно вариантам осуществления участок комплементарности составляет по меньшей мере 15 
нуклеотидов в длину. 

Согласно вариантам осуществления участок комплементарности составляет 19-21 нуклеотид в дли-
ну.Согласно одному аспекту в настоящем изобретении представлен вектор для ингибирования экспрес-
сии гена ALAS1 в клетке. Согласно одному варианту осуществления вектор содержит iRNA, описанную 
в данном документе. Согласно одному варианту осуществления вектор включает по меньшей мере одну 
регуляторную последовательность, функционально связанную с нуклеотидной последовательностью, 
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которая кодирует по меньшей мере одну нить iRNA, описанную в данном документе. Согласно одному 
варианту осуществления вектор содержит по меньшей мере одну нить iRNA ALAS1. 

Согласно одному аспекту в данном документе представлена клетка, содержащая вектор, описанный 
в данном документе. Согласно одному аспекту представлена клетка, содержащая вектор для ингибиро-
вания экспрессии гена ALAS1 в клетке. Вектор включает регуляторную последовательность, функцио-
нально связанную с нуклеотидной последовательностью, которая кодирует по меньшей мере одну нить 
из iRNA, описанных в данном документе. Согласно одному варианту осуществления клетка представляет 
собой клетку печени (например, гепатоцит). Согласно другому варианту осуществления клетка пред-
ставляет собой эритроидную клетку. 

Согласно другому аспекту представлен способ анализа уровня циркулирующей внеклеточной 
mRNA ALAS1 у субъекта, при этом упомянутый способ включает выявление (например, измерение) 
уровня mRNA ALAS1 в образце биологической жидкости (например, образце крови (например, образце 
сыворотки или плазмы), образце спинномозговой жидкости или мочи субъекта, при этом упомянутый 
образец биологической жидкости содержит mRNA ALAS1, таким образом анализируют уровень цирку-
лирующей внеклеточной mRNA ALAS1 у субъекта. 

Согласно другому аспекту представлен способ анализа уровня циркулирующей внеклеточной 
mRNA ALAS1 у субъекта, при этом упомянутый способ включает (i) получение РНК (например, внекле-
точной РНК) из образца биологической жидкости (например, образца крови или плазмы) от субъекта, 
при этом упомянутый образец биологической жидкости содержит mRNA ALAS1; (ii) получение cDNA 
ALAS1 из mRNA ALAS1; (iii) приведение в контакт cDNA ALAS1 с нуклеиновой кислотой (например, 
зондом и/или праймером), комплементарной cDNA ALAS1 или ее частью, с получением реакционной 
смеси; и (iv) выявление (например, измерение) уровня cDNA ALAS1 в реакционной смеси, где уровень 
cDNA ALAS1 указывает на уровень mRNA ALAS1, таким образом, анализируют уровень циркулирую-
щей внеклеточной mRNA ALAS1 у субъекта. 

Согласно вариантам осуществления упомянутый образец биологической жидкости представляет 
собой образец крови. Согласно вариантам осуществления упомянутый образец биологической жидкости 
представляет собой образец сыворотки. Согласно вариантам осуществления упомянутый образец биоло-
гической жидкости представляет собой образец мочи. 

Согласно вариантам осуществления способ включает PCR, qPCR или 5'-RACE. 
Согласно вариантам осуществления упомянутая нуклеиновая кислота представляет собой зонд или 

праймер. 
Согласно вариантам осуществления упомянутая нуклеиновая кислота содержит выявляемый фраг-

мент, и при этом уровень mRNA ALAS1 определяют путем выявления количества выявляемого фрагмен-
та. 

Согласно вариантам осуществления упомянутый способ дополнительно включает получение образ-
ца биологической жидкости от субъекта. Согласно вариантам осуществления образец биологической 
жидкости является отделенным от ткани и содержит экзосомы. Согласно вариантам осуществления этих 
способов эффективность лечения порфирии оценивают на основании сравнения уровня циркулирующей 
внеклеточной mRNA ALAS1 у субъекта относительно нормального значения. 

Согласно вариантам осуществления снижение уровня циркулирующей внеклеточной mRNA ALAS1 
у субъекта, в ответ на лечение порфирии, относительно нормального значения, указывает на то, что ле-
чение порфирии является эффективным. Согласно вариантам осуществления нормальное значение пред-
ставляет собой уровень циркулирующей внеклеточной mRNA ALAS1 у субъекта до лечения порфирии. 

Все публикации, заявки на патент, патенты и другие литературные источники, упомянутые в дан-
ном документе, включены при помощи ссылки во всей своей полноте. 

Подробная информация о различных вариантах осуществления настоящего изобретения изложена 
ниже в описании. Другие характеристики, цели и преимущества настоящего изобретения будут очевид-
ны из описания и графических материалов, а также из формулы изобретения. 

Описание графических материалов 

На фиг. 1 обозначен путь биосинтеза гема. 
На фиг. 2А и 2В показана таблица, в которой приведены определенные порфирии, ассоциирован-

ные с генетическими ошибками в рамках метаболизма гема. 
На фиг. 3А и 3В обозначен транскрипт mRNA ALAS1 человека (эталонная последовательность 

NM_000688.4 (GL40316942, дата регистрации 19 ноября 2011 г.), SEQ ID NO: 1). 
На фиг. 4А и фиг. 4В обозначен транскрипт mRNA ALAS1 человека (эталонная последовательность 

NM_000688.5 (GI: 362999011, дата регистрации 1 апреля 2012 г.), SEQ ID NO: 382). 
На фиг. 5 показан дозозависимый эффект siRNA AD-53558 при подавлении mRNA ALAS1 мыши 

(mALAS1) относительно PBS в качестве контроля. Также показаны результаты для контроля AD-1955 с 
люциферазой (LUC). 

На фиг. 6 показан дозозависимый эффект siRNA AD-53558 при подавлении mRNA ALAS1 у крыс 
относительно PBS в качестве контроля. Также показаны результаты для контроля AD-1955 с люцифера-
зой (LUC). 
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На фиг. 7 показана продолжительность подавления mRNA ALAS1 мыши (mALAS1) с помощью 
siRNA AD-53558 относительно PBS в качестве контроля. 

На фиг. 8 показаны средние значения ± стандартные отклонения уровней ALA в плазме (в мкМ) на 
исходном уровне и после обработки фенобарбиталом в экспериментальной (siRNA ALAS1) и контроль-
ной (siRNA LUC) группах. 

На фиг. 9 показаны уровни ALA в плазме (в мкМ) отдельных животных на исходном уровне и по-
сле обработки фенобарбиталом у животных, которые были подвержены обработке siRNA ALAS1 и кон-
тролем (siRNA LUC). 

На фиг. 10 показаны средние значения ± стандартные отклонения уровней PBG в плазме (в мкМ) на 
исходном уровне и после обработки фенобарбиталом у животных, которые были подвержены обработке 
siRNA ALAS1 и контролем (siRNA LUC). 

На фиг. 11 показаны уровни PBG в плазме (в мкМ) отдельных животных на исходном уровне и по-
сле обработки фенобарбиталом у животных, которые были подвержены обработке siRNA ALAS1 и кон-
тролем (siRNA LUC). 

На фиг. 12 показан относительный уровень mRNA mALAS1 в печени на исходном уровне и после 
обработки фенобарбиталом у отобранных типичных экспериментальных (siRNA ALAS1) и контрольных 
(PBS) животных. 

На фиг. 13 показаны эффекты трех siRNA mALAS1, конъюгированных с GalNAc, в отношении экс-
прессии mALAS1 (относительно PBS в качестве контроля) в ткани печени мыши. 

На фиг. 14 показаны уровни ALA и PBG в плазме в динамике после введения фенобарбитала и об-
работки siRNA ALAS1 или контрольной siRNA LUC. 

На фиг. 15 показаны эффекты siRNA ALAS1, конъюгированных с GalNAc, в отношении уровней 
ALA и PBG в плазме в мышиной модели индукции AIP фенобарбиталом. 

На фиг. 16 показаны дозозависимые эффекты siRNA ALAS1 в отношении уровней ALA и PBG в 
плазме в мышиной модели индукции AIP фенобарбиталом. Для животных, которые получали siRNA 
ALAS1, доза вводимой siRNA (0,05, 0,1, 0,5 или 1,0 мг/кг) показана на горизонтальной оси. 

На фиг. 17 на верхней части рисунка показана схема эксперимента, применяемая для исследования 
подавления ALA и PBG с помощью siRNA ALAS1. На нижней части рисунка показаны уровни ALA и 
PBG в плазме на исходном уровне, в контрольном (Luc) состоянии и после обработки siRNA ALAS1 на 
0, 2 и 4 неделе. 

На фиг. 18 показана схема эксперимента, применяемая для сравнения эффектов лечения siRNA 
ALAS1 или гемином в отношении животной модели ALP (вверху), и результаты по уровням ALA 
(мкмоль/л) в плазме (в середине) и уровням PBG (мкмоль/л) в плазме (внизу). 

На фиг. 19 показаны относительные уровни mRNA (ALAS1/GAPDH) у животных, обработанных 30, 
10 или 3 мг/кг AD-58632, относительно животных, обработанных PBS в качестве контроля. 

На фиг. 20 показана схема эксперимента, применяемая для изучения эффекта доза-ответ конъюгата 
GalNAc с AD-58632 ALAS1 в крысиной модели AIP. 

На фиг. 21 показаны относительные уровни mRNA PBGD в печени (верхний график) и относитель-
ные уровни mRNA ALAS1 в печени (нижний график) в крысиной модели AIP. Группы животных подле-
жали одной из четырех обработок: (1) обработка только фенобарбиталом (РВ), (2) обработка фенобарби-
талом и siRNA порфобилиногендезаминазы (PBGD), (3) фенобарбиталом, siRNA PBGD и 30 мг/кг siRNA 
ALAS1, (4) фенобарбиталом, siRNA PBGD и 10 мг/кг siRNA ALAS1. 

На фиг. 22 показаны уровни PBG (верхняя часть рисунка) и ALA (нижняя часть рисунка) в моче от-
носительно уровней креатинина в крысиной модели ALP. Группы животных подлежали одной из четы-
рех обработок: (1) обработка только фенобарбиталом (РВ), (2) обработка фенобарбиталом и siRNA пор-
фобилиногендезаминазы (PBGD), (3) фенобарбиталом, siRNA PBGD и 30 мг/кг siRNA ALAS1, (4) фено-
барбиталом, siRNA PBGD и 10 мг/кг siRNA ALAS1. 

На фиг. 23 показаны результаты подавления mRNA ALAS-1 с помощью AD-58632, относительно 
PBS в качестве контроля, в группах крыс, которые получали пять суточных доз siRNA по 6, 2 или 1 мг/кг 
по отношению к однократным болюсным дозам siRNA по 30, 10 или 5 мг/кг. 

На фиг. 24 показаны результаты подавления mRNA ALAS-1 с помощью AD-58632, относительно 
PBS в качестве контроля, в группах крыс, которые получали четыре еженедельные дозы siRNA по 10, 5 
или 2,5 мг/кг. 

На фиг. 25 показаны результаты подавления mRNA ALAS-1 с помощью AD-58632 и с помощью пя-
ти дуплексов из 19/19 мономеров . 

На фиг. 26 показаны результаты оценки исследования эффекта длины нити и выступающих концов 
в отношении наиболее оптимальных двух дуплексов из 19 мономеров. 

На фиг. 27 представлен график, на котором показаны уровни mRNA ALAS1 в печени (левые столб-
цы) и в сыворотке (правые столбцы) для каждой группы, подлежащей обработке при исследовании NHP, 
описанном в примере 34. 

На фиг. 28 показаны результаты подавления mRNA ALAS-1 относительно PBS в качестве контроля, 
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в группах крыс, которые получали 3 или 10 мг/кг AD-58632 или AD-60489. 
На фиг. 29 показана схема эксперимента, применяемая для изучения эффективности siRNA ALAS1 

AD-58632 и AD-60489 в отношении подавления mRNA в печени у низших приматов. 
На фиг. 30 показаны результаты дозозависимого подавления mRNA в печени у низших приматов 

после обработки 1,25, 2,5 или 5 мг/кг AD-58632 или AD-60489. 
На фиг. 31 показано сравнение результатов подавления mRNA, полученных исходя из биоптатов 

печени и исходя из анализа cERD при исследовании на низших приматах. 
На фиг. 32 показана динамика подавления mRNA, оцененного с применением анализа cERD при 

исследовании на низших приматах. На горизонтальной оси указано время согласно дню исследования. 
На фиг. 33 показаны результаты подавления mRNA ALAS1 у крыс, которые получали PBS или ра-

зовую дозу, составляющую 5 мг/кг одного из указанных дуплексов siRNA. 
На фиг. 34 приведены концентрации siRNA в печени крыс, которые получали разовую дозу, состав-

ляющую 5 мг/кг указанной siRNA. 
На фиг. 35 (вверху) показан схема эксперимента, применяемая для изучения терапевтической эф-

фективности AD-60925 и AD-60926. На фиг. 35 (внизу) показаны относительные уровни mRNA 
ALAS1/GAPDH крысы у крыс, обработанных (1) AF11-PBGD, (2) AF11-PBGD и РВ, (3) AF-11PBGD, РВ 
и 3 мг/кг AD-60925, или (4) AF11-PBGD, РВ и AD-60926. 

На фиг. 36 показаны относительные уровни PBG в моче (вверху) и ALA в моче (внизу) у крыс, об-
работанных (1) AF11-PBGD, (2) AF11-PBGD и РВ, (3) AF-11PBGD, РВ и 3 мг/кг AD-60925, или (4) AF11-
PBGD, РВ и AD-60926. 

На фиг. 37 показаны относительные уровни PBG в моче (вверху) и ALA в моче (внизу) в динамике 
у крыс, обработанных (1) AF11-PBGD, (2) AF11-PBGD и РВ, (3) AF-11PBGD, РВ и 3 мг/кг AD-60925, 
или (4) AF11-PBGD, РВ и AD-60926. Стрелки указывают на временные точки при введении РВ. 

На фиг. 38 показаны относительные уровни mRNA ALAS1 (rALAS1) крысы у крыс, которые полу-
чали 4 дозы PBS или 2,5 мг/кг одной из указанных siRNA. 

На фиг. 39 показаны относительные уровни mRNA ALAS1 (rALAS1) крысы у крыс, которые полу-
чали разовую дозу PBS или 2,5 мг/кг одной из указанных siRNA. 

На фиг. 40 (вверху) показаны относительные уровни mRNA ALAS1 (rALAS1) крысы у крыс, кото-
рые получали разовую дозу PBS или 3 мг/кг одной из указанных siRNA. На фиг. 40 (внизу) показана 
концентрация siRNA в печени. 

На фиг. 41 (вверху) показаны результаты подавления mRNA ALAS1 (rALAS1) крысы с помощью 
AD-60489, AD-60519 и AD-60901. На фиг. 41 (внизу) приведена концентрация siRNA в печени. 

На фиг. 42 показаны относительные уровни mRNA ALAS1 (rALAS1) крысы у крыс, которых обра-
батывали разовой дозой PBS или 2,5 мг/кг одной из указанных siRNA. 

На фиг. 43 показаны относительные уровни mRNA ALAS1 (rALAS1) крысы у крыс, которых обра-
батывали PBS или одной из указанных siRNA в дозе 2,5 мг/кг два раза в неделю в течение 2 недель. 

На фиг. 44 (вверху) показана схема эксперимента, применяемая для изучения терапевтической эф-
фективности нескольких доз AD-60519 два раза в неделю. На фиг. 44 (внизу) показаны графики, обозна-
чающие подавление PBG и ALA в моче у крыс, которых обрабатывали (i) siRNA PBGD и шестью дозами 
PBS, (ii) siRNA PBGD, РВ и шестью дозами PBS, (iii) siRNA PBGD, РВ и шестью дозами 2,5 мг/кг AD-
60519, или (iv) siRNA PBGD, РВ и шестью дозами 5 мг/кг AD-60519. 

На фиг. 45 показаны графики, обозначающие подавление PBG (верхний график) и ALA (нижний 
график) в сыворотке в мышиной модели AIP, которых обрабатывали (i) siRNA PBGD и шестью дозами 
PBS (исходный уровень), (ii) siRNA PBGD, РВ и шестью дозами PBS (солевой раствор), (iii) siRNA 
PBGD, РВ и шестью дозами 2,5 мг/кг AD-60519, или (iv) siRNA PBGD, РВ и шестью дозами 5 мг/кг AD-
60519. 

На фиг. 46 (вверху) показана схема эксперимента, применяемая для изучения терапевтической эф-
фективности нескольких еженедельных доз AD-60519. На фиг. 46 (внизу) показан график, обозначаю-
щий относительные уровни mRNA ALAS1 (rALAS1/GAPDH) крысы у крыс, которых обрабатывали (i) 
siRNA PBGD и четырьмя дозами PBS, (ii) siRNA PBGD, РВ и четырьмя дозами PBS, (iii) siRNA PBGD, 
РВ и четырьмя дозами 3 мг/кг AD-60519, (iv) siRNA PBGD, PB и четырьмя дозами 1 мг/кг AD-60519, или 
(v) siRNA PBGD, РВ и четырьмя дозами 0,3 мг/кг AD-60519. 

На фиг. 47 показаны графики, обозначающие уровни PBG (верхний график) и ALA (нижний гра-
фик) в моче у крыс, которых обрабатывали (i) siRNA PBGD и четырьмя дозами PBS, (ii) siRNA PBGD, 
РВ и четырьмя дозами PBS, (iii) siRNA PBGD, РВ и четырьмя дозами 3 мг/кг AD-60519, (iv) siRNA 
PBGD, PB и четырьмя дозами 1 мг/кг AD-60519 или (v) siRNA PBGD, PB и четырьмя дозами 0,3 мг/кг 
AD-60519. 

На фиг. 48 представлена диаграмма, на которой показана схема исследования на низших приматах, 
в котором изучали эффекты конъюгатов GalNAc с siRNA ALAS1 в отношении подавления mRNA 
ALAS1 в печени и mRNA ALAS1 в крови. 

На фиг. 49 представлен график, на котором показаны результаты подавления mRNA в печени у 
низших приматов (NHP) после обработки конъюгатами GalNAc с siRNA ALAS1. 
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На фиг. 50 представлен график, на котором показаны нормализованные уровни mRNA ALAS1 в 
сыворотке у низших приматов (NHP) в различные периоды времени в ходе проведения исследования, в 
котором изучали эффекты обработки конъюгатами GalNAc с siRNA ALAS1. Дни на горизонтальной оси 
соответствуют дням на диаграмме из фиг. 48. 

На фиг. 51 показаны нормализованные уровни mRNA ALAS1 (показано в виде доли уровня дозы до 
приема лекарственного средства), при оценке в исследовании для разовой дозы у крыс, в котором при-
меняли cERD в моче для отслеживания подавления ALAS1. 

На фиг. 52 представлена схема, на которой показана схема исследования на низших приматах, в ко-
тором изучали эффекты нескольких доз и разовой дозы AD-60519 в отношении подавления mRNA 
ALAS1 в печени и mRNA ALAS1 в крови. 

На фиг. 53 представлена столбиковая диаграмма, на которой показаны средние относительные 
уровни mRNA ALAS1 в печени (% PBS в качестве контроля) на 24 день исследования (группы с не-
сколькими дозами) или на 4 день исследования (группы с разовой дозой). 

На фиг. 54 представлен график, на котором показаны нормализованные уровни mRNA ALAS1 в 
сыворотке (показано в виде доли уровня дозы до приема лекарственного средства) при оценке с приме-
нением cERD для групп с несколькими дозами (верхний график, показывающий результаты вплоть до 24 
дня) и групп с разовой дозой (нижний график, показывающий результаты вплоть до 22 дня). 

На фиг. 55 представлен график, на котором показаны уровни mRNA в печени, mRNA в сыворотке и 
mRNA в моче на 4 день исследования (в группах с разовой дозой) или на 24 день исследования (в груп-
пах с несколькими дозами). Показаны данные для отдельных животных и средние величины для каждой 
группы. 

На фиг. 56 представлен график, на котором показаны нормализованные уровни mRNA ALAS1 в 
сыворотке (показано в виде доли уровня дозы до приема лекарственного средства) через 8 недель при 
оценке с применением cERD для групп с несколькими дозами. Каждая точка на графике представляет 
остаточную mRNA ALAS1 для средней величины группы образцов 3 животных ± стандартное отклоне-
ние группы. 

На фиг. 57 представлена схема структуры ALN-60519 (также называемая в данном документе AD-
60519). На фиг. 57 раскрыты SEQ ID NO 5238-5239 соответственно, по порядку. 

На фиг. 58 показаны уровни mRNA ALAS1 при оценке соответствующих образцов сыворотки и мо-
чи или от пациентов с ALP, или от здоровых добровольцев (NHV). Уровни mRNA ALAS1 в сыворотке 
или моче измеряли с применением способа cERD. Для пациентов А и В с ALP проводили забор второго 
набора образцов сыворотки и мочи для оценки изменений mRNA ALAS1 в динамике. 

Подробное описание изобретения 

iRNA управляет специфическим в отношении последовательности разрушением mRNA посредст-
вом процесса, известного как РНК-интерференция (RNAi). В данном документе описаны iRNA и спосо-
бы их применения для ингибирования экспрессии гена ALAS1 в клетке или у млекопитающего, где iRNA 
нацелена на ген ALAS1. Также представлены композиции и способы лечения нарушений, связанных с 
экспрессией ALAS1, таких как порфирии (например, порфирия, обусловленная недостаточностью ALA-
дегидратазы (ADP или порфирия Досса), острая перемежающаяся порфирия, врожденная эритропоэтиче-
ская порфирия, поздняя кожная порфирия, наследственная копропорфирия (копропорфирия), вариегат-
ная порфирия, эритропоэтическая протопорфирия (ЕРР), Х-сцепленная сидеробластическая анемия 
(XLSA) и транзиторная эритропорфирия детского возраста). 

Порфирии представляют собой врожденные или приобретенные нарушения, причиной которых 
может быть пониженная или повышенная активность определенных ферментов в пути биосинтеза гема, 
также называемого в данном документе порфириновым путем (см. фиг. 1). Порфирины являются основ-
ными предшественниками гема. Порфирины или предшественники порфирина включают 5-
аминолевулиновую кислоту (ALA), порфобилиноген (PBG), гидроксиметилбилан (НМВ), уропорфири-
ноген I или III, копропорфириноген I или III, протопорфириноген LX и протопорфирин IX. Гем является 
неотъемлемой частью гемоглобина, миоглобина, каталаз, пероксидаз и цитохромов, при этом последние 
включают цитохромы легких и цитохромы Р450 печени. Гем синтезируется в большинстве или во всех 
клетках организма человека. Приблизительно 85% гема образуется в эритроидных клетках, преимущест-
венно для гемоглобина. Большая часть оставшегося гема образуется в печени, 80% которого использует-
ся для синтеза цитохромов. Недостаточность определенных ферментов в порфириновом пути приводит к 
недостаточному образованию гема, а также к накоплению предшественников порфиринов и/или порфи-
ринов, которые в высоких концентрациях могут быть токсичны для работы клеток или органов. 

Порфирии могут проявляться на ряду с неврологическими осложнениями ("острые"), проблемами с 
кожей ("кожные") или обоими. Порфирии можно классифицировать по основному сайту локализации 
сверхсинтеза и накопления порфиринов или их предшественников. При печеночных порфириях порфи-
рины и предшественники порфиринов сверхсинтезируются преимущественно в печени, в то время как 
при эритропоэтических порфириях порфирины сверхсинтезируются в эритроидных клетках в кости. 
Острые и печеночные порфирии приводят к нарушению работы нервной системы и неврологическим 
проявлениям, которые влияют как на центральную, так и на периферическую нервную систему, что при-
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водит к появлению симптомов, таких как, например, болевые ощущения (например, боль в животе и/или 
хроническая нейропатическая боль), рвота, нейропатия (например, острая нейропатия, прогрессирующая 
нейропатия), мышечная слабость, судороги, расстройства психики (например, галлюцинации, депрессия, 
тревожность, паранойя), сердечные аритмии, тахикардия, запор и диарея. Кожные или эритропоэтиче-
ские порфирии преимущественно поражают кожу, вызывая симптомы, такие как фотосенсибилизация, 
которая может быть болезненной, пузыри, некроз, зуд, отечность и усиленный рост волос в определен-
ных областях, таких как лоб. Последующая инфекция повреждений кожи может приводить к потери кос-
тей и тканей, а также образованию шрамов, обезображиванию и потере пальцев (например, пальцев рук, 
пальцев ног). Большинство порфирии вызваны мутациями генов, которые кодируют ферменты в рамках 
пути биосинтеза гема. Краткое описание порфирии, связанных с генетическими ошибками в метаболизме 
гема, представлено на фиг. 2. 

Не все порфирии являются генетически обусловленными. Например, у пациентов с заболеванием 
печени может развиться порфирия в результате нарушения работы печени, а транзиторная форма эри-
тропорфирии (транзиторная эритропорфирия детского возраста) была описана для детского возраста (см. 
Crawford, R.I. et al, JAmAcad Dermatol. 1995 авг; 33(2 Pt 2): 333-6.). У пациентов с РСТ может быть при-
обретенная недостаточная активность уропорфиногендекарбоксилазы (URO-D) вследствие образования 
фермента ORO-D с более низкой, чем нормальная, активностью фермента (см. Phillips et al. Blood, 98: 
3179-3185, 2001.) 

Острая перемежающаяся порфирия (AIP) (также называемая недостаточностью порфобилиногенде-
заминазы (PBG), или недостаточностью гидроксиметилбилансинтазы (HMBS)), является наиболее рас-
пространенным типом острой печеночной порфирии. Другие типы острых печеночных порфирий вклю-
чат наследственную копропорфирию (НСР), вариегатную порфирию (VP) и порфирию, обусловленную 
недостаточностью ALA-дегидратазы (ADP). Острые печеночные порфирий описаны, например, в Bal-
wani, M and Desnick, R.J., Blood, 120:4496-4504, 2012. 

AIP является, как правило, аутосомно-доминантным заболеванием, которое характеризуется недос-
таточностью фермента порфобилиногендезаминазы (PBG-дезаминаза); этот фермент также известен как 
гидроксиметилбилансинтаза (НМВ синтаза или HMBS). PBG-дезаминаза является третьим ферментом в 
пути биосинтеза гема (см. фиг. 1) и катализирует реакцию конденсации по типу "голова к хвосту" четы-
рех молекул порфобилиногена в линейный тетрапиррол, гидроксиметилбилан (НМВ). Были описаны 
образованные в результате альтернативного сплайсинга варианты транскриптов, кодирующие различные 
изоформы PBG-дезаминазы. Мутации в гене PBG-дезаминазы ассоциированы с AIP. Такие мутации мо-
гут приводить к пониженному количеству PBG-дезаминазы и/или пониженной активности PBG-
дезаминазы (индивиды, пораженные заболеванием, как правило, имеют ∼50% снижение активности 
PBG-дезаминазы). 

Существует по меньшей мере две различные модели патофизиологии AIP и других острых пече-
ночных порфирий (см., например, Lin CS-Y et al., Clinical Neurophysiology, 2011; 122:2336-44). Согласно 
одной модели, сниженный уровень образования гема вследствие недостаточности PBG-дезаминазы вы-
зывает энергетический дефицит и дегенерацию аксонов. Согласно другой, на сегодняшний день более 
предпочтительной модели, накопление предшественников порфиринов (например, ALA и PBG) приво-
дит к нейротоксичности. 

Было обнаружено, что AIP распространена в определенных популяциях с частотой до 1 на 10000 
(например, в Северной Швеции; см. Floderus Y., et al. Clin Genet. 2002;62:288-97). По оценкам, распро-
страненность в общей популяции в Соединенных Штатах и Европе, за исключением Великобритании, 
составляет приблизительно от 1 на 10000 до 1 на 20000. Собственно клиническое заболевание проявляет-
ся лишь у приблизительно 10-15% индивидов, которые несут мутации, которые, как известно, ассоции-
рованы с AIP. Однако, у индивидов с определенными мутациями пенетрантность составляет до 40% (на-
пример, мутация W198X). AIP, как правило, находится в латентной форме до периода полового созрева-
ния. Симптомы более распространены у женщин, чем у мужчин. Распространенность заболевания веро-
ятно занижена вследствие его неполной пенетрантности и длительных латентных периодов. В Соединен-
ных Штатах по оценкам насчитывается приблизительно 2000 пациентов, которые испытали по меньшей 
мене один приступ. По оценкам насчитывается приблизительно 150 активных рецидивирующих случаев 
во Франции, Швеции, Великобритании и Польше; этими пациентами являются преимущественно моло-
дые женщины со средним возрастом 30 лет. См., например, Elder et al, J Inherit Metab Dis., опубликован-
ную в Интернете 1 ноября 2012 г. 

AIP поражает, например, висцеральную, периферическую, вегетативную и центральную нервную 
системы. Симптомы ALP разнообразны и включают симптомы со стороны желудочно-кишечного тракта 
(например, сильную и нечетко локализированную боль в животе, тошноту/рвоту, запор, диарею, непро-
ходимость кишечника), симптомы со стороны мочевыводящих путей (дизурия, задержка мочеиспуска-
ния/недержание мочи или темная моча, например, темно-красная моча), неврологические симптомы (на-
пример, сенсорная нейропатия, моторная нейропатия (например, поражение черепных нервов и/или при-
ведение к слабости в руках и ногах), судороги, нейропатическая боль (например, боль, ассоциированная 
с прогессирующей нейропатией, например, хроническая нейропатическая боль), психоневрологические 
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симптомы (например, спутанность сознания, тревожность, возбуждение, галлюцинации, истерия, дели-
рий, апатия, депрессия, фобии, психоз, бессонница, сонливость, кома), поражение вегетативной нервной 
системы (приводящее, например, к симптомам со стороны сердечно-сосудистой системы, таким как та-
хикардия, гипертензия и/или аритмии, а также другим симптомам, таким как, например, повышенные 
уровни катехоламинов в крови, потение, возбужденное состояние и/или тремор), обезвоживание и нару-
шения баланса электролитов. Наиболее распространенными симптомами являются боль в животе и тахи-
кардия. Неврологические проявления включают моторную и вегетативную нейропатию и судороги. У 
пациентов часто наблюдается хроническая нейропатическая боль и развивается прогрессирующая ней-
ропатия. Пациенты с рецидивирующими приступами часто имеют продром. После тяжелого приступа 
может возникать необратимый паралич. Нормализация после тяжелых приступов, которые своевременно 
не лечили, может занять недели или месяцы. Острый приступ может быть летальным, например, вслед-
ствие паралича дыхательных мышц или сердечно-сосудистой недостаточности вследствие нарушения 
баланса электролитов. (См., например, Thunell S. Hydroxymethylbilane Synthase Deficiency. 2005 сентября 
27 [обновлено 1 сентября 2011 г.]. В: Pagon RA, Bird TD, Dolan CR, et al., editors. GeneReviews [интер-
нет]. Seattle (WA): University of Washington, Seattle; 1993 (далее в данном документе Thunell (1993)), ко-
торый включен, таким образом, при помощи ссылки во всей своей полноте.) До того, как лечение геми-
ном стало доступным, до 20% пациентов с ALP умирали от заболевания. 

Индивиды, которые несут гены ALP, подвержены повышенному риску возникновения гепатоцел-
люлярного рака. У индивидов с рецидивирующими приступами риск гепатоцеллюлярного рака является 
особенно серьезным: после 50 лет риск почти в 100 раз выше, чем в общей популяции. 

Приступы острой порфирии могут провоцироваться эндогенными или экзогенными факторами. 
Механизмы, с помощью которых такие факторы индуцируют приступы, могут включать, например, по-
вышенную потребность в ферментах Р450 печени и/или индукцию активности ALAS1 в печени. Повы-
шенная потребность в ферментах Р450 печени приводит к сниженному содержанию свободного гема в 
печени, тем самым индуцируя синтез ALAS1 печени. 

Провоцирующие факторы включают голодание (или другие формы пониженной или недостаточной 
калорийности потребляемой пищи вследствие жестких диет, занятий спортом, связанных с длинными 
дистанциями и т. д.), формы стресса, связанные с метаболизмом (например, инфекции, оперативное 
вмешательство, международные авиаперелеты и психологический стресс), эндогенные гормоны (напри-
мер, прогестерон), курение сигарет, жирорастворимые чужеродные химические соединения (в том числе, 
например, химические соединения, присутствующие в табачном дыме, определенные лекарственные 
средства рецептурного отпуска, органические растворители, биоциды, соединения в алкогольных напит-
ках), эндокринные факторы (например, половые гормоны (женщины могут испытывать обострения бо-
лезни во время менструального периода), синтетические эстрогены, прогестероны, стимуляторы овуля-
ции и гормональная заместительная терапия). См., например, Thunell (1993). 

Свыше 1000 лекарственных средств противопоказаны при острых печеночных порфириях (напри-
мер, AIP, HCP, ADP и VP), в том числе, например, спирт, барбитураты, карбамазепин, каризопродол, 
клоназепам (высокие дозы), даназол, диклофенак и другие допустимые NSAIDS, препараты спорыньи, 
эстрогены, этхлорвинол, глютетимид, гризеофульвин, мефенитоин, мепробамат (также мебутамат и ти-
бутамат), метиприлон, методопрамид, фенитоин, примидон, прогестерон и синтетические прогестины, 
пиразинамид, пиразолоны (аминопирин и антипирин), рифампин, сукцинимиды (этосукцимид и метсук-
цимид), сульфонамидные антибиотики и вальпроевая кислота. 

Объективные признаки AIP включают изменение цвета мочи во время острого приступа (моча мо-
жет выглядеть красной или красно-коричневой) и повышенные концентрации PBG и ALA в моче во вре-
мя острого приступа. Молекулярно-генетическое тестирование позволяет идентифицировать мутации в 
гене PBG-дезаминазы (также известной как HMBS) у более 98% пораженных заболеванием индивидов. 
Thunell (1993). 

Диагностика порфирии может включать оценку семейного анамнеза, оценку уровней предшествен-
ников порфиринов в моче, крови или кале, и/или оценку активности ферментов и анализ мутаций ДНК. 
Дифференциальная диагностика порфирии может включать определение типа порфирии на основе изме-
рений отдельных уровней порфиринов или предшественников порфиринов (например, ALA, PBG) в мо-
че, кале и/или плазме (например, при помощи хроматографии или флуорометрии) во время приступа. 
Диагноз AIP может быть подтвержден установлением того, что активность PBG-дезаминазы в эритроци-
тах составляет 50% или менее относительно нормального уровня. ДНК-тестирование в отношении мута-
ций можно проводить для пациентов и членов семей с повышенным риском. Диагноз AIP, как правило, 
подтверждается по ДНК-тестированию для идентификации конкретной вызывающей болезнь мутации 
гена (например, мутации HMBS). 

Общепринятый контроль острых приступов AIP включает госпитализацию, отслеживание симпто-
мов и устранение небезопасных лекарственных средств. Лечение острых приступов, как правило, требует 
госпитализации для контроля и лечения острых симптомов, в том числе, например, боли в животе, судо-
рог, обезвоживания/гипонатриемии, тошноты/рвоты, тахикардии/гипертензии, задержки мочеиспуска-
ния/непроходимости кишечника. Например, боль в животе можно лечить, например, наркотическими 
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анальгетиками, судороги можно лечить профилактическими противосудорожными средствами и допус-
тимыми лекарственными препаратами (хотя многие противосудорожные препараты противопоказаны), 
тошноту/рвоту можно лечить, например, фенотиазинами, и тахикардию/гипертензию можно лечить, на-
пример, бета-блокаторами. Лечение может включать отказ от небезопасных лекарственных препаратов, 
отслеживание дыхательной функции, а также мышечной силы и неврологического статуса. Умеренные 
приступы (например, приступы без пареза или гипонатриемии) можно лечить по меньшей мере 300 г 
внутривенной 10% глюкозы в день, хотя незамедлительно обеспечивают повышенное введение гемина. 
Тяжелые приступы, как правило, лечат как можно раньше гемином с внутривенным введением (3-4 мг/кг 
в сутки в течение 4-14 дней) и IV глюкозой при ожидании начала действия IV гемина. Как правило, при-
ступы лечат IV гемином в течение 4 дней и IV глюкозой при ожидании введения IV гемина. В течение 3-
4 дней после начала введения гемина часто наблюдается клиническое улучшение, сопровождающееся 
понижением уровней ALA и PBG. 

Гемин (пангематин или гемин для инъекции, ранее известный как гематин) является единствен-
ным препаратом, одобренным для применения в Соединенных Штатах, и был первым лекарственным 
средством, одобренным Законом об орфанных лекарственных препаратах. Пангематин представляет 
собой гемин, полученный из обработанных эритроцитов (PRBC), и представляет собой протопорфирин 
IX, содержащий ион трехвалентного железа (гем В) с хлоридным лигандом. Гем служит для ограничения 
синтеза порфирина в печени и/или костного мозге. Точный механизм, с помощью которого гемин приво-
дит к симптоматическому улучшению у пациентов с острыми случаями печеночных порфирий, пока не 
был выяснен; однако, его действие, по-видимому, связано с (механизм обратной связи) ингибированием 
синтазы 8-аминолевулиновой кислоты (ALA), фермента, который ограничивает скорость пути биосинте-
за порфирина/гема. См. Panhematin product label, Lundbeck, Inc., октябрь 2010 г. Ингибирование ALA-
синтазы должно приводить к пониженному образованию ALA и PBG, а также порфиринов и промежу-
точных соединений порфиринов. 

Недостатки препаратов на основе тема (например, гемина) включают отсроченное влияние в отно-
шении клинических симптомов и неспособность предотвратить рецидив приступов. Побочные реакции, 
ассоциированные с введением тема (например, гемина) могут включать флебит (например, тромбофле-
бит), затрудненность венозного доступа, антикоагуляцию (или коагулопатии), тромбоцитопению, отказ 
почек или перенасыщение железом, что особенно вероятно в случае пациентов, требующих нескольких 
курсов лечения гемином при рецидивирующих приступах. У пациентов с рецидивирующими приступа-
ми для предупреждения флебита необходим постоянный венозный катетер для возможности доступа. 
При высоких дозах может происходить повреждение почек. Редкие зарегистрированные побочные эф-
фекты включают лихорадку, боль, чувство общего недомогания, гемолиз, анафилаксию и острую сосу-
дистую недостаточность. См. Anderson К.Е., Approaches to Treatment and Prevention of Human Porphyrias, 
в The Porphyrin Handbook: Medical Aspects of Porphyrins, Edited by Karl M. Kadish, Kevin M. Smith, Roger 
Guilard (2003) (далее в данном документе Anderson). 

Гем сложно получать в стабильной форме для внутривенного введения. Он нерастворим при ней-
тральном рН, но его можно получать в виде гидроксида гема при рН 8 или выше. Anderson. Пангематин 
представляет собой лиофилизированный препарат гемина. При растворении лиофилизированного гемина 
для внутривенного введения быстро образуются продукты распада; эти продукты распада обуславливают 
временный антикоагулянтный эффект и флебит в участке инфузии. Anderson. Гемальбумин и аргинат 
гема (нормосанг, европейский вариант гемина) являются более стабильными и потенциально могут при-
водить к менее интенсивному тромбофлебиту. Однако, в Соединенных Штатах аргинат гема не одобрен 
для применения. Пангемин можно стабилизировать путем растворения его для инфузии в 30% альбумине 
человека вместо стерильной воды; однако, альбумин увеличивает внутрисосудистый объем и расши-
ряющие эффекты и повышает стоимость лечения, а также риск, связанный с патогенами, поскольку его 
выделяют из крови человека. См., например, Anderson, выше. 

Успешное лечение острого приступа не предупреждает или отсрочивает рецидив. Стоит вопрос о 
том, может ли сам гемин вызывать рецидивирующие приступы вследствие индукции гемоксигеназы. 
Несмотря на это, в некоторых областях (особенно Франции), молодых женщин с несколькими рецидиви-
рующими приступами с целью осуществления профилактики подвергают лечению гемином еженедель-
но. 

Небольшой опыт трансплантации печени указывает на то, что при успешном исходе это можно 
считать эффективным лечением AIP. В Европе насчитывалось примерно 12 трансплантаций у пациентов, 
с лечебным или отличающимся эффектами. Трансплантация печени может восстанавливать нормальную 
экскрецию ALA и PBG и предупреждать острые приступы. См., например, Dar, F.S. et al. Hepatobiliary 
Pancreat. Dis. Int., 9(1): 93-96 (2010). Кроме того, если печень пациента с ALP пересаживают другому па-
циенту ("домино-трансплантат"), у пациента, получающего трансплантат, может развиться AIP. Среди 
отдаленных клинических эффектов острых порфирий имеет место хроническая нейропатическая боль, 
которая может быть следствием прогрессирующей нейропатии, обусловленной нейротоксическими эф-
фектами, например, повышенным содержанием предшественников порфиринов (например, ALA и/или 
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PBG). Нейротоксические эффекты могут быть ассоциированы с образованием токсических промежуточ-
ных соединений гема, например, измененной передачей сигналов GABA и/или опосредованного железом 
окисления и образованием активных форм кислорода (ROS). Пациенты могут испытывать нейропатиче-
скую боль до или во время острого приступа. Пациенты старшего возраста могут испытывать усиленную 
нейропатическую боль с возрастом, для лечения которой, как правило, назначают различные наркотиче-
ские лекарственные средства. У пациентов с острыми печеночными порфириями были зафиксированы 
нарушения электромиограммы и уменьшение времени проведения возбуждения. Следует отметить, что у 
мышей с ALP (недостаточность PBG-дезаминазы), которых не подвергали обработке и стимуляции, раз-
вивается прогрессирующая моторная нейропатия, которая, как было показано, вызывает прогрессирую-
щую дегенерацию и гибель аксонов нерва, контролирующего четырехглавую мышцу, предположитель-
но, вследствие постоянно повышенных уровней предшественников порфиринов (ALA и PBG), порфири-
нов и/или недостатка гема (Lindberg et al., J. Clin. Invest., 103(8): 1127-1134, 1999). Среди пациентов с 
острой порфирией (например, ADP, AIP, HCP или VP) между приступами уровни предшественников 
порфиринов (ALA и PBG) часто повышены у пациентов, у которых не наблюдаются симптомы и у паци-
ентов, у которых наблюдаются симптомы. Таким образом, ожидается, что снижение количества предше-
ственников порфиринов и возобновление нормального биосинтеза гема посредством снижения уровня 
экспрессии и/или активности ALAS1, будет предупреждать и/или минимизировать развитие хронической 
и прогрессирующей нейропатии. Лечение, например, длительное лечение (например, периодическое ле-
чение с помощью iRNA, описанной в данном документе, например, лечение согласно схеме дозирования, 
описанной в данном документе, например, еженедельное лечение или лечение два раза в неделю) может 
непрерывно снижать экспрессию ALAS1 у пациентов с острой порфирией, которые имеют повышенные 
уровни предшественников порфиринов, порфиринов, продуктов порфиринов или их метаболитов. Такое 
лечение может быть предусмотрено при необходимости предупреждения или снижения частоты или тя-
жести отдельных симптомов у пациента (например, боли и/или нейропатии) и/или снижения уровня 
предшественника порфирина, порфирина, продукта порфирина или метаболита. 

Существует необходимость идентификации новых терапевтических средств, которые можно при-
менять для лечения порфирий. Как было описано ранее, существующие варианты лечения, такие как 
продукты на основе гема (например, гемин), имеют многочисленные недостатки. Например, влияние 
гемина на клинические симптомы является отсроченным, он является дорогостоящим и может оказывать 
побочные эффекты (например, тромбофлебит, антикоагуляцию, тромбоцитопению, перенасыщение же-
лезом, отказ почек). Новые терапевтические средства, такие как описанные в данном документе, могут 
быть направлены на эти недостатки и неудовлетворенные потребности пациентов, с более быстрым дей-
ствием, без индуцирования флебита, с обеспечением возможности подкожного введения, успешным пре-
дупреждением рецидивирующих приступов, предупреждением или облегчением болевых ощущений 
(например, хронической нейропатической боли) и/или прогрессирующей нейропатии, и/или они не вы-
зывают определенных побочных эффектов, ассоциированных с гемином (например, перенасыщение же-
лезом, повышенный риск гепатоцеллюлярного рака). 

Пациенты с AIA включают пациентов, которые испытывают рецидивирующие приступы, и пациен-
тов, которые испытывают острые, единичные приступы. Среди пациентов, которые испытывают рециди-
вирующие приступы, приблизительно 5-10% страдают от рецидивирующих перемежающихся приступов 
(2-3 приступа в год) или рецидивирующих приступов (>4 приступов в год). Для этих пациентов вероят-
нее всего рассматривается вопрос о трансплантации печени или получении профилактических инфузий 
гема (например, гемина). Пациенты с рецидивирующими приступами вероятнее всего имеют низкое ка-
чество жизни вследствие длительных пребываний в больнице, опиатной зависимости и/или токсичности 
для венозной сети. Длительное введение гема может индуцировать гемоксигеназу (НО-1). Таким обра-
зом, постепенное снижение дозы гема пациентам может составлять сложность, и некоторым требуется 
более частое введение. Некоторые врачи в связи с этим ограничивают применение гема до случаев с 
наиболее серьезными приступами. Соответственно, существует неудовлетворенная потребность в подхо-
дящей, эффективной профилактике и вариантах лечения с лучшей переносимостью. 

Для пациентов, которые испытывают острые приступы, клинические рекомендации предполагают 
введение гема как можно раньше. Однако, учитывая трудности диагностики и отсутствие незамедли-
тельной доступности лекарственных препаратов, введение может быть отсроченным. Медленное начало 
проявления эффектов гема (например, гемина) и его плохая переносимость замедляют наступление 
улучшения. В связи с наличием продолжительной сильной боли в животе, даже после введения гема, 
может потребоваться, чтобы пациенты получали опиаты в течение нескольких дней. 

Отсроченное введение гема или продолжающееся воздействие провоцирующих факторов может 
приводить к более серьезным осложнениям, в том числе моторной нейропатии и сопутствующих сим-
птомов (например, слабости, пареза). В тяжелых случаях может возникать дыхательная недостаточность 
и паралич. Восстановление от неврологических симптомов может потребовать намного дольше времени 
для выздоровления. Соответственно в контексте острых приступов необходимы варианты лечения, ха-
рактеризующиеся ускоренным началом действия и лучшей переносимостью. Фармакологическая валид-
ность ALAS1 в качестве цели для сайленсинга mRNA основана, по меньшей мере, на следующих резуль-



036477 

- 28 - 

татах: mRNA ALAS1 в значительной степени активирована во время приступа; пангематин подавляет 
ALAS-1, а добавление гема к клеткам печени в культуре приводит к пониженному количеству mRNA 
ALAS-1. Некоторые результаты также указывают на то, что подавление mRNA ALAS1 может быть дос-
тигнуто путем нацеливания на печень. Например, было показано, что трансплантация печени характери-
зуется лечебным эффектом, а метаболиты из печени стимулируют приступы (см., например, Dar et al. 
Hepatobiliary Pancreat Dis Int. 9: 93-6 (2010); Dowman et al. Ann Intern Med 154: 571-2 (2011) и Wu et al. 
Genes Dev 23:2201-2209 (2009). Поэтому снижение уровня экспрессии ALAS1, например, в печени, с 
применением композиций на основе iRNA, можно применять для лечения порфирии. Согласно опреде-
ленным вариантам осуществления композиции на основе iRNA можно применять для профилактики и 
неотложного лечения порфирии. Например, композиции на основе iRNA можно применять профилакти-
чески при наступлении рецидивирующих приступов для индуцирования длительного или хронического 
подавления экспрессии ALAS1 (что приводит к длительному или хроническому подавлению ALA/PBG), 
и, таким образом, ослаблению рецидивирующей активации ALAS1, которая стимулирует приступы. Та-
кое профилактическое лечение может снижать число и тяжесть приступов. Во время наступления остро-
го приступа введение композиции на основе iRNA может оказывать лечебный эффект в отношении ост-
рого приступа, например, посредством снижения уровней ALA/PBG. 

В настоящем раскрытии представлены способы и композиции на основе iRNA для модулирования 
экспрессии гена ALAS1. Согласно определенным вариантам осуществления экспрессию ALAS1 снижа-
ют или ингибируют с применением iRNA, специфической по отношению к ALAS1, что, таким образом, 
приводит к пониженной экспрессии гена ALAS1. Сниженная экспрессия гена ALAS1 может снижать 
уровень одного или нескольких предшественников порфиринов, порфиринов или продуктов или метабо-
литов порфиринов. Пониженная экспрессия гена ALAS1, а также связанное с этим снижение уровня од-
ного или нескольких предшественников порфиринов и/или порфиринов, может быть пригодным при ле-
чении нарушений, связанных с экспрессией ALAS1, например, порфириями. 

iRNA композиций, описанных в данном документе, включают нить РНК (антисмысловую нить) с 
участком, который составляет 30 нуклеотидов или менее в длину, например, 15-30 нуклеотидов в длину, 
как правило, 19-24 нуклеотида в длину, этот участок практически комплементарен по меньшей мере час-
ти mRNA-транскрипта гена ALAS1 (также называемого в данном документе "iRNA, специфическая по 
отношению к ALAS1"). Применение такой iRNA обеспечивает целевое разрушение mRNA генов, кото-
рые вовлечены в патологии, ассоциированные с экспрессией ALAS1 у млекопитающих, например, пор-
фирии, такие как порфирия, обусловленная недостаточностью ALA-дегидратазы (также известная как 
порфирия Досса или плюмбопорфирия) или острая перемежающаяся порфирия. Очень низкие дозы 
iRNA, специфических по отношению к ALAS1, могут специфично и эффективно опосредовать RNAi, что 
приводит к значительному ингибированию экспрессии гена ALAS1. iRNA, нацеленные на ALAS1, могут 
специфично и эффективно опосредовать RNAi, что приводит к значительному ингибированию экспрес-
сии гена ALAS1, например, в анализах на клетках. Таким образом, способы и композиции, включающие 
эти iRNA, пригодны для лечения патологических процессов, связанных с экспрессией гена ALAS1, таких 
как порфирии (например, Х-сцепленная сидеробластическая анемия (XLSA), порфирия, обусловленная 
недостаточностью ALA-дегидратазы (порфирия Досса), острая перемежающаяся порфирия (AIP), врож-
денная эритропоэтическая порфирия, поздняя кожная порфирия, наследственная копропорфирия (копро-
порфирия), вариегатная порфирия, эритропоэтическая протопорфирия (ЕРР) и транзиторная эритропор-
фирия детского возраста). 

В следующем описание раскрывается, как получать и применять композиции, содержащие iRNA, 
для ингибирования экспрессии гена ALAS1, а также композиции и способы лечения заболеваний и на-
рушений, вызванных или модулируемых экспрессией этого гена. Варианты осуществления фармацевти-
ческих композиций, описанных в настоящем изобретении, включают iRNA с антисмысловой нитью, со-
держащей участок, который составляет 30 нуклеотидов или менее в длину, как правило, 19-24 нуклеоти-
да в длину, при этом этот участок практически комплементарен по меньшей мере части РНК-
транскрипта гена ALAS1, вместе с фармацевтически приемлемым носителем. Варианты осуществления 
композиций, описанных в настоящем изобретении, также включают iRNA с антисмысловой нитью с уча-
стком комплементарности, который составляет 30 нуклеотидов или менее в длину, как правило, 19-24 
нуклеотида в длину, и практически комплементарен по меньшей мере части РНК-транскрипта гена 
ALAS1. 

Соответственно, согласно некоторым аспектам в настоящем изобретении описаны фармацевтиче-
ские композиции, содержащие iRNA ALAS1 и фармацевтически приемлемый носитель, способы приме-
нения композиций для ингибирования экспрессии гена ALAS1, и способы применения фармацевтиче-
ских композиций для лечения нарушений, связанных с экспрессией ALAS1. 

I. Определения 
В целях удобства значение определенных выражений и фраз, используемых в настоящем описании, 

примерах и прилагаемой формуле изобретения, представлены ниже. При наличии очевидного несоответ-
ствия между использованием выражения в других частях настоящего описания и его определением, 
представленным в этом разделе, определение, данное в этом разделе, будет иметь преимущественную 
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силу. 
Каждый из "G," "С," "А," "Т" и "U", как правило, означает нуклеотид, который в качестве основания 

содержит гуанин, цитозин, аденин, тимидин и урацил соответственно. Однако, понятно, что выражение 
"рибонуклеотид", или "нуклеотид" также может означать модифицированный нуклеотид, который под-
робнее описан ниже, или заменяющий фрагмент в качестве заместителя. Специалисту в данной области 
хорошо известно, что гуанин, цитозин, аденин и урацил могут быть замещены другими фрагментами без 
значительного изменения свойств в отношении спаривания оснований олигонуклеотида, содержащего 
нуклеотид, несущий такой заменяющий фрагмент. Например, без ограничения, нуклеотид, содержащий 
инозин в качестве основания, может образовывать пару оснований с нуклеотидами, содержащими аде-
нин, цитозин или урацил. Следовательно, нуклеотиды, содержащие урацил, гуанин или аденин, могут 
быть замещены в нуклеотидных последовательностях dsRNA, описанных в настоящем изобретении, нук-
леотидами, содержащими, например, инозин. Согласно другому примеру аденин и цитозин в любом мес-
те в олигонуклеотиде могут быть замещены гуанином и урацилом соответственно, с образованием неод-
нозначного спаривания оснований G-U с целевой mRNA. Последовательности, содержащие такие заме-
няющие фрагменты, пригодны для композиций и способов, описанных в настоящем изобретении. Ис-
пользуемое в данном документе выражение "ALAS1" (также известное как ALAS-1; δ-
аминолевулинатсинтаза 1; δ-ALA синтаза 1; синтаза 5' -аминолевулиновой кислоты 1; ALAS-H; ALASH; 
ALAS-N; ALAS3; ЕС2.3.1.37; 5-аминолевулинатсинтаза, неспецифическая, митохондриальная; ALAS; MIG4; 
OTTHUMP00000212619; OTTHUMP00000212620; OTTHUMP00000212621; OTTHUMP00000212622; инду-
цирующий миграцию белок 4; ЕС 2.3.1) относится к кодируемому ядром митохондриальному ферменту, ко-
торый является первым и, как правило, скорость-лимитирующим ферментом в пути биосинтеза гема млеко-
питающих. ALAS1 катализирует конденсацию глицина с сукцинил-КоА с образованием δ-аминолевулиновой 
кислоты (ALA). Ген ALAS1 человека экспрессируется повсеместно, находится в хромосоме 3р21.1 и, как пра-
вило, кодирует последовательность из 640 аминокислот. В отличие от этого, ген ALAS-2, который кодирует 
изозим, экспрессируется только в эритроцитах, находится в хромосоме Хр 11.21 и, как правило, кодирует по-
следовательность из 550 аминокислот. Используемое в данном документе выражение "белок ALAS1" означа-
ет любой вариант белка ALAS1 из любого вида (например, человека, мыши, низшего примата), а также его 
любые мутанты и фрагменты, которые сохраняют активность ALAS1. Аналогично, "транскрипт ALAS1" от-
носится к любому варианту транскрипта ALAS1 из любого вида (например, человека, мыши, низшего прима-
та). Последовательность mRNA-транскрипта ALAS1 человека можно найти как NM_000688.4 (фиг. 3А и 3В; 
SEQ ID NO:1). Другой mRNA-транскрипт ALAS1 человека можно найти как NM_000688.5 (фиг. 4А и 
фиг. 4В; SEQ ID NO: 382). Уровень зрелого кодируемого белка ALAS1 регулируется гемом: высокие 
уровни гема подавляют зрелый фермент в митохондрии, в то время как низкие уровни гема активируют 
его. Было выявлено несколько образованных в результате альтернативного сплайсинга вариантов, коди-
рующих этот же белок. 

Используемое в данном документе выражение "iRNA", "RNAi", "средство на основе iRNA" или 
"средство для RNAi" относится к средству, которое содержит РНК в том значении, в каком это выраже-
ние определено в данном документе, и которое опосредует целевое расщепление РНК-транскрипта, на-
пример, через путь с участием индуцируемого РНК комплекса сайленсинга (RISC). Согласно одному 
варианту осуществления iRNA, описанная в данном документе, влияет на ингибирование экспрессии 
ALAS1. Ингибирование экспрессии ALAS1 можно оценивать по снижению уровня mRNA ALAS1 или 
снижению уровня белка ALAS1. Использованное в данном документе выражение "целевая последова-
тельность" относится к непрерывной части нуклеотидной последовательности молекулы mRNA, образо-
ванной в процессе транскрипции гена ALAS1, в том числе к mRNA, которая является продуктом процес-
синга РНК первичного продукта транскрипции. Целевая часть последовательности будет по меньшей 
мере достаточно длинной для того, чтобы выполнять роль субстрата для iRNA-направленного расщепле-
ния в этой части или рядом с этой частью. Например, целевая последовательность будет, как правило, 
составлять 9-36 нуклеотидов в длину, например, 15-30 нуклеотидов в длину, в том числе все поддиапазо-
ны между ними. В качестве неограничивающих примеров целевая последовательность может состоять из 
15-30 нуклеотидов, 15-26 нуклеотидов, 15-23 нуклеотидов, 15-22 нуклеотидов, 15-21 нуклеотида, 15-20 
нуклеотидов, 15-19 нуклеотидов, 15-18 нуклеотидов, 15-17 нуклеотидов, 18-30 нуклеотидов, 18-26 нук-
леотидов, 18-23 нуклеотидов, 18-22 нуклеотидов, 18-21 нуклеотида, 18-20 нуклеотидов, 19-30 нуклеоти-
дов, 19-26 нуклеотидов, 19-23 нуклеотидов, 19-22 нуклеотидов, 19-21 нуклеотида, 19-20 нуклеотидов, 20-
30 нуклеотидов, 20-26 нуклеотидов, 20-25 нуклеотидов, 20-24 нуклеотидов, 20-23 нуклеотидов, 20-22 
нуклеотидов, 20-21 нуклеотида, 21-30 нуклеотидов, 21-26 нуклеотидов, 21-25 нуклеотидов, 21-24 нук-
леотидов, 21-23 нуклеотидов или 21-22 нуклеотидов. 

Используемое в данном документе выражение "нить, содержащая последовательность" относится к 
олигонуклеотиду, содержащему цепь из нуклеотидов, которая характеризуется последовательностью, 
обозначаемой с применением стандартной номенклатуры нуклеотидов. 

Используемое в данном документе, и если не указано иное, выражение "комплементарный" при ис-
пользовании для описания первой нуклеотидной последовательности по отношению ко второй нуклео-
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тидной последовательности означает способность олигонуклеотида или полинуклеотида, содержащего 
первую нуклеотидную последовательность, гибридизироваться и образовывать дуплексную структуру 
при определенных условиях с олигонуклеотидом или полинуклеотидом, содержащим вторую нуклео-
тидную последовательность, как будет понятно специалисту в данной области. Такие условия, например, 
могут представлять собой жесткие условия, где жесткие условия могут включать: 400 мМ NaCl, 40 мМ 
PIPES pH 6,4, 1 мМ EDTA, 50°С или 70°С в течение 12-16 ч с последующим отмыванием. Можно приме-
нять другие условия, такие как физиологически соответствующие условия, характерные для организма. 
Специалист в данной области сможет определить набор условий, наиболее подходящих для тестирова-
ния комплементарности двух последовательностей в соответствии с конечным применением гибридизи-
рованных нуклеотидов. 

Комплементарные последовательности в iRNA, например, в dsRNA, описанных в данном докумен-
те, включают образование пар оснований олигонуклеотида или полинуклеотида, содержащего первую 
полинуклеотидную последовательность, с олигонуклеотидом или полинуклеотидом, содержащим вто-
рую нуклеотидную последовательность по всей длине одной или обеих нуклеотидных последовательно-
стей. Такие последовательности могут быть указаны в данном документе как "полностью комплементар-
ные" по отношению друг к другу. Однако при указании первой последовательности как "практически 
комплементарной" по отношению ко второй последовательности, две последовательности могут быть 
полностью комплементарными, или они могут образовывать одну или несколько, но, как правило, не 
более 5, 4, 3 или 2 ошибочно спаренных пар оснований при гибридизации с образованием дуплекса 
вплоть до 30 пар оснований, с сохранением при этом способности гибридизоваться при условиях, наибо-
лее соответствующих их конечному применению, например, ингибировании экспрессии гена посредст-
вом пути RISC. Однако когда два олигонуклеотида предназначены образовывать при гибридизации один 
или несколько однонитевых выступов, то такие выступы не будут считаться ошибочными спариваниями 
применительно к определению комплементарности. Например, dsRNA, содержащая один олигонуклео-
тид из 21 нуклеотида в длину и другой олигонуклеотид из 23 нуклеотидов в длину, где более длинный 
олигонуклеотид содержит последовательность из 21 нуклеотида, которая полностью комплементарна 
более короткому олигонуклеотиду, может быть указана как "полностью комплементарная" для целей, 
описанных в данном документе. 

"Комплементарные" последовательности, используемые в данном документе, могут также включать 
или могут быть образованы полностью из пар оснований, образованных не по модели Уотсона-Крика, 
и/или пар оснований, образованных из не встречающихся в природе и модифицированных нуклеотидов, 
в такой степени, при которой выполняются вышеуказанные требования по отношению к их способности 
гибридизоваться. Такие пары оснований, образованные не по модели Уотсона-Крика, включают без ог-
раничения неоднозначное или хугстиновское спаривание оснований G:U. 

Выражения "комплементарный", "полностью комплементарный" и "практически комплементар-
ный" в настоящем документе могут быть использованы по отношению к совпадению оснований между 
смысловой нитью и антисмысловой нитью dsRNA или между антисмысловой нитью средства на основе 
iRNA и целевой последовательностью, как будет понятно из контекста их использования. 

Используемый в данном документе полинуклеотид, который "практически комплементарен по 
меньшей мере части" матричной РНК (mRNA) относится к полинуклеотиду, который практически ком-
плементарен непрерывной части mRNA, представляющей интерес, (например, mRNA, кодирующей бе-
лок ALAS1). Например, полинуклеотид комплементарен по меньшей мере части mRNA ALAS1, если 
последовательность практически комплементарна непрерывной части mRNA, кодирующей ALAS1. В 
качестве другого примера полинуклеотид комплементарен по меньшей мере части mRNA ALAS1, если 
последовательность практически комплементарна непрерывной части mRNA, кодирующей ALAS1. 

Выражение "двунитевая РНК" или "dsRNA," используемое в данном документе, относится к iRNA, 
которая включает молекулу РНК или комплекс молекул с гибридизированным участком дуплекса, кото-
рый содержит две антипараллельные и практически комплементарные нити нуклеиновых кислот, кото-
рые будут указаны как характеризующиеся "смысловой" и "антисмысловой" ориентацией по отношению 
к целевой РНК. Участок дуплекса может быть любой длины, обеспечивающей специфическое разруше-
ние требуемой целевой РНК, например, посредством пути RISC, но диапазон длины которой, как прави-
ло, будет составлять 9-36 пар оснований, например, 15-30 пар оснований в длину. С учетом дуплекса из 
9-36 пар оснований, дуплекс может быть любой длины в этом диапазоне, например, 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 или в любом поддиапа-
зоне между ними, в том числе без ограничения 15-30 пар оснований, 15-26 пар оснований, 15-23 пары 
оснований, 15-22 пары оснований, 15-21 пару оснований, 15-20 пар оснований, 15-19 пар оснований, 15-
18 пар оснований, 15-17 пар оснований, 18-30 пар оснований, 18-26 пар оснований, 18-23 пары основа-
ний, 18-22 пары оснований, 18-21 пару оснований, 18-20 пар оснований, 19-30 пар оснований, 19-26 пар 
оснований, 19-23 пары оснований, 19-22 пары оснований, 19-21 пару оснований, 19-20 пар оснований, 
20-30 пар оснований, 20-26 пар оснований, 20-25 пар оснований, 20-24 пары оснований, 20-23 пары ос-
нований, 20-22 пары оснований, 20-21 пару оснований, 21-30 пар оснований, 21-26 пар оснований, 21-25 
пар оснований, 21-24 пары оснований, 21-23 пары оснований или 21-22 пары оснований. dsRNA, образо-
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ванные в клетке при обработке дайсером и подобными ферментами, как правило, находятся в диапазоне 
19-22 пар оснований в длину. Одна нить участка дуплекса dsDNA содержит последовательность, которая 
практически комплементарна участку целевой РНК. Две нити, образующие дуплексную структуру, могут 
быть получены из одной молекулы РНК по меньшей мере с одним самокомплементарным участком, или 
могут быть получены из двух или более отдельных молекул РНК. Если участок дуплекса образован из 
двух нитей одной молекулы, то молекула может иметь участок дуплекса, отделенный однонитевой це-
пью нуклеотидов (называемой в данном документе "петля шпилька") между 3'-концом одной нити и 5'-
концом соответствующей другой нити, образующей дуплексную структуру. Петля "шпилька" может со-
держать по меньшей мере один неспаренный нуклеотид; согласно некоторым вариантам осуществления 
петля "шпилька" может содержать по меньшей мере 3, по меньшей мере 4, по меньшей мере 5, по мень-
шей мере 6, по меньшей мере 7, по меньшей мере 8, по меньшей мере 9, по меньшей мере 10, по мень-
шей мере 20, по меньшей мере 23 или более неспаренных нуклеотидов. Если две практически компле-
ментарные нити dsRNA составлены из отдельных молекул РНК, то эти молекулы не должны, но могут 
быть соединены ковалентной связью. Если эти две нити ковалетно соединены посредством способов, 
отличных от петли "шпильки", то соединяющая структура называется "линкер." Выражение "siRNA" 
также используют в данном документе для обозначения dsRNA, описанной выше. 

Согласно другому варианту осуществления средство на основе iRNA может быть "однонитевой 
siRNA", которую вводят в клетку или организм для ингибирования целевой mRNA. Однонитевые сред-
ства для RNAi связываются с Argonaute 2 комплекса RISC, обладающим эндонуклеазной активностью, 
который затем расщепляет целевую mRNA. Однонитевые siRNA, как правило, составляют 15-30 нуклео-
тидов и химически модифицированы. Конструирование и тестирование однонитевых siRNA описаны в 
патенте США № 8101348 и в Lima et al. (2012) Cell 150: 883-894, полное содержание каждого из которых, 
таким образом, включено в данный документ при помощи ссылки. 

Любые из антисмысловых нуклеотидных последовательностей, описанных в данном документе 
(например, последовательностей, представленные в табл. 2, 3, 6, 7, 8, 9, 14, 15, 18 и 20 или в табл.21-40), 
можно применять в качестве однонитевой siRNA, описанной в данном документе или химически моди-
фицированной способами, описанными в Lima et al., (2012) Cell 150: 883-894. 

Согласно другому аспекту средство на основе РНК представляет собой "молекулу однонитевой ан-
тисмысловой РНК". Молекула однонитевой антисмысловой РНК комплементарна последовательности в 
целевой mRNA. Молекулы однонитевой антисмысловой РНК могут ингибировать трансляцию стехио-
метрическим образом путем спаривания оснований с mRNA и физического нарушения механизма транс-
ляции, см., Dias, N. et al., (2002) Mol Cancer Ther 1: 347-355. Альтернативно, однонитевые антисмысло-
вые молекулы ингибируют целевую mRNA путем гибридизации с целью и расщепления цели посредст-
вом расщепления с помощью RNaseH. Молекула однонитевой антисмысловой РНК может составлять от 
приблизительно 10 до приблизительно 30 нуклеотидов в длину и иметь последовательность, которая 
комплементарна целевой последовательности. Например, молекула однонитевой антисмысловой РНК 
может содержать последовательность, которая включает по меньшей мере приблизительно 10, 11, 12, 13, 
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 или более смежных нуклеотидов из любой из антисмысловых нуклеотидных по-
следовательностей, описанных в данном документе, например, последовательностей, представленных в 
любой из табл. 2, 3, 6, 7, 8, 9, 14, 15, 18 и 20 или в табл. 21-40. 

Специалист в данной области поймет, что выражение "молекула РНК" или "молекула рибонуклеи-
новой кислоты" охватывает не только молекулы РНК, экспрессируемые или встречающиеся в природе, 
но также аналоги и производные РНК, содержащие один или несколько рибонуклеотид-
ных/рибонуклеозидных аналогов или производных, описанных в данном документе или известных из 
уровня техники. Строго говоря, "рибонуклеозид" включает нуклеозидное основание и рибозу, а "рибу-
нуклеотид" представляет собой рибонуклеозид с одной, двумя или тремя фосфатными фрагментами. Од-
нако, выражения "рибунуклеозид" и "рибонуклеотид", используемые в данном документе, можно счи-
тать эквивалентными. РНК можно модифицировать в отношении структуры нуклеотидных оснований, 
структуры рибозы или структуры рибозо-фосфатного остова, например, как описано ниже в данном до-
кументе. Однако, молекулы, содержащие рибонуклеозидные аналоги или производные, должны сохра-
нять способность образовывать дуплекс. В качестве неограничивающих примеров молекула РНК также 
может включать по меньшей мере один модифицированный рибонуклеозид, в том числе без ограничения 
2'-О-метил-модифицированный нуклеозид, нуклеозид, содержащий 5' фосфотиоатную группу, концевой 
нуклеозид, соединенный с группой производного холестерила или группой бисдециламида додекановой 
кислоты, запертый нуклеозид, ациклический нуклеозид, нуклеозид с удаленными основаниями, 2'-
дезокси-2'-фтормодифицированный нуклеозид, 2'-аминомодифицированный нуклеозид, 2'-алкил-
модифицированный нуклеозид, морфолиновый нуклеозид, фосфорамидат или нуклеозид, содержащий не 
встречающиеся в природе основания, или их комбинацию. Альтернативно, молекула РНК может содер-
жать по меньшей мере два модифицированных рибонуклеозида, по меньшей мере 3, по меньшей мере 4, 
по меньшей мере 5, по меньшей мере 6, по меньшей мере 7, по меньшей мере 8, по меньшей мере 9, по 
меньшей мере 10, по меньшей мере 15, по меньшей мере 20 или более, вплоть до полной длины молеку-
лы dsRNA. Модификации не обязательно должны быть одинаковыми для каждого из такого множества 
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модифицированных рибонуклеозидов в молекуле РНК. Согласно одному варианту осуществления моди-
фицированные РНК, предполагаемые для применения в способах и композициях, описанных в данном 
документе, представляют собой пептидо-нуклеиновые кислоты (PNA), которые характеризуются спо-
собностью образовывать необходимую дуплексную структуру, и которые обеспечивают или опосредуют 
специфическое разрушение целевой РНК, например, посредством пути RISC. 

Согласно одному аспекту модифицированный рибонуклеозид включает дезоксирибонуклеозид. В 
таком случае средство на основе iRNA может содержать один или несколько дезоксирибонуклеозидов, в 
том числе, например, дезоксирибонуклеозидный(дезоксирибонуклеозидные) выступаю-
щий(выступающие) конец(концы) или один или несколько дезоксинуклеозидов в двунитевой части dsR-
NA. Согласно определенным вариантам осуществления процентное содержание в молекуле РНК дезок-
сирибонуклеозидов составляет по меньшей мере 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 
85, 90, 95% или выше (но не 100%) дезоксирибонуклеозидов, например, в одной или обеих нитях. Со-
гласно другим вариантам осуществления выражение "iRNA" не охватывает двунитевую молекулу ДНК 
(например, встречающуюся в природе двунитевую молекулу ДНК или молекулу ДНК, содержащую 
100% дезоксинуклеозидов). Согласно одному аспекту средство для РНК-интерференции включает одно-
нитевую РНК, которая взаимодействует с целевой последовательностью РНК для расщепления целевой 
РНК. Без углубления в теорию, длинная двунитевая РНК, введенная в клетки, разрезается на siRNA эн-
донуклеазой III типа, известной как дайсер (Sharp et al., Genes Dev. 2001, 15:485). Дайсер, фермент, по-
добный рибонуклеазе III типа, обеспечивает процессинг dsRNA на короткие интерферирующие РНК 
длиной 19-23 пары оснований с характерными 3'-выступающими концами из двух оснований (Bernstein, 
et al., (2001) Nature 409: 363). siRNA затем включаются в индуцируемый РНК комплекс сайленсинга 
(RISC), в котором одна или несколько хеликаз раскручивают дуплекс siRNA, что позволяет комплемен-
тарной антисмысловой нити направлять целевое распознавание (Nykanen, et al., (2001) Cell 107:309). По-
сле связывания с соответствующей целевой mRNA одна или несколько эндонуклеаз в RISC расщепляет 
цель для индукции сайленсинга (Elbashir, et al., (2001) Genes Dev. 15:188). Таким образом, согласно од-
ному аспекту настоящее изобретение относится к однонитевой РНК, которая способствует образованию 
RISC-комплекса с осуществлением сайленсинга целевого гена. 

Используемое в данном документе выражение "нуклеотидный выступающий конец" относится по 
меньшей мере к одному неспаренному нуклеотиду, который выступает из дуплексной структуры iRNA, 
например, dsRNA. Например, если 3'-конец одной нити dsRNA выходит за пределы 5'-конца другой нити 
или наоборот, то образуется нуклеотидный выступающий конец. dsRNA может содержать выступающий 
конец по меньшей мере из одного 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 нуклеотидов или более. Нуклеотидный выступающий конец может содержать 
нуклеотидный/нуклеозидный аналог или состоять из нуклеотидного/нуклеозидного аналога, в том числе 
дезоксинуклеотида/нуклеозида. Выступающий(выступающие) конец(концы) может(могут) находиться в 
пределах смысловой нити, антисмысловой нити или их комбинации. Кроме того, нуклеотид(нуклеотиды) 
выступающего конца может(могут) присутствовать на 5'-конце, 3'-конце или обоих концах или антисмы-
словой, или смысловой нити dsRNA. 

Согласно одному варианту осуществления антисмысловая нить dsRNA имеет выступающий конец 
из 1-10 нуклеотидов на 3'-конце и/или 5'-конце. Согласно одному варианту осуществления смысловая 
нить dsRNA имеет выступающий конец из 1-10 нуклеотидов на 3'-конце и/или 5'-конце. Согласно друго-
му варианту осуществления один или несколько нуклеотидов выступающего конца замещают нуклео-
зидтрифосфатом. 

Выражение "тупой конец" или "с тупыми концами", используемые в данном документе в отноше-
нии dsRNA, означают, что на данном терминальном конце dsRNA отсутствуют неспаренные нуклеотиды 
или нуклеотидные аналоги, т. е., отсутствует нуклеотидный выступающий конец. Один или оба конца 
dsRNA могут быть тупыми. Если оба конца dsRNA являются тупыми, то dsRNA называется dsRNA с 
тупыми концами. Для внесения ясности, dsRNA "с тупыми концами" представляет собой dsRNA, которая 
является тупой по обоим концам, т. е., ни на одном из концов молекулы нет нуклеотидного выступающе-
го конца. Чаще всего такая молекула будет двунитевой по всей длине. 

Выражение "антисмысловая нить" или "направляющая нить" относится к нити iRNA, например 
dsRNA, которая включает участок, который практически комплементарен целевой последовательности. 
Используемое в данном документе выражение "участок комплементарности" относится к участку анти-
смысловой нити, который практически комплементарен последовательности, например, целевой после-
довательности, определенной выше. Если участок комплементарности не полностью комплементарен 
целевой последовательности, то ошибочные спаривания могут находиться во внутренних или концевых 
участках молекулы. Как правило, допустимые в наибольшей степени ошибочные спаривания находятся в 
концевых участках, например, по 5, 4, 3 или 2 нуклеотиду 5'- и/или 3'-конца. 

Выражение "смысловая нить", или "сопровождающая нить", используемое в данном документе, от-
носится к нити iRNA, которая включает участок, практически комплементарный участку антисмысловой 
нити, как это выражение определено выше. 
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Используемое в данном документе выражение "SNALP" относится к стабильной частице нуклеино-
вая кислота-липид. SNALP представляет собой везикулу из липидов, покрывающих внутреннее про-
странство со сниженным водным содержимым, содержащий нуклеиновую кислоту, такую как iRNA, или 
плазмиду, из которой транскрибируется iRNA. SNALP описаны, например, в опубликованных патентных 
заявках США №№ 20060240093, 20070135372 и международной заявке № WO 2009082817. Эти заявки 
включены в данный документ при помощи ссылки по всей своей полноте. 

Специалистам в данной области понятно, что "введение в клетку" в отношении iRNA означает об-
легчение или осуществление захвата или абсорбции клеткой. Абсорбция или захват iRNA может проис-
ходить путем спонтанных диффузионных или активных клеточных процессов, или при помощи вспомо-
гательных средств или приспособлений. Значение этого выражения не ограничено клетками in vitro; iR-
NA также может быть "введена в клетку," при этом клетка является частью живого организма. В таком 
случае введение в клетку будет включать доставку в организм. Например, в случае in vivo доставки iRNA 
может быть инъецирована в определенный участок ткани или введена системно. In vivo доставку также 
можно осуществлять с помощью системы доставки на основе Р-глюкана, такой как описанные в патентах 
США №№ 5032401 и 5607677, и публикации патента США № 2005/0281781, которые включены в дан-
ный документ при помощи ссылки во всей свой полноте. In vitro введение в клетку включает известные 
из уровня техники способы, такие как электропорация и липофекция. Дополнительные подходы описаны 
ниже в данном документе или известны из уровня техники. 

Используемое в данном документе выражение "модулировать экспрессию" относится по меньшей 
мере к частичному "ингибированию" или частичной "активации" экспрессии гена ALAS1 в клетке, обра-
ботанной композицией на основе iRNA, описанной в данном документе, относительно экспрессии 
ALAS1 в контрольной клетке. Контрольная клетка включает необработанную клетку, или клетку, обра-
ботанную нецелевой контрольной iRNA. 

Выражения "активировать", "усиливать", "активировать экспрессию", "повышать экспрессию" и т. 
п., в части данного документа, где они относятся к гену ALAS1, относятся по меньшей мере к частичной 
активации экспрессии гена ALAS1, которая проявляется в повышении количества mRNA ALAS I, кото-
рую можно выделить из первой клетки или группы клеток или выявить в первой клетке или группе кле-
ток, в которой ген ALAS1 транскрибируется, и которая была обработана или которые были обработаны с 
повышением экспрессии гена ALAS1 относительно второй клетки или группы клеток, практически иден-
тичных первой клетке или группе клеток, но которая не была обработана или которые не были обработа-
ны подобным образом (контрольные клетки). 

Согласно одному варианту осуществления экспрессия гена ALAS1 активирована по меньшей мере 
приблизительно на 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 или 50% путем введения iRNA, описанной в данном до-
кументе. Согласно некоторым вариантам осуществления ген ALAS1 активирован по меньшей мере при-
близительно на 60, 70 или 80% путем введения iRNA, описанной в настоящем изобретении. Согласно 
некоторым вариантам осуществления экспрессия гена ALAS1 активирована по меньшей мере приблизи-
тельно на 85, 90 или 95% или более путем введения iRNA, описанной в данном документе. Согласно не-
которым вариантам осуществления экспрессия гена ALAS1 повышена по меньшей мере в 1 раз, по 
меньшей мере в 2 раза, по меньшей мере в 5 раз, по меньшей мере в 10 раз, по меньшей мере в 50 раз, по 
меньшей мере в 100 раз, по меньшей мере в 500 раз, по меньшей мере в 1000 раз или более в клетках, 
обработанных iRNA, описанной в данном документе, относительно экспрессии в необработанных клет-
ках. Активация экспрессии малыми dsRNA описана, например, в Li et al., 2006 Proc. Natl. Acad. Sci. 
U.S.A. 103:17337-42, и в US20070111963 и US2005226848, каждый из которых включен в данный доку-
мент при помощи ссылки. 

Выражения "осуществлять сайленсинг", "ингибировать экспрессию", "осуществлять негативную ре-
гуляцию", "подавлять экспрессию" и т. п. в части данного документа, где они относятся к гену ALAS1, 
относятся по меньшей мере к частичному подавлению экспрессии гена ALAS1, что оценивают, напри-
мер, по экспрессии mRNA ALAS1, экспрессии белка ALAS1 или другому показателю, функционально 
связанному с экспрессией гена ALAS1 (например, концентрациям ALA или PBG в плазме или моче). На-
пример, ингибирование экспрессии ALAS1 может проявляться в снижении количества mRNA ALAS I, 
которая может быть выделена из первой клетки или группы клеток или выявлена в первой клетке или 
группе клеток, в которых ген ALAS1 транскрибируется, и которая была обработана или которые были 
обработаны так, что экспрессия гена ALAS1 ингибируется относительно контроля. Контролем может 
быть вторая клетка или группа клеток, практически идентичная первой клетке или группе клеток, за ис-
ключением того, что вторая клетка или группа клеток не была обработана подобным образом (контроль-
ные клетки). Степень ингибирования, как правило, выражена в виде процента контрольного уровня, на-
пример, 

 
Альтернативно, степень ингибирования может быть выражена с точки зрения снижения показателя, 

который функционально связан с экспрессией гена ALAS1, например количества белка, кодируемого 
геном ALAS 1, или уровня одного или нескольких порфиринов. Снижение показателя, функционально 
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связанного с экспрессией гена ALAS 1, подобным образом может быть выражено в виде процента от 
контрольного уровня. В целом, сайленсинг гена ALAS1 можно определять в любой клетке, экспресси-
рующей ALAS1 либо конститутивно, либо при помощи генной инженерии, и при помощи любого под-
ходящего анализа. Однако, если требуется информация для определения, ингибирует ли данная iRNA 
экспрессию гена ALAS 1 в определенной степени и, таким образом, охватывается настоящим изобрете-
нием, роль такой информации будут выполнять анализы, представленные ниже в примерах. 

Например, в некоторых случаях экспрессия гена ALAS1 подавляется по меньшей мере приблизи-
тельно на 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 или 50% путем введения iRNA, описанной в настоящем изобрете-
нии. Согласно некоторым вариантам осуществления ген ALAS1 подавляется по меньшей мере на при-
близительно 60, 65, 70, 75 или 80% путем введения iRNA, описанной в настоящем изобретении. Соглас-
но некоторым вариантам осуществления ген ALAS 1 подавляется по меньшей мере приблизительно на 
85, 90, 95, 98 или 99% путем введения iRNA, описанной в настоящем изобретении. 

Используемые в контексте экспрессии ALAS1 выражения "лечить", "осуществлениея лечения", "ле-
чение" т.п. относятся к ослаблению или облегчению патологических процессов, связанных с экспрессией 
ALAS 1 (например, патологических процессов, включающих порфирины или нарушения в рамках пор-
фиринового пути, такие как, например, порфирии). В контексте настоящего изобретения в части, касаю-
щейся любых из других состояний, упомянутых ниже в данном документе (кроме патологических про-
цессов, связанных с экспрессией ALAS1), выражения "лечить", "лечение" и т.п. означают предупрежде-
ние, облегчение или ослабление по меньшей мере одного симптома, ассоциированного с таким состоя-
нием, или замедление или устранение прогрессирования или прогнозирование прогрессирования такого 
состояния. Например, способы, описанные в данном документе, при использовании для лечения порфи-
рии, могут служить для облегчения или предупреждения одного или нескольких симптомов, ассоцииро-
ванных с порфирией (например, болевых ощущений), снижения тяжести или частоты приступов, ассо-
циированных с порфирией, снижения вероятности того, что приступ, состоящий из одного или несколь-
ких симптомов, ассоциированных с порфирией, возникнет при воздействии провоцирующего фактора, 
укорочения приступа, связанного с порфирией, и/или снижения риска развития состояний, ассоцииро-
ванных с порфирией (например, гепатоцеллюлярного рака или нейропатии (например, прогрессирующей 
нейропатии)). Таким образом, если контекст явно не указывает на иное, предполагается, что выражения 
"лечить," "лечение" и т.п. охватывают профилактику, например предупреждение нарушения и/или сим-
птомов нарушений, связанных с экспрессией ALAS1. 

Под выражением "снижать" в контексте маркера или симптома нарушения понимают статистически 
или клинически значимое снижение такого уровня. Снижение, например, может составлять по меньшей 
мере 10%, по меньшей мере 20%, по меньшей мере 30%, по меньшей мере 40% или более и, как правило, 
вплоть до уровня, соответствующего уровню в пределах нормы для индивида без такого нарушения. 

Используемые в данном документе фразы "терапевтически эффективное количество" и "профилак-
тически эффективное количество" относятся к количеству, которое дает терапевтическое преимущество 
при лечении, предупреждении или контроле патологических процессов, связанных с экспрессией 
ALAS1. Конкретное количество, которое является терапетически эффективным, может быть легко опре-
делено рядовым врачом, и может варьировать в зависимости от факторов, известных в уровне техники, 
таких как, например, тип патологического процесса, история болезни и возраст пациента, стадия патоло-
гического процесса и введение других средств. 

Используемое в данном документе выражение "фармацевтическая композиция" содержит фармако-
логически эффективное количество iRNA и фармацевтически приемлемый носитель. Используемое в 
данном документе выражение "фармакологически эффективное количество", "терапевтически эффектив-
ное количество" или просто "эффективное количество" относится к такому количеству iRNA, эффектив-
ному для получения предполагаемого фармакологического, терапевтического или превентивного резуль-
тата. Например, в способе лечения нарушения, связанного с экспрессией ALAS1 (например, в способе 
лечения порфирии), эффективное количество включает количество, эффективное для облегчения одного 
или нескольких симптомов, ассоциированных с порфирией, количество, эффективное для снижения час-
тоты приступов, количество, эффективное для снижения вероятности того, что приступ, состоящий из 
одного или нескольких симптомов, ассоциированных с порфирией, возникнет при воздействии провоци-
рующего фактора, или количество, эффективное для снижения риска развития состояний, ассоциирован-
ных с порфирией (например, нейропатии (например, прогрессирующей нейропатии), гепатоцеллюлярно-
го рака). Например, если определенное клиническое лечение считается эффективным, когда имеет место 
по меньшей мере 10% снижение измеряемого показателя, ассоциированного с заболеванием или нару-
шением, то терапевтически эффективное количество лекарственного средства для лечения этого заболе-
вания или нарушения представляет собой количество, необходимое для получения по меньшей мере 10% 
снижения этого значения. Например, терапевтически эффективное количество iRNA, нацеленной на 
ALAS1, может снижать уровни белка ALAS1 на любое измеряемое количество, например по меньшей 
мере на 10, 20, 30, 40 или 50%. 

Выражение "фармацевтически приемлемый носитель" относится к носителю для введения терапев-
тического средства. Такие носители включают без ограничения солевой раствор, забуференный солевой 
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раствор, декстрозу, воду, глицерол, этанол и их комбинацию. Выражение, в частности, исключает среду 
для культивирования клеток. Для лекарственных средств, вводимых перорально, фармацевтически при-
емлемые носители включают без ограничения фармацевтически приемлемые вспомогательные средства, 
такие как инертные разбавители, средства для улучшения распадаемости, связывающие средства, смазы-
вающие средства, подсластители, ароматизаторы, красители и консерванты. Подходящие инертные раз-
бавители включают карбонат натрия и кальция, фосфат натрия и кальция и лактозу, в то время как куку-
рузный крахмал и альгиновая кислота являются подходящими средствами для улучшения распадаемо-
сти. Связывающие средства могут включать крахмал и желатин, в то время как смазывающие средства, 
если присутствуют, будут представлять собой, как правило, стеарат магния, стеариновую кислоту и 
тальк. При необходимости, таблетки могут быть покрыты веществом, таким как глицерилмоностеарат 
или глицерилдистеарат, для задержки всасывания в желудочнокишечном тракте. Средства, включенные 
в составы лекарственных средств, дополнительно описаны ниже в данном документе. 

Выражение "приблизительно" в отношении числа или числового диапазона означает, что указанное 
число или числовой диапазон является приближением в пределах колебания экспериментальных данных 
(или в пределах статистической ошибки эксперимента), и, таким образом, число или числовой диапазон 
могут варьировать, например, от 1 до 15% указанного числа или числового диапазона. 

II. Средства на основе iRNA 
В данном документе описаны средства на основе iRNA, которые ингибируют экспрессию гена 

ALAS1. Согласно одному варианту осуществления средство на основе iRNA включает молекулы двуни-
тевой рибонуклеиновой кислоты (dsRNA) для ингибирования экспрессии гена ALAS1 в клетке или у 
субъекта (например, у млекопитающего, например, у человека с порфирией), где dsRNA включает анти-
смысловую нить с участком комплементарности, который комплементарен по меньшей мере части 
mRNA, образованной в результате экспрессии гена ALAS1, и где участок комплементарности составляет 
30 нуклеотидов или менее в длину, как правило, 19-24 нуклеотида в длину, и где dsRNA при контакте с 
клеткой, экспрессирующей ген ALAS1, ингибирует экспрессию гена ALAS1 по меньшей мере на 10%, 
при анализе, например, с помощью PCR или способа на основе разветвленной ДНК (bDNA), или с по-
мощью способа на основе определения белков, такого как вестерн-блоттинг. Согласно одному варианту 
осуществления средство на основе iRNA активирует экспрессию гена ALAS1 в клетке или у млекопи-
тающего. Экспрессию гена ALAS1 в культуре клеток, таких как клетки COS, клетки HeLa, первичные 
гепатоциты, клетки HepG2, первичные культивируемые клетки, или в биологическом образце от субъек-
та, можно анализировать путем измерения уровней mRNA ALAS1, например, с помощью анализа bDNA 
или TaqMan, или путем измерения уровней белка, например, с помощью имунофлуоресцентного анализа, 
с применением, например, методик вестерн-блоттинга или проточной цитометрии. 

dsRNA включает две нити РНК, которые достаточно комплементарны для гибридизации, с образо-
ванием дуплексной структуры при условиях, в которых dsRNA будет применяться. Одна нить dsRNA 
(антисмысловая нить) включает участок комплементарности, который практически комплементарен, и, 
как правило, полностью комплементарен целевой последовательности, полученной из последовательно-
сти mRNA, образованной в ходе экспрессии гена ALAS1. Другая нить (смысловая нить) включает уча-
сток, который комплементарен антисмысловой нити, таким образом, что две нити гибридизируются и 
образуют дуплексную структуру при объединении при подходящих условиях. Как правило, дуплексная 
структура составляет 15-30 включительно, чаще 18-25 включительно, еще чаще 19-24 включительно, и 
чаще всего 19-21 пару оснований в длину включительно. Аналогично, участоккомплементарности целе-
вой последовательности составляет 15-30 включительно, чаще 18-25 включительно, еще чаще 19-24 
включительно, и чаще всего 19-21 нуклеотид в длину включительно. Согласно некоторым вариантам 
осуществления dsRNA составляет 15-20 нуклеотидов в длину включительно, и согласно другим вариан-
там осуществления dsRNA составляет 25-30 нуклеотидов в длину включительно. Специалисту в данной 
области будет понятно, что целевой участок РНК, предназначенный для расщепления, зачастую будет 
представлять собой часть более крупной молекулы РНК, обычно молекулы mRNA. При необходимости, 
"часть" целевой mRNA представляет собой непрерывную последовательность целевой mRNA достаточ-
ной длины, чтобы быть субстратом для RNAi-направленного расщепления (т.е., расщепления посредст-
вом пути RISC). dsRNA с дуплексами по меньшей мере из 9 пар оснований могут при некоторых обстоя-
тельствах опосредовать RNAi-направленное расщепление РНК. Наиболее часто цель будет составлять по 
меньшей мере 15 нуклеотидов в длину, например 15-30 нуклеотидов в длину. 

Специалисту в данной области также будет понятно, что участок дуплекса представляет собой ос-
новную функциональную часть dsRNA, например, участок дуплекса из 9-36, например, 15-30 пар осно-
ваний. Таким образом, согласно одному варианту осуществления в том случае, когда он процессирован 
до функционального дуплекса, например, из 15-30 пар оснований, который нацелен на необходимую 
РНК для расщепления, молекула РНК или комплекс из молекул РНК с участком дуплекса из более 30 пар 
оснований представляет собой dsRNA. Таким образом, специалисту в данной области будет понятно, что 
согласно одному варианту осуществления miRNA представляет собой dsRNA. Согласно другому вариан-
ту осуществления dsRNA представляет собой не встречающуюся в природе miRNA. Согласно другому 
варианту осуществления средство на основе iRNA, пригодное для нацеливания экспрессии ALAS1, не 
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образуется в целевой клетке путем расщепления более крупной dsRNA. 
dsRNA, описанная в данном документе, может дополнительно включать один или несколько одно-

нитевых нуклеотидных выступающих концов. dsRNA может быть синтезирована при помощи стандарт-
ных способов, известных из уровня техники, дополнительно описанных ниже, например, с применением 
автоматического синтезатора ДНК, такого как коммерчески доступные, например, от Biosearch, Applied 
Biosystems, Inc. Согласно одному варианту осуществления ген ALAS1 представляет собой ген ALAS1 
человека. Согласно другому варианту осуществления ген ALAS1 представляет собой ген ALAS1 мыши 
или крысы. 

Согласно конкретным вариантам осуществления первая последовательность представляет собой 
смысловую нить dsRNA, которая включает смысловую последовательность, раскрытую в данном доку-
менте, например, в табл. 21-40, и вторая последовательность представляет собой антисмысловую нить 
dsRNA, которая включает антисмысловую последовательность, раскрытую в данном документе, напри-
мер, в табл. 21-40. 

Согласно конкретным вариантам осуществления первая последовательность представляет собой 
смысловую нить dsRNA, которая включает смысловую последовательность из табл. 2 или таблицы 3, и 
вторая последовательность представляет собой антисмысловую нить dsRNA, которая включает антисмы-
словую последовательность из табл. 2 или 3. Согласно вариантам осуществления первая последователь-
ность представляет собой смысловую нить dsRNA, которая включает смысловую последовательность из 
табл. 2, 3, 6, 7, 8, 9, 14 или 15, и вторая последовательность представляет собой антисмысловую нить 
dsRNA, которая включает антисмысловую последовательность из табл. 2, 3, 6, 7, 8, 9, 14 или 15. Соглас-
но вариантам осуществления первая последовательность представляет собой смысловую нить dsRNA, 
которая включает смысловую последовательность из табл. 2, 3, 6, 7, 8, 9, 14, 15, 18 или 20, и вторая по-
следовательность представляет собой антисмысловую нить dsRNA, которая включает антисмысловую 
последовательность из табл. 2, 3, 6, 7, 8, 9, 14, 15, 18 или 20. 

Согласно одному аспекту dsRNA может включать по меньшей мере смысловую и антисмысловую 
нуклеотидные последовательности, при этом смысловую нить выбирают из смысловых последователь-
ностей, представленных в данном документе, например, в табл. 21-40, и соответствующую антисмысло-
вую нить смысловой нити выбирают из антисмысловых последовательностей, представленных в данном 
документе, например, в табл. 21-40. 

Согласно одному аспекту dsRNA может включать по меньшей мере смысловую и антисмысловую 
нуклеотидные последовательности, при этом смысловую нить выбирают из группы последовательно-
стей, представленных в табл. 2 и 3, и соответствующую антисмысловую нить смысловой нити выбирают 
из табл. 2 и 3. Согласно дополнительному аспекту dsRNA может включать по меньшей мере смысловую 
и антисмысловую нуклеотидные последовательности, при этом смысловую нить выбирают из группы 
последовательностей, представленных в табл. 2, 3, 6, 7, 8, 9, 14 и 15, и соответствующую антисмысловую 
нить смысловой нити выбирают из табл. 2, 3, 6, 7, 8, 9, 14 и 15. Согласно дополнительному аспекту dsR-
NA может включать по меньшей мере смысловую и антисмысловую нуклеотидные последовательности, 
при этом смысловую нить выбирают из группы последовательностей, представленных в таблицах 2, 3, 6, 
7, 8, 9, 14, 15, 18 и 20, и соответствующую антисмысловую нить смысловой нити выбирают из табл. 2, 3, 
6, 7, 8, 9, 14, 15, 18 и 20. 

Согласно вариантам осуществления iRNA представляет собой AD-60501, AD-60519, AD-60901, AD-
60495, AD-60900, AD-60935, AD-60879, AD-61190, AD-61191, AD-60865, AD-60861, AD-60876, AD-
61193, AD-60519, AD-60519, AD-60901, AD-60405, AD-60887, AD-60923, AD-60434, AD-60892, AD-
60419, AD-60924, AD-60445, AD-60925, AD-60926, AD-60820, AD-60843, AD-60819, AD-61140, AD-
61141, AD-61142, AD-60835, AD-60839, AD-61143, AD-61144, AD-61145, AD-61146, AD-60892 или AD-
60419 (например, в том числе нуклеотидную последовательность и/или одну или несколько (например, 
все) из модификаций упомянутых выше dsRNA). Согласно вариантам осуществления iRNA содержит 
антисмысловую нить, которая содержит антисмысловую последовательность или состоит из антисмы-
словой последовательности (в том числе одной или нескольких (например, всех модификаций)), выбран-
ной из антисмысловой последовательности AD-60501, AD-60519, AD-60901, AD-60495, AD-60900, AD-
60935, AD-60879, AD-61190, AD-61191, AD-60865, AD-60861, AD-60876, AD-61193, AD-60519, AD-
60519, AD-60901, AD-60405, AD-60887, AD-60923, AD-60434, AD-60892, AD-60419, AD-60924, AD-
60445, AD-60925, AD-60926, AD-60820, AD-60843, AD-60819, AD-61140, AD-61141, AD-61142, AD-
60835, AD-60839, AD-61143, AD-61144, AD-61145, AD-61146, AD-60892 или AD-60419. Согласно вари-
антам осуществления iRNA содержит смысловую нить, которая содержит смысловую последователь-
ность или состоит из смысловой последовательности (и/или одной или нескольких (например, всех мо-
дификаций)), выбранной из AD-60501, AD-60519, AD-60901, AD-60495, AD-60900, AD-60935, AD-60879, 
AD-61190, AD-61191, AD-60865, AD-60861, AD-60876, AD-61193, AD-60519, AD-60519, AD-60901, AD-
60405, AD-60887, AD-60923, AD-60434, AD-60892, AD-60419, AD-60924, AD-60445, AD-60925, AD-
60926, AD-60820, AD-60843, AD-60819, AD-61140, AD-61141, AD-61142, AD-60835, AD-60839, AD-
61143, AD-61144, AD-61145, AD-61146, AD-60892 или AD-60419. 

Согласно вариантам осуществления iRNA содержит (i) антисмысловую нить, которая содержит по-
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следовательность или состоит из последовательности UAAGAUGAGACACUCUUUCUGGU или UAA-
GAUGAGACACUCTUUCUGGU, и/или (ii) смысловую нить, которая содержит последовательность или 
состоит из последовательности CAGAAAGAGUGUCUCAUCUUA. Согласно вариантам осуществления 
один или несколько нуклеотидов антисмысловой нити и/или смысловой нити модифицированы, как опи-
сано в данном документе. 

Согласно вариантам осуществления iRNA содержит (i) антисмысловую нить, которая содержит ан-
тисмысловую последовательность или состоит из антисмысловой последовательности AD-60489, и/или 
(ii) смысловую нить, которая содержит смысловую последовательность или состоит из смысловой по-
следовательности AD-60489 (и/или одной или нескольких (например, всех) из модификаций смысловой 
нити и/или антисмысловой нити AD-60489). 

Согласно вариантам осуществления iRNA содержит (i) антисмысловую нить, которая содержит ан-
тисмысловую последовательность или состоит из антисмысловой последовательности AD-60519, и/или 
(ii) смысловую нить, которая содержит смысловую последовательность или состоит из смысловой по-
следовательности AD-60519 (и/или одной или нескольких (например, всех) из модификаций смысловой 
нити и/или антисмысловой нити AD-60489). 

Согласно вариантам осуществления iRNA содержит (i) антисмысловую нить, которая содержит ан-
тисмысловую последовательность или состоит из антисмысловой последовательности AD-61193, и/или 
(ii) смысловую нить, которая содержит смысловую последовательность или состоит из смысловой по-
следовательности AD-61193 (и/или одной или нескольких (например, всех) из модификаций смысловой 
нити и/или антисмысловой нити AD-60489). 

Согласно вариантам осуществления iRNA содержит (i) антисмысловую нить, которая содержит ан-
тисмысловую последовательность или состоит из антисмысловой последовательности AD-60819, и/или 
(ii) смысловую нить, которая содержит смысловую последовательность или состоит из смысловой по-
следовательности AD-60819 (и/или одной или нескольких (например, всех) из модификаций смысловой 
нити и/или антисмысловой нити AD-60489). 

Согласно вариантам осуществления представлена iRNA для ингибирования экспрессии ALAS1, где 
dsRNA содержит (i) антисмысловую нить, которая содержит антисмысловую последовательность или 
состоит из антисмысловой последовательности AD-60489, AD-60519, AD-61193 или AD-60819 (или со-
ответствующей немодифицированной антисмысловой последовательности), и/или (ii) смысловую нить, 
которая содержит смысловую последовательность или состоит из смысловой последовательности AD-
60489, AD-60519, AD-61193 или AD-60819 (или соответствующей немодифицированной антисмысловой 
последовательности). Согласно вариантам осуществления iRNA содержит (i) антисмысловую нить, кото-
рая состоит из антисмысловой последовательности AD-60489, AD-60519, AD-61193 или AD-60819, и/или 
(ii) смысловую нить, которая состоит из смысловой последовательности AD-60489, AD-60519, AD-61193 
или AD-60819, за исключением того, что антисмысловая нить и/или смысловая нить dsRNA отличается 
1, 2 или 3 нуклеотидами от соответствующей антисмысловой и/или смысловой последовательности AD-
60489, AD-60519, AD-61193 или AD-60819. 

Последовательности и модификации AD-60489, AD-60519, AD-61193 и AD-60819, раскрытые в 
данном документе, показаны в табл. 44. 

Согласно одному варианту осуществления iRNA представляет собой ALN-60519. ALN-60519 пред-
ставляет собой химически синтезированный двунитевой олигонуклеотид, ковалентно связанный с лиган-
дом, содержащим три остатка N-ацетилгалактозамина (GalNAc) (обозначенных на фиг. 57). Согласно 
одному варианту осуществления все нуклеотиды ALN-60519 являются 2'-ОМе или 2'-F-
модифицированными и соединены посредством 3'-5'-фосфодиэфирных связей с образованием сахаро-
фосфатного остова олигонуклеотида. Смысловая нить и антисмысловая нить ALN-60519 содержат 21 и 
23 нуклеотида соответственно. 3'-конец смысловой нити ALN-60519 конъюгирован с фрагментом Gal-
NAc с тремя разветвлениями (называемым в данном документе L96) посредством фосфодиэфирной свя-
зи. Антисмысловая нить содержит четыре фосфотиоатных связи - две на 3'-конце и две на 5'-конце. 

Смысловая нить ALN-60519 содержит две фосфотиоатных связи на 5'-конце. 21 нуклеотид смысло-
вой нити ALN-60519 гибридизируется с комплементарным 21 нуклеотидом антисмысловой нити, обра-
зуя, таким образом, 21 пару нуклеотидных оснований и выступающий конец из двух оснований на 3'-
конце антисмысловой нити. Две одиночные нити, смысловая нить и антисмысловая нить ALN-60519 мо-
гут быть синтезированы при помощи стандартного твердофазного синтеза олигонуклеотидов, с исполь-
зованием стандартной химической структуры фосфородиамита с 5'-гидроксильной группой, защищенной 
в виде диметокситрифенилметилового (DMT) эфира. Каждая нить может быть собрана от 3'-5'-конца по-
следовательным добавлением защищенных нуклеозидных фосфорамидитов. 

Согласно этим аспектам одна из двух последовательностей комплементарна другой из двух после-
довательностей, при этом одна из последовательностей практически комплементарна последовательно-
сти mRNA, полученной в результате экспрессии гена ALAS1. Соответственно dsRNA будет включать 
два олигонуклеотида, где один олигонуклеотид описан в данном документе как смысловая нить, и вто-
рой олигонуклеотид описан как соответствующая антисмысловая нить. Описанные в другой части в дан-
ном документе и известные из уровня техники комплементарные последовательности dsRNA также мо-
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гут содержаться в виде самокомплементарных участков одной молекулы нуклеиновой кислоты, в отли-
чие от пребывания с составе отдельных олигонуклеотидов. 

Специалисту в данной области хорошо известно, что dsRNA с дуплексной структурой из 20-23, в 
частности, из 21 пары оснований были признаны особенно эффективными в индуцировании РНК-
интерференции (Elbashir et al., EMBO 2001, 20:6877-6888). Однако другими исследователями было обна-
ружено, что более короткие или более длинные дуплексные структуры РНК также могут быть эффектив-
ными. Согласно вариантам осуществления, описанным выше, в соответствии с природой олигонуклео-
тидных последовательностей, представленных в таблицах в данном документе, dsRNA, описанные в 
данном документе, могут включать по меньшей мере одну нить длиной минимум 21 нуклеотид. С доста-
точной вероятностью можно предполагать, что более короткие дуплексы с одной из последовательно-
стей, раскрытых в данном документе, за исключением лишь нескольких нуклеотидов на одном или обо-
их концах, могут быть так же эффективны относительно dsRNA, описанных выше. Поэтому, согласно 
настоящему изобретению рассматриваются dsRNA с частичной последовательностью по меньшей мере 
из 15, 16, 17, 18, 19, 20 или более смежных нуклеотидов из одной из последовательностей, раскрытых в 
данном документе, и различающихся их способностью ингибировать экспрессию гена ALAS1 не более 
чем на 5, 10, 15, 20, 25 или 30% ингибирования от dsRNA, содержащей полную последовательность. 

Кроме того, РНК, представленные в таблицах в данном документе, идентифицируют сайт в ALAS1-
транскрипте, который восприимчив к RISC-опосредованному расщеплению. Соответственно, настоящее 
изобретение также описывает iRNA, которые нацелены на одну из таких последовательностей. В контек-
сте данного документа подразумевают, что iRNA нацелена на конкретный сайт РНК-транскрипта, если 
iRNA способствует расщеплению транскрипта в любом месте в этом конкретном сайте. Такая iRNA бу-
дет, как правило, включать по меньшей мере 15 смежных нуклеотидов из одной из последовательностей, 
представленных в данном документе, например, в таблицах 2, 3, 6, 7, 8, 9, 14, 15, 18, 20 и в табл. 21-40, 
объединенных с дополнительными нуклеотидными последовательностями, полученными из участка, 
прилегающего к выбранной последовательности в гене ALAS1. 

Хотя целевая последовательность, как правило, составляет 15-30 нуклеотидов в длину, имеет место 
широкий спектр пригодности конкретных последовательностей в этом диапазоне для направления рас-
щепления любой определенной целевой РНК. Ряд пакетов программного обеспечения и рекомендации, 
изложенные в данном документе, служат в качестве руководства для идентификации оптимальных целе-
вых последовательностей для любого данного целевого гена, но также можно воспользоваться эмпири-
ческим подходом, в котором "окно" или "рамку" данного размера (в качестве неограничивающего при-
мера 21 нуклеотид) буквально или условно (в том числе, например, in silico) накладывают на целевую 
последовательность РНК для идентификации последовательностей в размерном диапазоне, которые мо-
гут выполнять роль целевых последовательностей. Передвигая "окно" последовательности постепенно на 
один нуклеотид выше или ниже относительно исходного расположения целевой последовательности, 
можно идентифицировать следующую потенциальную целевую последовательность, до тех пор, пока не 
будет идентифицирован полный набор возможных последовательностей для каждого данного выбранно-
го целевого размера. С помощью этого способа, вместе с системным синтезом и тестированием иденти-
фицированных последовательностей (с помощью анализов, описанных в данном документе, или извест-
ных из уровня техники) для идентификации таких последовательностей с оптимальными качествами, 
можно идентифицировать те последовательности РНК, которые при нацеливании средством на основе 
iRNA опосредуют наилучшее ингибирование экспрессии целевых генов. Таким образом, в то время как 
идентифицированные последовательности, например, в таблицах в данном документе, представляют эф-
фективные целевые последовательности, предполагается, что дополнительная оптимизация эффективно-
сти ингибирования может быть достигнута путем постепенного "перемещения окна" на один нуклеотид 
выше или ниже относительно определенных последовательностей для идентификации последовательно-
стей с такими же или лучшими характеристиками ингибирования. 

Также предполагается, что для любой идентифицированной последовательности, например, в таб-
лицах в данном документе, дополнительная оптимизация может быть достигнута целенаправленно либо 
добавлением, либо удалением нуклеотидов для получения более длинных или более коротких последо-
вательностей, и тестированием таких последовательностей и последовательностей, полученных путем 
перемещения окна более длинного или более короткого размера выше или ниже относительно целевой 
РНК от данной точки. Также объединение этого подхода для получения новых кандидатных целей вме-
сте с тестированием эффективности iRNA на основе этих целевых последовательностей в анализе инги-
бирования, известного из уровня техники или описанного в данном документе, может иметь результатом 
дополнительные улучшения в эффективности ингибирования. Более того, такие оптимизированные по-
следовательности можно корректировать, например, введением модифицированных нуклеотидов, опи-
санных в данном документе или известных из уровня техники, добавлением или изменениями высту-
пающего конца, или другими модификациями, известными из уровня техники и/или описанными в дан-
ном документе для дополнительной оптимизации молекулы (например, повышения стабильности в сы-
воротке или периода полужизни в крови, повышения термостабильности, улучшения трансмембранной 
доставки, нацеливания на конкретную локацию или тип клеток, повышения степени взаимодействия с 
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ферментами в рамках пути сайленсинга, повышения уровня высвобождения из эндосом и т. д.) в качестве 
ингибитора экспрессии. 

iRNA, описанная в данном документе, может содержать одно или несколько ошибочно спаренных 
оснований относительно целевой последовательности. Согласно одному варианту осуществления iRNA, 
описанная в данном документе, содержит не более 3 ошибочно спаренных оснований. Если антисмысло-
вая нить iRNA содержит ошибочно спаренные основания относительно целевой последовательности, 
предпочтительно, чтобы эта область ошибочно спаренных оснований не располагалась в центре участка 
комплементарности. Если антисмысловая нить iRNA содержит ошибочно спаренные основания относи-
тельно целевой последовательности, предпочтительно, чтобы ошибочно спаренное основание было ог-
раничено расположением по меньшей мере в последних 5 нуклеотидах либо от 5'- либо 3'-конца участка 
комплементарности. Например, для средства на основе iRNA из 23 нуклеотидов, нить РНК которой ком-
плементарна участку гена ALAS1, нить РНК, как правило, не содержит ошибочно спаренного основания 
в центральных 13 нуклеотидах. Способы, описанные в данном документе, или способы, известные из 
уровня техники, можно применять для определения того, является ли iRNA, содержащая ошибочно спа-
ренное основание относительно целевой последовательности, эффективной в ингибировании экспрессии 
гена ALAS1. Рассмотрение эффективности iRNA с ошибочно спаренными основаниями в ингибировании 
экспрессии гена ALAS1 является важным, особенно, если известно, что конкретный участок комплемен-
тарности в гене ALAS1 характеризуется вариацией полиморфных последовательностей в популяции. 

Согласно одному варианту осуществления по меньшей мере один конец dsRNA имеет однонитевой 
нуклеотидный выступающий конец из 1-4, как правило 1 или 2 нуклеотидов. dsRNA по меньшей мере с 
одним нуклеотидным выступающим концом неожиданным образом характеризуются более высокими 
ингибиторными свойствами относительно своих аналогов с тупыми концами. Согласно еще одному ва-
рианту осуществления РНК из iRNA, например, dsRNA, химически модифицирована для усиления ста-
бильности или других предпочтительных характеристик. Нуклеиновые кислоты, описанные в настоящем 
изобретении, могут быть синтезированы и/или модифицированы способами, хорошо известными из 
уровня техники, такими как описанные в "Current protocols in nucleic acid chemistry," Beaucage, S.L. et at. 
(Edrs.), John Wiley & Sons, Inc., New York, NY, USA, который включен, таким образом, в данный доку-
мент при помощи ссылки. Модификации включают, например, (а) концевые модификации, например 5'-
концевые модификации (фосфорилирование, конъюгацию, инвертированные связи и т.д.), 3'-концевые 
модификации (конъюгацию, нуклеотиды ДНК, инвертированные связи и т.д.), (b) модификации основа-
ний, например, замещение стабилизирующими основаниями, дестабилизирующими основаниями или 
основаниями, которые образуют пару оснований с широким спектром партнеров, удаление оснований 
(нуклеотиды с удаленными основаниями) или конъюгированные основания, (с) модификации сахаров 
(например, в 2'-положении или 4'-положении, или наличие ациклического сахара) или замещение сахара, 
а также (d) модификации остовов, в том числе модификацию или замещение фосфодиэфирных связей. 
Конкретные примеры соединений РНК, пригодных в настоящем изобретении, включают без ограничения 
РНК, содержащие модифицированные остовы или отличные от природных межнуклеозидные связи. РНК 
с модифицированными скелетами включают, среди прочих, такие, которые не содержат атом фосфора в 
остове. Применительно к настоящему описанию, а также некоторым упоминаниям из уровня техники, 
модифицированные РНК без атома фосфора в пределах их межнуклеозидного остова также могут счи-
таться олигонуклеозидами. Согласно конкретным вариантам осуществления модифицированные РНК 
будут содержать атом фосфора в их межнуклеозидном остове. 

Остовы модифицированной РНК включают, например, фосфотиоаты, хиральные фосфотиоаты, 
фосфородитиоаты, сложные фосфотриэфиры, сложные аминоалкилфосфотриэфиры, метил- и другой 
алкил-фосфонаты, в том числе 3'-алкиленфосфонаты и хиральные фосфонаты, фосфинаты, фосфорами-
даты, в том числе 3'-аминофосфорамидат и аминоалкилфосфорамидаты, тионофосфорамидаты, тионоал-
килфосфонаты, сложные тионоалкилфосфотриэфиры и борофосфаты с типичными 3'-5'-связями, их 2'-5'-
связанные аналоги и таковые, имеющие обратную ориентацию, где соседние пары нуклеозидных единиц 
связываются 3'-5' к 5'-3' или 2'-5' к 5'-2'. Также включены различные соли, смешанные соли и формы сво-
бодных кислот. 

Иллюстративные патенты США, в которых описывается получение приведенных выше фосфор-
содержащих связей, включают без ограничения 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, каждый из которых включен в даннй документ при помощи ссылки. 

Остовы модифицированных РНК, которые не имеют атом фосфора, включают остовы, образован-
ные короткоцепочечными алкильными или циклоалкильными межнуклеозидными связями, смешанными 
гетероатомами и алкильными или циклоалкильными межнуклеозидными связями, или одной или не-
сколькими короткоцепочечными гетероатомными или гетероциклическими межнуклеозидными связями. 
Они включают остовы с морфолиновыми связями (частично образованные из части нуклеозида, содер-
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жащей сахар); силоксановые скелеты; сульфидные, сульфоксидные и сульфоновые остовы; формаце-
тильные и тиоформацетильные остовы; метиленформацетильные и тиоформацетильные остовы; содер-
жащие алкен остовы; сульфаматные остовы; метилениминовые и метиленгидразиновые остовы; сульфо-
натные и сульфонамидные остовы; амидные остовы и другие, содержащие части смешанных компонен-
тов N, О, S и СН2. 

Иллюстративные патенты США, в которых описывается получение приведенных выше олигонук-
леозидов, включают без ограничения патенты США №№ 5034506; 5166315; 5185444; 5214134; 5216141; 
5235033; 564562; 5264564; 5405938;5434257; 5466677;5470967; 5489677; 5541307; 5561225; 5596086; 
5602240; 5608046; 5610289; 5618704; 5623070; 5663312; 5633360; 5677437 и 5677439, каждый из которых 
включен в данный документ при помощи ссылки. 

В других миметиках РНК, подходящих или предполагаемых для применения в iRNA, как сахар, так 
и межнуклеозидная связь, т.е. остов нуклеотидных единиц, замещены новыми группами. Единицы осно-
ваний сохраняются для гибридизации с соответствующим целевым соединением нуклеиновой кислоты. 
Одно такое олигомерное соединение, миметик РНК, который, как было показано, обладает очень хоро-
шими свойствами для гибридизации, называется пептидо-нуклеиновой кислотой (PNA). В соединениях 
PNA остов РНК, содержащий сахар, замещен содержащим амид остовом, в частности аминоэтилглици-
новым остовом. Нуклеотидные основания сохраняются и соединяются непосредственно или опосредо-
ванно с атомами аза-азота в амидной части остова. Иллюстративные патенты США, в которых описыва-
ется получение соединений PNA, включают без ограничения патенты США №№ 5539082; 5714331 и 
5719262, каждый из которых включен в данный документ при помощи ссылки. Дополнительное описа-
ние соединений PNA можно найти, например, в Nielsen et al., Science, 1991, 254, 1497-1500. 

Некоторые варианты осуществления, описанные в настоящем изобретении, включают РНК с фосфотио-
атными остовами и олигонуклеозиды с остовами с гетероатомами и, в частности, --СН2--NH--СН2--, --СН2--
N(СН3)--О--СН2--[известный как метилен (метилимино) или MMI скелет], --СН2--О--N(СН3)--СН2--, --СН2--
N(СН3)--N(СН3)--СН2-- и --N(СН3)--СН2--СН2-- [где нативный скелет сложного фосфодиэфира представлен 
как --О--Р--О--СН2--] упомянутого выше патента США № 5489677 и амидные остовы упомянутого выше 
патента США № 5602240. Согласно некоторым вариантам осуществления РНК, описанные в настоящем 
документе, характеризуются структурами морфолинового скелета согласно упомянутому выше патенту 
США № 5034506. 

Модифицированные РНК также могут содержать один или несколько фрагментов с замещенным 
сахаром. iRNA, например, dsRNA, описанные в настоящем документе, могут включать в 2'-положении 
одно из следующих: ОН; F; О-, 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 быть замещенными или незамещенными C1-С10алкилом или 
С2-С10алкенилом и алкинилом. Иллюстративные пригодные модификации включают О[(СН2)nO]mCH3, 
О(СН2)⋅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. Согласно другим вариантам осуществления dsRNA включают в 2'-положении 
одно из следующих: низший C1-С10алкил, замещенный низший алкил, алкарил, аралкил, О-алкарил или 
О-аралкил, SH, SCH3, OCN, Cl, Br, CN, CF3, OCF3, SOCH3, SO2CH3, ONO2, NO2, N3, NH2, гетероциклоал-
кил, гетероциклоалкарил, аминоалкиламино, полиалкиламино, замещенный силил, расщепляющую РНК 
группу, репортерную группу, интеркалятор, группу для улучшения фармакокинетических свойств iRNA 
или группу для улучшения фармакодинамических свойств iRNA и другие заместители с подобными 
свойствами. Согласно некоторым вариантам осуществления модификация включает 2'-метоксиэтокси (2'-
О--СН2СН2ОСН3, также известный как 2'-О-(2-метоксиэтил) или 2'-МОЕ) (Martin et al., Helv. Chim. Acta, 
1995, 78:486-504), т.е. алкокси-алкоксигруппу. Другой иллюстративной модификацией является 2'-
диметиламинооксиэтокси, т.е. группа О(CH2)2ON(CH3)2, также известная как 2'-DMAOE, как описано 
ниже в примерах в данном документе, и 2'-диметиламиноэтоксиэтокси (также известный из уровня тех-
ники как 2'-О-диметиламиноэтоксиэтил или 2'-DMAEOE), т.е. 2'-О--СН2--О--СН2--N(CH2)2, также опи-
санный ниже в примерах в данном документе. 

Согласно другим вариантам осуществления средство на основе iRNA содержит один или несколько 
(например, приблизительно 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 или более) ациклических нуклеотидов (или нуклео-
зидов). Согласно определенным вариантам осуществления смысловая нить или антисмысловая нить, или 
как смысловая нить, так и антисмысловая нить, включают менее пяти ациклических нуклеотидов на нить 
(например, четыре, три, два или один ациклический нуклеотид на нить). Один или несколько ацикличе-
ских нуклеотидов могут быть расположены, например, в двунитевом участке смысловой или антисмы-
словой нити, или обеих нитей; на 5'-конце, 3'-конце, как 5'-, так и 3'-концах смысловой или антисмысло-
вой нити, или обеих нитей средства на основе iRNA. 

Согласно одному варианту осуществления один или несколько ациклических нуклеотидов находят-
ся в положениях 1-8 смысловой или антисмысловой нити, или обеих. Согласно одному варианту осуще-
ствления один или несколько ациклических нуклеотидов находятся в антисмысловой нити в положениях 
4-10 (например, положениях 6-8) от 5'-конца антисмысловой нити. Согласно другому варианту осущест-
вления один или несколько ациклических нуклеотидов находятся на одном или обеих 3'-концевых вы-
ступающих концах средства на основе iRNA. 
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Выражение "ациклический нуклеотид" или "ациклический нуклеозид", используемое в данном до-
кументе, относится к любому нуклеотиду или нуклеозиду с ациклическим сахаром, например, ацикличе-
ской рибозой. Иллюстративный ациклический нуклеотид или нуклеозид может включать нуклеотидное 
основание, например, встречающееся в природе или модифицированное нуклеотидное основание (на-
пример, нуклеотидное основание, описанное в данном документе). Согласно определенным вариантам 
осуществления связь между любыми из углеродов рибозы (С1, С2, С3, С4 или С5), независимо или в 
комбинации, отсутствует со стороны нуклеотида. Согласно одному варианту осуществления связь между 
углеродами С2-С3 рибозного кольца отсутствует, например, мономер ациклического 2'-3'-секо-
нуклеотида. Согласно другим вариантам осуществления связь между С1-С2, С3-С4 или С4-С5 отсутству-
ет (например, мономер 1'-2', 3'-4' или 4'-5'-секо-нуклеотида). Иллюстративные ациклические нуклеотиды 
раскрыты в US 8314227, включенном в данный документе при помощи ссылки во всей своей полноте. 
Например, ациклический нуклеотид может включать любой из мономеров D-J на фиг. 1-2 согласно US 
8314227. Согласно одному варианту осуществления ациклический нуклеотид включает следующий мо-
номер: 

 
где основание представляет собой нуклеотидное основание, например, встречающееся в природе 

или модифицированное нуклеотидное основание (например, нуклеотидное основание, описанное в дан-
ном документе). 

Согласно определенным вариантам осуществления ациклический нуклеотид может быть модифи-
цированным или дериватизированным, например, при объединении ациклического нуклеотида с другим 
фрагментом, например, лигандом (например, GalNAc, холестерином в качестве лигандов), алкилом, по-
лиамином, сахаром, полипептидом, среди прочих. 

Согласно другим вариантам осуществления средство на основе iRNA включает один или несколько 
ациклических нуклеотидов и одну или несколько LNA (например, LNA, описанную в данном докумен-
те). Например, один или несколько ациклических нуклеотидов и/или одна или несколько LNA могут на-
ходиться в смысловой нити, антисмысловой нити или обеих. Число ациклических нуклеотидов в одной 
нити может быть одинаковым или может отличаться от числа LNA в противоположной нити. Согласно 
определенным вариантам осуществления смысловая нить и/или антисмысловая нить содержит менее 
пяти LNA (например, четыре, три, два или одну LNA), расположенных в двунитевом участке или 3'-
выступающем конце. Согласно другим вариантам осуществления одна или две LNA расположены в дву-
нитевом участке 3' -выступающего конца смысловой нити. Альтернативно, или в комбинации, смысловая 
нить и/или антисмысловая нить содержит менее пяти ациклических нуклеотидов (например, четыре, три, 
два или один ациклический нуклеотид) в двунитевом участке или 3' -выступающем конце. Согласно од-
ному варианту осуществления смысловая нить средства на основе iRNA содержит одну или две LNA в 
3'-выступающем конце смысловой нити, и один или два ациклических нуклеотида в двунитевом участке 
антисмысловой нити (например, в положениях 4-10 (например, положениях 6-8) от 5'-конца антисмысло-
вой нити) средства на основе iRNA. 

Согласно другим вариантам осуществления включение одного или нескольких ациклических нук-
леотидов (отдельно или в дополнение к одной или нескольким LNA) в средство на основе iRNA приво-
дит к одному или нескольким (или всем) из следующего: (i) снижению нецелевого эффекта; (ii) сниже-
нию участия сопровождающей нити в RNAi; (iii) повышению специфичности ведущей нити к ее целевой 
mRNA; (iv) снижению нецелевого эффекта microRNA; (v) повышению стабильности или (vi) повышению 
устойчивости к разрушению молекулы iRNA. 

Другие модификации включают 2'-метокси (2'-ОСН3), 2'-аминопропокси (2'-OCH2CH2CH2NH2) и 2'-
фтор (2'-F). Подобные модификации также могут быть осуществлены в других положениях РНК из 
iRNA, в частности, в 3'-положении сахара в З'-концевом нуклеотиде или в 2'-5'-связанных dsRNA и в 5'-
положении 5'-концевого нуклеотида. iRNA также могут содержать миметики Сахаров, такие как циклобути-
ловые фрагменты, вместо пентофуранозильного сахара. Иллюстративные патенты США, в которых описыва-
ется получение таких структур с модифицированными сахарами, включают без ограничения патенты США 
№№ 4981957; 5118800; 5319080; 5359044; 5393878;5446137;5466786;5514785;5519134;5567811; 
5576427;5591722; 5597909; 5610300; 5627053; 5639873; 5646265; 5658873; 5670633 и 5700920, некоторые из 
которых принадлежат авторам настоящей заявки и каждый из которых включен в данный документ при по-
мощи ссылки. 

iRNA также может включать в себя модификации и замещения нуклеотидного основания (часто на-
зываемого в уровне техники просто "основанием"). Используемые в данном документе выражения "не-
модифицированные" или "природные" нуклеотидные основания включают пуриновые основания аденин 
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(А) и гуанин (G), и пиримидиновые основания тимин (Т), цитозин (С) и урацил (U). Модифицированные 
нуклеотидные основания включают другие синтетические и природные нуклеотидные основания, такие 
как 5-метилцитозин (5-те-С), 5-гидроксиметилцитозин, ксантин, гипоксантин, 2-аминоаденин, 6-метил- и 
другие алкил-производные аденина и гуанина, 2-пропил- и другие алкил-производные аденина и гуани-
на, 2-тиоурацил, 2-тиотимин и 2-тиоцитозин, 5-галогенурацил и цитозин, 5-пропинилурацил и цитозин, 
6-азоурацил, цитозин и тимин, 5-урацил (псевдоурацил), 4-тиоурацил, 8-галоген-, δ-амино-, 8-тиол-, 8-
тиоалкил-, 8-гидроксил- и другие 8-замещенные аденины и гуанины, 5-галоген-, в частности, 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, а также 3-деазагуанин и 3-деазааденин. Допол-
нительные нуклеотидные основания включают раскрытые в патенте США № 3687808, раскрытые в Mod-
ified Nucleosides in Biochemistry, Biotechnology and Medicine, Herdewijn, P. ed. Wiley-VCH, 2008; раскры-
тые в The Concise Encyclopedia Of Polymer Science And Engineering, pages 858-859, Kroschwitz, J. L, ed. 
John Wiley & Sons, 1990, раскрытые в Englisch et al., Angewandte Chemie, International Edition, 1991, 30, 
613, а также раскрытые в Sanghvi Y S., Chapter 15, dsRNA Research and Applications, pages 289-302, 
Crooke, S. T. and Lebleu, В., Ed., CRC Press, 1993. Некоторые из этих нуклеотидных оснований особенно 
пригодны для повышения аффинности связывания олигомерных соединений, описанных в настоящем 
изобретении. Они включают 5-замещенные пиримидины, 6-азапиримидины и N-2, N-6 и O-6 замещен-
ные пурины, в том числе 2-аминопропиладенин, 5-пропинилурацил и 5-пропинилцитозин. Было показа-
но, что 5-метилцитозиновые замещения повышают стабильность дуплекса нуклеиновых кислот на 0,6-
1,2°С (Sanghvi, Y. S., Crooke, S. Т. and Lebleu, В., Eds., dsRNA Research and Applications, CRC Press, Boca 
Raton, 1993, pp. 276-278) и представляют собой иллюстративные замещения оснований, еще более кон-
кретно при комбинировании с 2'-О-метоксиэтильными модификациями сахаров. 

Иллюстративные патенты США, которые описывают получение определенных указанных выше 
модифицированных нуклеотидных оснований, а также других модифицированных нуклеотидных осно-
ваний, включают без ограничения указанный выше патент США №3687808, а также патенты США №№ 
4845205; 513030; 5134066; 5175273; 5367066;5432272; 5457187; 5459255; 5484908; 5502177; 5525711; 
5552540; 5587469; 5594121; 5596091; 5614617; 5681941; 6015886; 6147200; 6166197; 6222025; 6235887; 
6380368; 6528640; 6639062; 6617438; 7045610; 7427672 и 7495088, каждый из которых включен в данный 
документ при помощи ссылки, и патент США № 5750692, также включенный в данный документ при 
помощи ссылки. 

РНК из iRNA также может быть модифицирована с включением одной или нескольких (например, 
приблизительно 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 или более) запертых нуклеиновых кислот (LNA) (также назы-
ваемых в данном документе "запертыми нуклеотидами"). Согласно одному варианту осуществления за-
пертая нуклеиновая кислота представляет собой нуклеотид с модифицированным рибозным фрагментом, 
в котором рибозный фрагмент содержит дополнительные мостиковые соединяющие, например, 2'- и 4'-
углероды. Такая структура эффективно "запирает" рибозу в 3'-эндо структурной конформации. Было по-
казано, что добавление запертых нуклеиновых кислот в siRNA повышает стабильность siRNA в сыво-
ротке, повышает термостабильность и снижает нецелевые эффекты (Elmen, J. et al., (2005) Nucleic Acids 
Research 33(l): 439-447; Mook, OR. et al., (2007) Mol Cane Ther 6(3): 833-843; Grunweller, A. et al., (2003) 
Nucleic Acids Research 31(12): 3185-3193). 

Иллюстративные патенты США, в которых описывается получение нуклеотидов с запертыми нук-
леиновыми кислотами, включают в себя без ограничения следующие: патенты США №№ 6268490; 
6670461; 6794499; 6998484; 7053207; 7084125; 7399845 и 8314227, каждый из которых включен в данный 
документ при помощи ссылки во всей своей полноте. Иллюстративные LNA включают без ограничения 
2', 4'-С-метиленбициклонуклеотид (см., например, Wengel et al., международную публикацию согласно 
РСТ № WO 00/66604 и WO 99/14226). 

Согласно другим вариантам осуществления средства на основе iRNA включают один или несколько 
(например, приблизительно 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 или более) нуклеотидов с G-зажимом. Нуклеотид с 
G-зажимом представляет собой модифицированный аналог цитозина, где модификации придают способ-
ность связываться водородными связями как по Уотсону и Крику, так и по Хугстину, с комплементар-
ным гуанином в дуплексе, см., например, Lin and Matteucci, 1998, J. Am. Chem. Soc, 120, 8531-8532. За-
мещение одного аналога с G-зажимом в олигонуклеотиде может приводить к значительно повышенной 
термостабильности спирали и распознаванию ошибочно спаренных оснований при гибридизации с ком-
плементарными олигонуклеотидами. Включение таких нуклеотидов в молекулы iRNA может приводить 
к повышенной аффинности и специфичности к мишеням нуклеиновых кислот, комплементарным после-
довательностям или матричным нитям. 

Потенциально стабилизирующие модификации на концах молекул РНК могут включать в себя N[-
(ацетиламинокапроил)-4-гидроксипролинол (Hyp-C6-NHAc), N-(капроил-4-гидроксипролинол (Нур-С6), 
N-(ацетил-4-гидроксипролинол (Hyp-NHAc), тимидин-2'-О-дезокситимидин (эфир), N[-(аминокапроил)-
4-гидроксипролинол (Нур-С6-амино), 2-докозаноил-уридин-3"-фосфат, инвертированное основание 
dT(idT) и другие. Раскрытие такой модификации можно найти в публикации РСТ № WO 2011/005861. 
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Мотивы iRNA 

Согласно одному варианту осуществления последовательность смысловой нити может быть пред-
ставлена формулой (I): 

 
где 
каждая из i и j независимо равняется 0 или 1; 
каждая из р и q независимо равняется 0-6; 
каждая Na независимо представляет собой олигонуклеотидную последовательность, содержащую 0-

25 модифицированных нуклеотидов, при этом каждая последовательность содержит по меньшей мере 
два модифицированных различными способами нуклеотида; 

каждая Nb независимо представляет собой олигонуклеотидную последовательность, содержащую 0-
10 модифицированных нуклеотидов; 

каждая np и nq независимо представляет собой выступающий нуклеотид; где Nb и Y имеют неоди-
наковую модификацию; и 

каждый из XXX, YYY и ZZZ независимо представляет собой один мотив из трех одинаковых мо-
дификаций трех последовательных нуклеотидов. Предпочтительно в YYY все нуклеотиды 2'-F-
модифицированы. 

Согласно одному варианту осуществления Na и/или Nb имеет модификации чередующегося паттер-
на. 

Согласно одному варианту осуществления мотив YYY находится в сайте расщепления смысловой 
нити или рядом с ним. Например, если средство для RNAi содержит участок дуплекса, составляющий 17-
23 нуклеотида в длину, то мотив YYY может находиться в сайте расщепления или рядом с ним (напри-
мер, может находиться в положениях 6, 7, 8; 7, 8, 9; 8, 9, 10; 9, 10, 11; 10, 11, 12 или 11, 12, 13) в смысло-
вой нити, при этом отсчет начинается с 1-го нуклеотида от 5'-конца или, необязательно, отсчет начинает-
ся с 1-го спаренного нуклеотида в дуплексном участке от 5'-конца. 

Согласно одному варианту осуществления i равняется 1, a j равняется 0, или i равняется 0, a j равня-
ется 1, или как i, так и j равняются 1. Смысловая нить, таким образом, может быть представлена сле-
дующими формулами: 

 
В тех случаях, когда смысловая нить представлена формулой (Ib), Nb представляет собой олигонук-

леотидную последовательность, содержащую 0-10, 0-7, 0-5, 0-4, 0-2 или 0 модифицированных нуклеоти-
дов. Каждая Na независимо может представлять собой олигонуклеотидную последовательность, содер-
жащую 2-20, 2-15 или 2-10 модифицированных нуклеотидов. 

В тех случаях, когда смысловая нить представлена формулой (Ic), Nb представляет собой олигонук-
леотидную последовательность, содержащую 0-10, 0-7, 0-5, 0-4, 0-2 или 0 модифицированных нуклеоти-
дов. Каждая Na независимо может представлять собой олигонуклеотидную последовательность, содер-
жащую 2-20, 2-15 или 2-10 модифицированных нуклеотидов. 

В тех случаях, когда смысловая нить представлена формулой (Id), каждая Nb независимо представ-
ляет собой олигонуклеотидную последовательность, содержащую 0-10, 0-7, 0-5, 0-4, 0-2 или 0 модифи-
цированных нуклеотидов. Предпочтительно, Nb равняется 0, 1, 2, 3, 4, 5 или 6. Каждая Na независимо 
может представлять собой олигонуклеотидную последовательность, содержащую 2-20, 2-15 или 2-10 
модифицированных нуклеотидов. 

Каждая из X, Y и Z может быть одинаковой или отличной от остальных. 
Согласно другим вариантам осуществления i равняется 0, a j равняется 0 и смысловая нить может 

быть представлена формулой: 

 
В тех случаях, когда смысловая нить представлена формулой (Ia), каждая Na независимо может 

представлять собой олигонуклеотидную последовательность, содержащую 2-20, 2-15 или 2-10 модифи-
цированных нуклеотидов. 

Согласно одному варианту осуществления последовательность антисмысловой нити RNAi может 
быть представлена формулой (II): 

 
где 
каждая из k и l независимо равняется 0 или 1; 
каждая из р' и q' независимо равняется 0-6; 
каждая Na' независимо представляет собой олигонуклеотидную последовательность, содержащую 

0-25 модифицированных нуклеотидов, при этом каждая последовательность содержит по меньшей мере 
два модифицированных различными способами нуклеотида; 

каждая Nb' независимо представляет собой олигонуклеотидную последовательность, содержащую 
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0-10 модифицированных нуклеотидов; 
каждая np' и nq' независимо представляет собой выступающий нуклеотид; 
где Nb' и Y' имеют неодинаковую модификацию и 
каждый из Х'Х'Х', Y'Y'Y' и Z'Z'Z' независимо представляет собой один мотив из трех одинаковых 

модификаций трех последовательных нуклеотидов. 
Согласно одному варианту осуществления Na' и/или Nb' содержит модификации чередующегося 

паттерна. 
Мотив Y'Y'Y' находится в сайте расщепления антисмысловой нити или рядом с ним. Например, ес-

ли средство для RNAi содержит участок дуплекса, составляющий 17-23 нуклеотида в длину, то мотив 
Y'Y'Y' может находиться в положениях 9, 10, 11; 10, 11, 12; 11, 12, 13; 12, 13, 14 или 13, 14, 15 антисмы-
словой нити, при этом отсчет начинается с 1-го нуклеотида от 5'-конца или, необязательно, отсчет начи-
нается с 1-го спаренного нуклеотида в дуплексном участке от 5'-конца. Предпочтительно мотив Y'Y'Y' 
находится в положениях 11, 12, 13. 

Согласно одному варианту осуществления в мотиве Y'Y'Y' все нуклеотиды 2'-ОМе-
модифицированы. 

Согласно одному варианту осуществления k равняется 1, а l равняется 0, или k равняется 0, а l рав-
няется 1, или как k, так и l равняются 1. 

Антисмысловая нить, таким образом, может быть представлена следующими формулами: 

 
В тех случаях, когда антисмысловая нить представлена формулой (IIb), Nb представляет собой оли-

гонуклеотидную последовательность, содержащую 0-10, 0-7, 0-5, 0-4, 0-2 или 0 модифицированных нук-
леотидов. Каждая Na' независимо представляет собой олигонуклеотидную последовательность, содер-
жащую 2-20, 2-15 или 2-10 модифицированных нуклеотидов. 

В тех случаях, когда антисмысловая нить представлена формулой (IIc), Nb' представляет собой оли-
гонуклеотидную последовательность, содержащую 0-10, 0-7, 0-5, 0-4, 0-2 или 0 модифицированных нук-
леотидов. Каждая Na' независимо представляет собой олигонуклеотидную последовательность, содер-
жащую 2-20, 2-15 или 2-10 модифицированных нуклеотидов. 

В тех случаях, когда антисмысловая нить представлена формулой (IId), каждый Nb' независимо 
представляет собой олигонуклеотидную последовательность, содержащую 0-10, 0-7, 0-5, 0-4, 0-2 или 0 
модифицированных нуклеотидов. Каждая Na' независимо представляет собой олигонуклеотидную после-
довательность, содержащую 2-20, 2-15 или 2-10 модифицированных нуклеотидов. Предпочтительно Nb 

равняется 0, 1, 2, 3, 4, 5 или 6. 
Согласно другим вариантам осуществления k равняется 0, а l равняется 0 и антисмысловая нить 

может быть представлена формулой: 

 
В тех случаях, когда антисмысловая нить представлена как формула (IIa), каждая Na' независимо 

представляет собой олигонуклеотидную последовательность, содержащую 2-20, 2-15 или 2-10 модифи-
цированных нуклеотидов. 

Каждая из X', Y' и Z' может быть одинаковой или отличной от остальных. 
Каждый нуклеотид смысловой нити и антисмысловой нити независимо может быть модифицирован 

LNA, HNA, CeNA, 2'-метоксиэтилом, 2'-О-метилом, 2'-О-аллилом, 2'-С-аллилом, 2'-гидроксилом или 2'-
фтором. Например, каждый нуклеотид смысловой нити и антисмысловой нити независимо модифициро-
ван 2'-О-метилом или 2'-фтором. Каждая X, Y, Z, X', Y' и Z', в частности, может представлять собой 2'-О-
метил-модификацию или 2'-фтор-модификацию. 

Согласно одному варианту осуществления смысловая нить средства для RNAi может содержать мо-
тив YYY, находящийся в 9, 10 и 11 положениях нити, в тех случаях, когда участок дуплекса составляет 
21 нуклеотид, при этом отсчет начинается с 1-го нуклеотида от 5'-конца или, необязательно, отсчет на-
чинается с 1-го спаренного нуклеотида в дуплексном участке от 5'-конца; и Y представляет собой 2'-F-
модификацию. Смысловая нить может дополнительно содержать мотив XXX или мотивы ZZZ в качестве 
фланкирующих модификаций на противоположном конце дуплексного участка; и каждый из XXX и ZZZ 
независимо представляет собой 2'-ОМе-модификацию или 2'-F-модификацию. 

Согласно одному варианту осуществления антисмысловая нить может содержать мотив Y'Y'Y', на-
ходящийся в положениях 11, 12, 13 нити, при этом отсчет начинается с 1-го нуклеотида от 5'-конца или, 
необязательно, отсчет начинается с 1-го спаренного нуклеотида в дуплексном участке от 5'-конца; и Y' 
представляет собой 2'-О-метил-модификацию. Антисмысловая нить может дополнительно содержать 
мотив Х'Х'Х' или мотивы Z'Z'Z' в качестве фланкирующих модификаций на противоположном конце 
дуплексного участка и каждый из Х'Х'Х' и Z'Z'Z' независимо представляет собой 2'-OMe-модификацию 
или 2'-F-модификацию. 

Смысловая нить, представленная любой из вышеприведенных формул (Ia), (Ib), (Ic) и (Id), образует 
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дуплекс с антисмысловой нитью, представленной любой из формул (IIa), (IIb), (IIc) и (IId) соответствен-
но. 

Соответственно средства для RNAi для применения в способах согласно настоящему изобретению 
могут содержать смысловую нить и антисмысловую нить, при этом каждая нить содержит 14-30 нуклео-
тидов, дуплекс для RNAi, представленный формулой (III): 

смысловая: 

 
антисмысловая: 

 
где 
каждый из i, j, k и l независимо равняется 0 или 1; 
каждый из р, р', q и q' независимо равняется 0-6; 
каждая Na и Na независимо представляют собой олигонуклеотидную последовательность, содержа-

щую 0-25 модифицированных нуклеотидов, при этом каждая последовательность содержит по меньшей 
мере два модифицированных различными способами нуклеотида; 

каждая Nb и Nb' независимо представляет собой олигонуклеотидную последовательность, содержа-
щую 0-10 модифицированных нуклеотидов; 

где 
каждая np', np, nq' и nq, каждая из которых может присутствовать или отсутствовать, независимо 

представляет собой выступающий нуклеотид и 
каждый из XXX, YYY, ZZZ, X'X'X', Y'Y'Y' и Z'Z'Z' независимо представляет собой один мотив из 

трех одинаковых модификаций трех последовательных нуклеотидов. 
Согласно одному варианту осуществления i равняется 0, a j равняется 0; или i равняется 1, a j равня-

ется 0; или i равняется 0, a j равняется 1; или как i, так и j равняются 0; или как i, так и j равняются 1. Со-
гласно другому варианту осуществления k равняется 0, а l равняется 0; или k равняется 1, а l равняется 0; 
k равняется 0, а l равняется 1; или как k, так и l равняются 0; или как k, так и l равняются 1. 

Иллюстративные комбинации смысловой нити и антисмысловой нити, образующих дуплекс для 
RNAi, включают формулы, приведенные ниже: 

 

 
В тех случаях, когда средство для RNAi представлено формулой (IIIa), каждая Na независимо пред-

ставляет собой олигонуклеотидную последовательность, содержащую 2-20, 2-15 или 2-10 модифициро-
ванных нуклеотидов. 

В тех случаях, когда средство для RNAi представлено формулой (IIIb), каждая Nb независимо пред-
ставляет собой олигонуклеотидную последовательность, содержащую 1 -10, 1-7, 1-5 или 1-4 модифици-
рованных нуклеотида. Каждая Na независимо представляет собой олигонуклеотидную последователь-
ность, содержащую 2-20, 2-15 или 2-10 модифицированных нуклеотидов. 

В тех случаях, когда средство для RNAi представлено формулой (IIIc), каждая Nb, Nb' независимо 
представляет собой олигонуклеотидную последовательность, содержащую 0-10, 0-7, 0-5, 0-4, 0-2 или 0 
модифицированных нуклеотидов. Каждая Na независимо представляет собой олигонуклеотидную после-
довательность, содержащую 2-20, 2-15 или 2-10 модифицированных нуклеотидов. 

В тех случаях, когда средство для RNAi представлено формулой (IIId), каждая Nb, Nb' независимо 
представляет собой олигонуклеотидную последовательность, содержащую 0-10, 0-7, 0-5, 0-4, 0-2 или 0 
модифицированных нуклеотидов. Каждая Na, Na независимо представляет собой олигонуклеотидную 
последовательность, содержащую 2-20, 2-15 или 2-10 модифицированных нуклеотидов. Каждая из Na, 
Na', Nb и Nb' независимо содержит модификации чередующегося паттерна. 
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Каждая из X, Y и Z в формулах (III), (IIIa), (IIIb), (IIIc) и (IIId) может быть одинаковой или отлич-
ной от остальных. 

В тех случаях, когда средство для RNAi представлено 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 из нуклеотидов Y образуют пары оснований с соответствующими 
нуклеотидами Y'; или все три из нуклеотидов Y образуют пары оснований с соответствующими нуклео-
тидами Y'. 

В тех случаях, когда средство для RNAi представлено 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 из нуклеотидов Z образуют пары оснований с соответствующими нуклеотидами Z'; 
или все три из нуклеотидов Z образуют пары оснований с соответствующими нуклеотидами Z'. 

В тех случаях, когда средство для RNAi представлено в качестве формулы (IIIc) или (IIId), по 
меньшей мере один из нуклеотидов X может образовывать пару оснований с одним из нуклеотидов X'. 
Альтернативно, по меньшей мере два из нуклеотидов X образуют пары оснований с соответствующими 
нуклеотидами X'; или все три из нуклеотидов X образуют пары оснований с соответствующими нуклео-
тидами X'. 

Согласно одному варианту осуществления модификация нуклеотида Y отличается от модификации 
нуклеотида Y', модификация нуклеотида Z отличается от модификации нуклеотида Z', и/или модифика-
ция нуклеотида X отличается от модификации нуклеотида X'. 

Согласно одному варианту осуществления в тех случаях, когда средство для RNAi представлено 
формулой (IIId), модификациями Na являются 2'-O-метил- или 2'-фтор-модификации. Согласно другому 
варианту осуществления в тех случаях, когда средство для RNAi представлено формулой (IIId), модифи-
кациями Na являются 2'-O-метил- или 2'-фтор-модификации и np'>0, и по меньшей мере один np' соединен 
с соседним нуклеотидом посредством фосфотиоатной связи. Согласно еще одному варианту осуществ-
ления в тех случаях, когда средство для RNAi представлено формулой (IIId), модификациями Na являют-
ся 2'-O-метил- или 2'-фтор-модификации, np'>0, и по меньшей мере один np' соединен с соседним нуклео-
тидом посредством фосфотиоатной связи, а смысловая нить конъюгирована с одним или несколькими 
производными GalNAc, присоединенными посредством двухвалентного или трехвалентного разветвлен-
ного линкера. Согласно другому варианту осуществления в тех случаях, когда средство для RNAi пред-
ставлено формулой (IIId), модификациями Na являются 2'-O-метил- или 2'-фтор-модификации, np'>0 и по 
меньшей мере один np' соединен с соседним нуклеотидом посредством фосфотиоатной связи, смысловая 
нить содержит по меньшей мере одну фосфотиоатную связь, и смысловая нить конъюгирована с одним 
или несколькими производными GalNAc, присоединенными посредством двухвалентного или трехва-
лентного разветвленного линкера. 

Согласно одному варианту осуществления в тех случаях, когда средство для RNAi представлено 
формулой (IIIa), модификациями Na являются 2'-O-метил- или 2'-фтор-модификации, np'>0 и по меньшей 
мере один np' соединен с соседним нуклеотидом посредством фосфотиоатной связи, смысловая нить со-
держит по меньшей мере одну фосфотиоатную связь, и смысловая нить конъюгирована с одним или не-
сколькими производными GalNAc, присоединенными посредством двухвалентного или трехвалентного 
разветвленного линкера. 

Согласно одному варианту осуществления средство для RNAi является мультимером, содержащим 
по меньшей мере два дуплекса, представленных формулой (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 различных гена или каждый из дуплексов может быть нацелен на один и тот же ген в двух 
различных целевых сайтах. 

Согласно одному варианту осуществления средство для RNAi является мультимером, содержащим 
три, четыре, пять, шесть или более дуплексов, представленных формулой (III), (IIIa), (IIIb), (IIIc) и (IIId), 
где дуплексы соединены линкером. Линкер может быть расщепляемым или нерасщепляемым. Необяза-
тельно, мультимер дополнительно содержит лиганд. Каждый из дуплексов может быть нацелен на один 
и тот же ген или на два различных гена или каждый из дуплексов может быть нацелен на один и тот же 
ген в двух различных целевых сайтах. 

Согласно одному варианту осуществления два средства для RNAi, представленные формулой (III), 
(IIIa), (IIIb), (IIIc) и (IIId), соединены друг с другом на 5'-конце, и один или оба 3'-конца необязательно 
конъюгированы с лигандом. Каждое из средств может быть нацелено на один и тот же ген или на два 
различных гена или каждое из средств может быть нацелено на один и тот же ген в двух различных це-
левых сайтах. 

Конъюгаты iRNA 

Средства на основе iRNA, раскрытые в данном документе, могут находиться в форме конъюгатов. 
Конъюгат может быть прикреплен в любом подходящем положении в молекуле iRNA, например, на 3'-
конце или 5'-конце смысловой или антисмысловой нити. Конъюгат необязательно прикреплен с помо-
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щью линкера. 
Согласно некоторым вариантам осуществления средство на основе iRNA, описанное в данном до-

кументе, связано химически с одним или несколькими лигандами, фрагментами или конъюгатами, кото-
рые могут придавать функциональность, например, с влиянием на (например, с усилением) активность, 
распределение в клетке или захват клеткой iRNA. Такие фрагменты включают без ограничения липид-
ные фрагменты, такие как холестериновый фрагмент (Letsinger et al., Proc. Natl. Acid. Sci. USA, 1989, 86: 
6553-6556), холевая кислота (Manoharan et al., Biorg. Med. Chem. Let., 1994, 4:1053-1060), тиоэфир, на-
пример, берил-F-тритилтиол (Manoharan et al., Ann. N.Y. Acad. Sci., 1992, 660:306-309; Manoharan et al., 
Biorg. Med. Chem. Let., 1993, 3:2765-2770), тиохолестерин (Oberhauser et al., Nucl. Acids Res., 1992, 
20:533-538), алифатическая цепь, например додекандиоловые или ундециловые остатки (Saison-
Behmoaras et al., EMBO J., 1991, 10:1111-1118; Kabanov et al., FEBS Lett, 1990, 259:327-330; Svinarchuk et 
al., Biochimie, 1993, 75:49-54), фосфолипид, например, ди-гексадецил-рац-глицерин или 1,2-ди-О-
гексадецил-рац-глицеро-3-фосфонат триэтиламмония (Manoharan et al., Tetrahedron Lett., 1995, 36:3651-
3654; Shea et al., Nucl. Acids Res., 1990, 18:3777-3783), полиамин или полиэтиленгликолевая цепь (Mano-
haran et al., Nucleosides & Nucleotides, 1995, 14:969-973) или адамантануксусная кислота (Manoharan et al., 
Tetrahedron Lett., 1995, 36:3651-3654), пальмитиловый фрагмент (Mishra et al., Biochim. Biophys. Acta, 
1995, 1264:229-237), или октадециламин, или гексиламино-карбонил-оксихолестериновый фрагмент 
(Crooke et al., J. Pharmacol. Exp. Ther., 1996, 277:923-937). 

Согласно одному варианту осуществления лиганд изменяет распределение, нацеливание или время 
существования средства на основе iRNA, в которое он введен. Согласно некоторым вариантам осуществ-
ления лиганд обеспечивает повышенную аффинность в отношении выбранной цели, например, молеку-
лы, клетки или типа клеток, компартмента, например, клеточного компартмента или части органа, ткани, 
органа или участка тела, например, по сравнению с видами, у которых отсутствует такой лиганд. Типич-
ные лиганды не будут принимать участия в спаривании дуплекса в дуплексной нуклеиновой кислоте. 

Лиганды могут включать встречающееся в природе вещество, такое как белок (например, сыворо-
точный альбумин человека (HSA), липопротеин низкой плотности (LDL) или глобулин); углевод (напри-
мер, декстран, пуллулан, хитин, хитозан, инулин, циклодекстрин или гиалуроновую кислоту) или липид. 
Лиганд также может быть рекомбинантной или синтетической молекулой, такой как синтетический по-
лимер, например, синтетическая полиаминокислота. Примеры полиаминокислот включают полиамино-
кислоту, представляющую собой полилизин (PLL), поли-L-аспарагиновую кислоту, поли-L-
глутаминовую кислоту, сополимер стирола и ангидрида малеиновой кислоты, сополимер L-лактида и 
гликолида, сополимер дивинилового эфира и малеинового ангидрида, N[-(2-
гидроксипропил)меакриламидный сополимер (НМРА), полиэтиленгликоль (PEG), поливиниловый спирт 
(PVA), полиуретан, поли(2-этилакриловую кислоту), N-изопропилакриламидные полимеры или поли-
фосфазин. Примеры полиаминов включают полиэтиленимин, полилизин (PLL), спермин, спермидин, 
полиамин, псевдопептид-полиамин, полиамин-пептидомиметик, полиамин-дендример, аргинин, амидин, 
протамин, катионный липид, катионный порфирин, соль четвертичного полиамина или α-спиральный 
пептид. 

Лиганды также включают нацеливающие группы, например нацеливающее на определенную клет-
ку или ткань средство, например лектин, гликопротеин, липид или белок, например антитело, которое 
связывается с конкретным типом клетки, таким как клетка почки. Нацеливающая группа может пред-
ставлять собой тиреотропин, меланотропин, лектин, гликопротеин, поверхностный белок А, углевод-
муцин, поливалентную лактозу, поливалентную галактозу, N-ацетилгалактозамин, N-ацетилглюкозамин, 
поливалентную маннозу, поливалентную фукозу, гликозилированные полиаминокислоты, поливалентн-
ную галактозу, трансферрин, бисфосфонат, полиглутамат, полиаспартат, липид, холестерин, стероид, 
желчную кислоту, фолат, витамин В12, биотин или RGD-пептид или миметик RGD-пептида. 

Согласно некоторым вариантам осуществления лиганд представляет собой GalNAc, который со-
держит одну или несколько производных N-ацетилгалактозамина (GalNAc). Дополнительное описание 
лигандов GalNAc представлено в разделе под названием Углеводные конъюгаты. 

Другие примеры лигандов включают красители, интеркалирующие средства (например, акридины), 
кросс-линкеры (например, псорален, митомицин С), порфирины (ТРРС4, тексафирин, сапфирин), поли-
циклические ароматические углеводороды (например, феназин, дигидрофеназин), искусственные эндо-
нуклеазы (например, EDTA), липофильные молекулы, например, холестерин, холевую кислоту, адаман-
тануксусную кислоту, 1-пиренмасляную кислоту, дигидротестостерон, 1,3-бис-О(гексадецил)глицерин, 
геранилоксигексильную группу, гексадецил-глицерин, борнеол, ментол, 1,3-пропандиол, гептадециль-
ную группу, пальмитиновую кислоту, миристиновую кислоту, O3-(олеоил)литохолевую кислоту, О3-
(олеоил)холеновую кислоту, диметокситритил или феноксазин и пептидные конъюгаты (например, пеп-
тид antennapedia, Tat-пептид), алкилирующие средства, фосфат, амино, меркапто, PEG (например, PEG-
40K), MPEG, [MPEG] 2, полиамино, алкил, замещенный алкил, меченные радиоизотопом маркеры, фер-
менты, гаптены (например, биотин), помощники транспорта/всасывания (например, аспирин, витамин Е, 
фолиевую кислоту), синтетические рибонуклеотиды (например, имидазол, бисимидазол, гистамин, ими-
дазольные кластеры, конъюгаты акридин-имидазол, комплекс Eu3+тетраазамакроциклы), динитрофенил, 
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HRP или АР. 
Лигандами могут быть белки, например, гликопротеины, или пептиды, например, молекулы со спе-

цифической аффинностью в отношении ко-лиганда, или антитела, например, антитело, которое связыва-
ется с определенным типом клетки, таким как раковая клетка, эндотелиальная клетка или костная клетка. 
Лиганды могут также включать гормоны и рецепторы гормонов. Они также могут включать отличные от 
пептидов виды, такие как липиды, лектины, углеводы, витамины, кофакторы, поливалентную лактозу, 
поливалентную галактозу, N-ацетилгалактозамин, N-ацетилглюкозамин, поливалентную маннозу или 
мультивалентную фукозу. Лигандом может быть, например, липополисахарид, активатор МАР-киназы 
р38 или активатор NF-кВ. 

Лигандом может быть вещество, например, лекарственное средство, которое может улучшать за-
хват средства на основе iRNA клеткой, например, путем разрушения цитоскелета клетки, например, пу-
тем разрушения микротрубочек, микрофиламентов и/или промежуточных филаментов клетки. Лекарст-
венным средством может быть, например, таксон, винкристин, винбластин, цитохалазин, нокодазол, яп-
лакинолид, латрункулин А, фаллоидин, свинголид А, инданоцин или миосервин. 

Согласно некоторым вариантам осуществления лиганд, присоединенный к iRNA, описанной в дан-
ном документе, выполняет роль фармакокинетического модулятора (PK-модулятора). PK-модуляторы 
включают липофильные соединения, желчные кислоты, стероиды, фосфолипидные аналоги, пептиды, 
средства, связывающие белки, PEG, витамины и т.д. Иллюстративные PK-модуляторы включают без ог-
раничения холестерин, жирные кислоты, холевую кислоту, литохолевую кислоту, диалкилглицериды, 
диацилглицериды, фосфолипиды, сфинголипиды, напроксен, ибупрофен, витамин Е, биотин и т.д. Также 
известно, что олигонуклеотиды, которые содержат несколько фосфотиоатных связей, связываются с бел-
ком сыворотки, таким образом, короткие олигонуклеотиды, например, олигонуклеотиды из приблизи-
тельно 5 оснований, 10 оснований, 15 оснований или 20 оснований, содержащие несколько из фосфотио-
атных связей в остове, также пригодны согласно настоящему изобретению в качестве лигандов (напри-
мер, PK-модулирующих лигандов). Кроме того, аптамеры, которые связывают компоненты сыворотки 
(например, белки сыворотки) также пригодны для применения в качестве PK-модулирующих лигандов 
согласно вариантам осуществления, описанным в данном документе. 

Конъюгированные с лигандами олигонуклеотиды согласно настоящему изобретению могут быть 
синтезированы с применением олигонуклеотида, который обладает реакционно-способной функцио-
нальностью, обусловленной боковой цепью, как например, полученной в результате присоединения свя-
зывающей молекулы к олигонуклеотиду (описанному ниже). Этот реакционно-способный олигонуклео-
тид может вступать в реакцию непосредственно с коммерчески доступными лигандами, лигандами, ко-
торые синтезируют с любой из ряда защитных групп или лигандами со связывающим фрагментом, при-
крепленным к ним. 

Олигонуклеотиды, применяемые в конъюгатах согласно настоящему изобретению, можно получать 
удобным и обычным способом с помощью хорошо известной методики твердофазного синтеза. Обору-
дование для такого синтеза продается несколькими поставщиками, в том числе, например, Applied Bio-
systems (Фостер-Сити, Калифорния). Дополнительно или альтернативно можно использовать любые дру-
гие средства для такого синтеза, известные в уровне техники. Также известно применение подобных ме-
тодик для получения других олигонуклеотидов, таких как фосфотиоаты и алкилированные производные. 

В конъюгированных с лигандами олигонуклеотидах и нуклеозидах, связанных с определенными 
последовательностями, несущими молекулы лигандов, по настоящему изобретению, олигонуклеотиды и 
олигонуклеозиды могуть быть собраны на подходящем синтезаторе ДНК, с использованием предшест-
венников стандартных нуклеотидов и нуклеозидов, или предшественников конъюгатов нуклеотидов или 
нуклеозидов, которые уже несут связывающий фрагмент, предшественников конъюгатов нуклеотидов 
или нуклеозидов с лигандами, которые уже несут молекулу лиганда, или ненуклеозидные несущие ли-
ганд структурные элементы. 

При применении предшественников конъюгатов нуклеотидов, которые уже несут связывающий 
фрагмент, синтез нуклеозидов, связанных с определенными последовательностями, как правило, являет-
ся завершенным, а молекула лиганда затем вступает в реакцию со связывающим фрагментом с образова-
нием конъюгированного с лигандом олигонуклеотида. Согласно некоторым вариантам осуществления 
олигонуклеотиды или связанные олигонуклеозиды согласно настоящему изобретению синтезированы 
автоматическим синтезатором с применением фосфорамидатов, полученных из конъюгатов нуклеозидов 
с лигандами, в дополнение к стандартным фосфорамидатам и не стандартным фосфорамидатам, которые 
коммерчески доступны и, как правило, применяют в синтезе олигонуклеотидов. 

Конъюгаты липидов 

Согласно одному варианту осуществления лиганд представляет собой липид или липидную моле-
кулу. Такой липид или липидная молекулу могут, как правило, связываться с сывороточным белком, та-
ким как сывороточный альбумин человека (HSA). Связывающийся с HSA лиганд делает возможным рас-
пределение конъюгата в целевой ткани, например, отличной от ткани почек целевой ткани организма. 
Например, целевой тканью может быть печень, в том числе паренхиматозные клетки печени. Также в 
качестве лигандов можно применять другие молекулы, которые могут связываться с HSA. Например, 
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можно применять непроксин или аспирин. Липид или липидный лиганд может (а) повышать устойчи-
вость к разрушению конъюгата, (b) улучшать нацеливание или транспорт в целевую клетку или клеточ-
ную мембрану и/или (с) может быть применен для корректировки связывания с сывороточным белком, 
например HSA. 

Липидный лиганд можно применять для модулирования, например, регулирования (например, ин-
гибирования) связывания конъюгата с целевой тканью. Например, менее вероятно, что липид или липид-
ный лиганд, который связывается с HSA более сильно, будет нацелен на почки и, таким образом, менее 
вероятно, что он будет выведен из организма. Липид или липидный лиганд, который связывается с HSA 
менее сильно, можно применять для нацеливания конъюгата на почки. 

Согласно одному варианту осуществления липидный лиганд связывается с HSA. Например, лиганд 
может связываться с HSA с достаточной аффинностью, таким образом, распределение конъюгата в от-
личной от ткани почек ткани усиливается. Однако, как правило, аффинность не является настолько силь-
ной, что связывание HSA-лиганда не может быть необратимым. 

Согласно другому варианту осуществления липидный лиганд связывается с HSA слабо или вообще 
не связывается, так что распределение конъюгата в почке будет усиливаться. Другие фрагменты, кото-
рые нацелены на клетки почек, также можно применять вместо или в дополнение к липидным лигандам. 

Согласно другому аспекту лигандом является фрагмент, например, витамин, который поглощается 
целевой клеткой, например, пролиферирующей клеткой. Такие варианты являются особенно пригодны-
ми для лечения нарушений, характеризующихся нежелательной пролиферацией клеток, например, зло-
качественного или доброкачественного типа, например, раковых клеток. Иллюстративные витамины 
включают витамин А, Е и K. Другие иллюстративные витамины включают витамин В, например фолие-
вую кислоту, В12, рибофлавин, биотин, пиридоксаль или другие витамины или биогенные вещества, по-
глощаемые раковыми клетками. Также включены HSA и липопротеин низкой плотности (LDL). 

Средства, обеспечивающие проникновение в клетку 

Согласно другому аспекту лигандом является средство, обеспечивающее проникновение в клетку, такое 
как спиральное средство для проникновения в клетку. Согласно одному варианту осуществления средст-
во является амфипатическим. Иллюстративным средством является пептид, такой как tat или antennope-
dia. Если средство представляет собой пептид, то он может быть модифицированным, при этом средство 
может включать пептидилмиметик, инвертомеры, отличные от пептидных или псевдопептидные связи и 
применение D-аминокислот. Спиральное средство, как правило, представляет собой α-спиральное сред-
ство и может характеризоваться липофильной и липофобной фазой. 

Лигандом может быть пептид или пептидомиметик. Пептидомиметик (также называемый в данном 
документе олигопептидомиметиком) является молекулой, способной сворачиваться в определенную 
трехмерную структуру, подобную природному пептиду. Присоединение пептида или пептидомиметика к 
средствам на основе iRNA может влиять на фармакокинетическое распределение iRNA, например, по-
средством усиления распознавания клеток и абсорбции клетками. Фрагмент, представляющий собой 
пептид или пептидомиметик, может составлять примерно 5-50 аминокислот в длину, например, пример-
но 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 или 50 аминокислот в длину. 

Пептидом или пептидомиметиком, может быть, например, пептид, обеспечивающий проникнове-
ние в клетку, катионный пептид, амфипатический пептид или гидрофобный пептид (например, состоя-
щий главным образом из Tyr, Trp или Phe). Фрагментом, представляющим собой пептид, может быть 
пептид-дендример, пептид с ограниченной конформационной свободой или перекрестно сшитый пептид. 
Согласно другому альтернативному варианту фрагмент, представляющий собой пептид, может включать 
гидрофобную последовательность, контролирующую перенос через мембрану (MTS). Иллюстративный 
содержащий гидрофобную MTS пептид представляет собой RFGF с аминокислотной последовательно-
стью AAVALLPAVLLALLAP (SEQ ID NO: 3367). RFGF-аналог (например, аминокислотная последова-
тельность AALLPVLLAAP (SEQ ID NO:3368)), содержащий гидрофобную MTS, также может быть наце-
ливающим фрагментом. Фрагмент, представляющий собой пептид, может быть пептидом "для доставки", 
который может переносить большие полярные молекулы, в том числе пептиды, олигонуклеотиды и бел-
ки, через клеточные мембраны. Например, последовательности белка Tat HIV (GRKKRRQRRRPPQ SEQ 
ID NO:3369)) и белка Antennapedia Drosophila (RQIKIWFQNRRMKWKK (SEQ ID NO: 3370)) способны 
функционировать в качестве пептидов для доставки. Пептид или пептидомиметик могут кодироваться 
случайными последовательностями ДНК, как, например, пептид, идентифицированный из библиотеки 
фагового дисплея или комбинаторной библиотеки "одна гранула-одно соединение" (ОВОС) (Lam et al., 
Nature, 354: 82-84, 1991). Как правило, пептид или пептидомиметик, связанный со средством на основе 
dsRNA посредством введенной мономерной единицы, представляет собой нацеливающий на клетку пеп-
тид, такой как содержащий аргинин-глицин-аспарагиновую кислоту (RGD) пептид или RGD-миметик. 
Фрагмент, представляющий собой пептид, может характеризоваться длиной в диапазоне от приблизи-
тельно 5 аминокислот до приблизительно 40 аминокислот. Фрагменты, представляющие собой пептиды, 
могут характеризоваться структурной модификацией, как например, для повышения стабильности или 
управления конформационными свойствами. Можно использовать любые из структурных модификаций, 
описанных ниже. 
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RGD-пептид для применения в композициях и способах согласно настоящему изобретению может 
быть линейным или циклическим и может быть модифицированным, например, гликозилированным или 
метилированным, для облегчения нацеливания на конкретную(определенные) ткань(ткани). RGD-
содержащие пептиды и пептидомиметики могут включать D-аминокислоты, а также синтетические 
RGD-миметики. В дополнение к RGD можно применять другие фрагменты, которые нацелены на лиганд 
интегрин. Предпочтительные конъюгаты этого лиганда нацелены на РЕСАМ-1 или VEGF. 

Фрагмент, представляющий собой RGD-пептид, можно применять для нацеливания на конкретный 
тип клетки, например, опухолевую клетку, такую как эндотелиальная опухолевая клетка или опухолевая 
клетка рака молочной железы (Zitzmann et al., Cancer Res., 62:5139-43, 2002). RGD-пептид может облег-
чать нацеливание средства на основе dsRNA на опухоли ряда других тканей, в том числе легкого, почки, 
селезенки или печени (Aoki et al., Cancer Gene Therapy 8:783-787, 2001). Как правило, RGD-пептид будет 
облегчать нацеливание средства на основе iRNA на почку. RGD-пептид может быть линейным или цик-
лическим и может быть модифицированным, например, гликозилированным или метилированным, для 
облегчения нацеливания на конкретные ткани. Например, гликозилированный RGD-пептид может дос-
тавлять средство на основе iRNA к опухолевой клетке, экспрессирующей αVβ3(Haubner et al., Jour. Nucl. 
Med., 42: 326-336, 2001). 

"Пептид, обеспечивающий проникновение в клетку" способен проникать в клетку, например, мик-
робную клетку, такую как клетка бактерии или гриба, или клетку млекопитающего, такую как клетка 
человека. Пептидом, обеспечивающим проникновение в микробную клетку, например, может быть α-
спиральный линейный пептид (например, LL-37 или Ceropin PI), содержащий дисульфидную связь пеп-
тид (например, α-дефензин, β-дефензин или бактенецин) или пептид, содержащий только одну или две 
преобладающие аминокислоты (например, PR-39 или индолицидин). Пептид, обеспечивающий проник-
новение в клетку, также может включать клеточный сигнал внутриядерной локализации (NLS). Напри-
мер, пептидом, обеспечивающим проникновение в клетку, может быть двухкомпонентный амфипатиче-
ский пептид, такой как MPG, который получен из домена слитого пептида gp41 HIV-1 и NLS из большо-
го Т-антигена SV40 (Simeoni et al., Nucl. Acids Res. 31: 2717-2724, 2003). 

Углеводные конъюгаты 

Согласно некоторым вариантам осуществления композиций и способов по настоящему изобрете-
нию олигонуклеотид iRNA дополнительно содержит углевод. Конъюгированная с углеводом iRNA явля-
ется предпочтительной для in vivo доставки нуклеиновых кислот, а также композиций, пригодных для in 
vivo терапевтического применения, описанного в данном документе. Используемое в данном документе 
выражение "углевод" относится к соединению, которое представляет собой углевод per se, образованный 
из одного или нескольких единиц моносахаридов, имеющих по меньшей мере 6 атомов углерода (кото-
рые могут быть линейными, разветвленными или циклическими) с атомом кислорода, азота или серы, 
связанным с каждым атомом углерода; или соединению, имеющему в качестве его части углеводный 
фрагмент, образованный из одного или нескольких единиц моносахаридов, каждая из которых имеет по 
меньшей мере шесть атомов углерода (которые могут быть линейными, разветвленными или цикличе-
скими) с атомом кислорода, азота или серы, связанным с каждым атомом углерода. Типичные углеводы 
включают сахара (моно-, ди-, три- и олигосахариды, содержащие от приблизительно 4, 5, 6, 7, 8 или 9 
единиц моносахаридов) и полисахариды, такие как крахмалы, гликоген, целлюлоза и полисахаридные 
смолы. Определенные моносахариды включают С5 и более (например, С5, С6, С7 или С8) сахара; ди- и 
трисахариды включают сахара с двумя или тремя единицами моносахаридов (например, С5, С6, С7 или 
С8). 

Согласно одному варианту осуществления углеводный конъюгат содержит моносахарид. Согласно 
одному варианту осуществления моносахаридом является N-ацетилгалактозамин (GalNAc). Конъюгаты 
GalNAc описаны, например, в патенте США № 8106022, все содержимое которого, таким образом, вклю-
чено в данный документ при помощи ссылки. Согласно некоторым вариантам осуществления конъюгат 
GalNAc выполняет роль лиганда, который нацеливает iRNA к конкретным клеткам. Согласно некоторым 
вариантам осуществления конъюгат GalNAc нацеливает iRNA к клеткам печени, например, выполняя 
роль лиганда для рецептора асиалогликопротеина в клетках печени (например, гепатоцитах). 

Согласно некоторым вариантам осуществления углеводный конъюгат содержит одно или несколько 
производных GalNAc. Производные GalNAc могут быть присоединены с помощью линкера, например, 
двухвалентного или трехвалентного разветвленного линкера. Согласно некоторым вариантам осуществ-
ления лиганд GalNAc конъюгирован с 3'-концом смысловой нити. Согласно некоторым вариантам осу-
ществления конъюгат GalNAc конъюгирован со средством на основе iRNA (например, с 3'-концом смы-
словой нити) с помощью линкера, например, линкера, описанного в данном документе. 
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Согласно некоторым вариантам осуществления конъюгат GalNAc представляет собой 

 
Согласно некоторым вариантам осуществления средство для RNAi присоединено к углеводному 

конъюгату с помощью линкера, как показано в следующей схеме, где X представляет собой О или S 

 
Согласно некоторым вариантам осуществления средство для RNAi конъюгировано с L96, как опре-

делено в табл. 1 и показано ниже 

 
Согласно некоторым вариантам осуществления углеводный конъюгат для применения в компози-

циях и способах согласно настоящему изобретению выбирают из группы, состоящей из 
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Другой типичный углеводный конъюгат для применения в вариантах осуществления, описанных в 

данном документе, включает без ограничения 

 
(Формула XXIII),  

где один из X или Y представляет собой олигонуклеотид, другой представляет собой водород. 
Согласно некоторым вариантам осуществления углеводный конъюгат дополнительно содержит 

один или несколько дополнительных лигандов, описанных выше, таких как без ограничения Pk-
модулятор и/или пептид, обеспечивающий проникновение в клетку. 

Согласно одному варианту осуществления iRNA согласно настоящему изобретению конъюгирована 
с углеводом с помощью линкера. Неограничивающие примеры углеводных конъюгатов с iRNA с линке-
рами композиций и способов согласно настоящему изобретению включают без ограничения 
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(Формула XXX), 

где один из X или Y представляет собой олигонуклеотид, другой представляет собой водород. 
Линкеры 

Согласно некоторым вариантам осуществления конъюгат или лиганд, описанные в данном доку-
менте, могут быть присоединены к олигонуклеотиду iRNA с помощью различных линкеров, которые 
могут быть расщепляемыми или нерасщепляемыми. 

Выражение "линкер" или "линкерная группа" означает органический фрагмент, который соединяет 
две части соединения, например, связывает ковалентными связями две части соединения. Линкеры, как 
правило, содержат прямую связь или атом, такой как кислород или сера, единицу, такую как NR8, С(О), 
C(O)NH, SO, SO2, SO2NH или цепь из атомов, такую как без ограничения замещенный или незамещен-
ный алкил, замещенный или незамещенный алкенил, замещенный или незамещенный алкинил, арилал-
кил, арилалкенил, арилалкинил, гетероарилалкил, гетероарилалкенил, гетероарилалкинил, гетероцикли-
лалкил, гетероциклиалкенил, гетероциклиалкинил, арил, гетероарил, гетероциклил, циклоалкил, цикло-
алкенил, алкиларилалкил, алкиларилалкенил, алкиларилалкинил, алкениларилалкил, алкениларилалке-
нил, алкениларилалкинил, алкиниларилалкил, алкиниларилалкенил, алкиниларилалкинил, алкилгетеро-
алкил, алкилгетероарилалкенил, алкилгетероарилалкинил, алкерингетероарилалкил, алкенилгетероари-
лалкенил, алкерилгетероалкинил, алкилгетероарилалкил, алкинилгетероарилалкенил, алкинилгетероари-
лалкинил, алкилгетероциклилалкил, алкилгетероциклилалкенил, алкилгетероциклилалкинил, алкенилге-
тероциклилалкил, алкенилгетероциклилалкенил, алкенилгетероциклилалкинил, алкинилгетероциклилал-
кил, алкинилгетероциклилалкенил, алкинилгетероциклилалкинил, алкиларил, алкениларил, алкиниларил, 
алкилгетероарил, алкенилгетероарил, алкинилгетероарил, в которых один или несколько метиленов мо-
гут прерываться или оканчиваться О, S, S(O), SO2, N(R8), С(О), замещенным или незамещенным арилом, 
замещенным или незамещенным гетероарилом, замещенным или незамещенным гетероциклилом; где R8 
представляет собой водород, ацил, алифатический или замещенный алифатический компонент. Согласно 
одному варианту осуществления линкер составляет приблизительно 1-24 атома, 2-24, 3-24, 4-24, 5-24, 6-
24, 6-18, 7-18, 8-18 атомов, 7-17, 8-17, 6-16, 7-16 или 8-16 атомов. 

Согласно одному варианту осуществления dsRNA согласно настоящему изобретению конъюгиро-
вана с двухвалентным и трехвалентным разветвленным линкером, выбранным из группы структур, пока-
занных в любой из формул (XXXI)-(XXXIV): 
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где 
q2A, q2B, q3 A, q3B, q4A, q4B, q5A, q5B и q5C независимо представляют собой для каждого случая 

0-20, и где повторяющаяся единица может быть рдинаковой или различной; 
каждая из Р2А, Р2В, Р3А, P3B, Р4А, Р4В, Р5А, Р5В, Р5С, Т2А, Т2В, Т3А, T3B, Т4А, Т4В, Т4А, Т5В, Т5С независимо 

для каждого случая отсутствует, представляет собой СО, NH, О, S, ОС(О), NHC(O), CH2, CH2NH или 
СН2О; 

Q2A, Q2B, Q3A, Q3B, Q4A, Q4B, Q5A, Q5B, Q5C независимо для каждого случая отсутствует, представляет 
собой алкилен, замещенный алкилен, где один или несколько метиленов могут прерываться или оканчи-
ваться одним или несколькими из О, S, S(O), SO2, N(RN ), C(R')=C(R"), С≡С или С(О); 

каждый из R2A, R2B, R3A, R3B, R4A, R4B, R5A, R5B, R5C независимо для каждого случая отсутствует, 
представляет собой NH, О, S, CH2, C(O)O, C(O)NH, NHCH(Ra)C(O), -C(O)-CH(Ra)-NH-, CO, CH=N-O, 

 

 
или гетероциклил; 
L2A, L2B, L3A, L3B, L4A, L4B, L5A, L5B и L5C представляют собой лиганд; т.е. независимо для каждого 

случая моносахарид (такой как GalNAc), дисахарид, трисахарид, тетрасахарид, олигосахарид или поли-
сахарид; и Ra представляет собой Н или аминокислотную боковую цепь. Трехвалентные конъюгирующие 
производные GalNAc особенно пригодны для применения со средствами на основе RNAi для ингибиро-
вания экспрессии целевого гена, такие как из формулы (XXXV): 

 
где L5A, L5B и L5C представляют собой моносахарид, такой как производное GalNAc. 
Примеры подходящих двухвалентных и трехвалентных разветвленных линкерных групп, конъюги-

рующих производные GalNAc, включают без ограничения структуры, приведенные выше в виде формул 
II, VII, XI, X и XIII. 

Расщепляемая линкерная группа представляет собой группу, которая достаточно стабильна вне 
клетки, но которая при вхождении в целевую клетку расщепляется с высвобождением двух частей, кото-
рые линкер удерживает вместе. Согласно предпочтительному варианту осуществления расщепляемая 
линкерная группа расщепляется приблизительно в 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 раз или более, или по 
меньшей мере приблизительно в 100 раз быстрее в целевой клетке или при первом упомянутом условии 
(которое можно, например, выбрать для имитации или моделировании внутриклеточных условий), чем в 
крови субъекта или при втором упомянутом условии (которое можно, например, выбрать для имитации 
или моделирования условий, которые имеют место в крови или сыворотке). 

Расщепляемые линкерные группы восприимчивы к средствам расщепления, например, рН, редокс-
потенциалу или присутствию разрушающих молекул. Как правило, средства расщепления более распро-
странены или встречаются при более высоких уровнях или при большей активности внутри клетки, чем в 
сыворотке или крови. Примеры таких разрушающих средств включают окислительно-восстановительные 
средства, которые выбирают для конкретных субстратов или которые не обладают специфичностью к 
субстратам, в том числе, например, окислительные или восстановительные ферменты или восстанови-
тельные средства, такие как меркаптаны, присутствующие в клетках, которые могут разрушать редокс-
расщепляемую линкерную группу путем восстановления; эстеразы; эндосомы или средства, которые мо-
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гут создавать кислую среду, например, таковые, которые приводят к рН, равному пять или ниже; фер-
менты, которые могут гидролизовать или разрушать расщепляемую кислотой линкерную группу, дейст-
вуя в качестве универсальной кислоты, пептидазы (которые могут быть субстрат-специфичными) и фос-
фатазы. 

Расщепляемая линкерная группа, такая как дисульфидная связь, может быть восприимчивой к рН. 
рН сыворотки человека составляет 7,4, в то время как средняя внутриклеточная рН немного ниже, и на-
ходится в диапазоне приблизительно 7,1-7,3. Эндосомы характеризуются более кислым рН в диапазоне 
5,5-6,0, а лизосомы характеризуются еще более кислым рН, приблизительно 5,0. Некоторые линкеры бу-
дут содержать расщепляемую линкерную группу, которая расщепляется при предпочтительном рН, тем 
самым высвобождается катионный липид из лиганда внутрь клетки или в предпочтительный компар-
тмент клетки. 

Линкер может включать расщепляемую линкерную группу, которая расщепляется конкретным 
ферментом. Тип расщепляемой линкерной группы, включенной в линкер, может зависеть от клетки, под-
лежащей нацеливанию. Например, лиганд, нацеливаемый на печень, может быть связан с катионным 
липидом с помощью линкера, который включает эфирную группу. Клетки печени содержат много эсте-
раз, и, таким образом, линкер может быть расщеплен более эффективно в клетках печени, чем в клетках, 
которые не содержат много эстераз. Другие типы клеток с высоким содержанием эстераз включают 
клетки легкого, коры почек и семенника. 

Линкеры, которые содержат пептидные связи, можно применять при нацеливании на другие типы 
клеток с высоким содержанием пептидаз, такие как клетки печени и синовиоциты. 

Как правило, пригодность кандидатной расщепляемой линкерной группы может быть оценена с 
помощью тестирования способности разрушающего средства (или условия) расщеплять линкерную 
группу. Кроме того, желательным также является тестирование кандидатной расщепляемой линкерной 
группы в отношении способности выдерживать расщепление в крови или при контакте с другой нецеле-
вой тканью. Таким образом, можно определить относительную восприимчивость расщеплению между 
первым и вторым условием, где первое выбирают в качестве показателя расщепления в целевой клетке и 
второе выбирают в качестве показателя расщепления в других тканях или биологическим жидкостях, 
например, крови или сыворотке. Оценки можно проводить в бесклеточных системах, в клетках, в куль-
туре клеток, в культуре органов или тканей или для целых животных. Может быть полезным выполнять 
первоначальные измерения в условиях бесклеточной системы или в условиях культуры, а подтверждать 
с помощью дополнительных измерений на целых животных. Согласно предпочтительным вариантам 
осуществления пригодные кандидатные соединения расщепляются по меньшей мере приблизительно в 2, 
4, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 или приблизительно в 100 раз быстрее в клетке (или в in vitro условиях, 
выбранных для имитации внутриклеточных условий) по сравнению с кровью или сывороткой (или в in 
vitro условиях, выбранных для имитации внеклеточных условий). 

Расщепляемые с помощью редокс-потенциала линкерные группы 

Согласно одному варианту осуществления расщепляемая линкерная группа представляет собой 
расщепляемую с помощью редокс-потенциала линкерную группу, которая расщепляется при восстанов-
лении или окислении. Примером расщепляемой при восстановлении линкерной группы является ди-
сульфидная линкерная группа (-S-S-). Для определения того, является ли кандидатная расщепляемая 
линкерная группа подходящей "расщепляемой при восстановлении линкерной группой" или, например, 
подходящей для применения с определенным фрагментом iRNA и определенным нацеливающим средст-
вом, можно обратиться к способам, описанным в данном документе. Например, кандидат может быть 
оценен при помощи инкубирования с дитиотреитолом (DTT) или другим восстанавливающим средством 
с применением реактивов, известных в уровне техники, которые имитируют скорость расщепления, ко-
торая наблюдалась бы в клетке, например, целевой клетке. Кандидаты также могут быть оценены в усло-
виях, которые выбирают для имитации условий в крови или сыворотке. Согласно одному варианту кан-
дидатные соединения расщепляются в наибольшей степени приблизительно на 10% в крови. Согласно 
другим вариантам осуществления пригодные кандидатные соединения разрушаются по меньшей мере 
приблизительно в 2, 4, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 или приблизительно в 100 раз быстрее в клетке 
(или в in vitro условиях, выбранных для имитации внутриклеточных условий) по сравнению с кровью 
(или в in vitro условиях, выбранных для имитации внеклеточных условий). Скорость расщепления кан-
дидатных соединений может быть определена при помощи стандартных анализов ферментативной кине-
тики в условиях, выбранных для имитации внутриклеточных сред, и по сравнению с условиями, выбран-
ными для имитации внеклеточных сред. 

Фосфатные расщепляемые линкерные группы 

Согласно другому варианту осуществления расщепляемый линкер содержит фосфатную расщеп-
ляемую линкерную группу. Фосфатная расщепляемая линкерная группа расщепляется средствами, кото-
рые разрушают или гидролизуют фосфатную группу. Примером средства, которое расщепляет фосфат-
ные группы в клетках, являются ферменты, такие как клеточные фосфатазы. Примерами фосфатных 
линкерных групп 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-
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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-, -O-P(S)(H)-S-. Предпочтительным вариантом осуществления является -О-Р(О)(ОН)-О-. 
Эти кандидаты могут быть оценены при помощи способов, аналогичных описанным выше. 

Расщепляемые кислотами линкерные группы 

Согласно другому варианту осуществления расщепляемый линкер содержит расщепляемую кисло-
той линкерную группу. Расщепляемая кислотой линкерная группа представляет собой линкерную груп-
пу, которая расщепляется при кислых условиях. Согласно предпочтительным вариантам осуществления 
расщепляемые кислотой линкерные группы расщепляются в кислой среде с рН приблизительно 6,5 или 
ниже (например, приблизительно 6,0, 5,75, 5,5, 5,25, 5,0 или ниже), или с помощью средств, таких как 
ферменты, которые могут выступать в роли универсальной кислоты. В клетке определенные органеллы с 
низким рН, такие как эндосомы и лизосомы, обеспечивают среду расщепления для расщепляемых кисло-
тами линкерных групп. Примеры расщепляемых кислотами линкерных групп включают без ограничения 
гидразоны, сложные эфиры и сложные эфиры аминокислот. Расщепляемые кислотами группы могут ха-
рактеризоваться общей формулой -C=NN-, C(O)O или -ОС(О). Предпочтительным вариантом осуществ-
ления является случай, когда углерод, присоединяемый к кислороду сложного эфира (алкоксигруппе), 
представляет собой арильную группу, замещенную алкильную группу или четвертичную алкильную 
группу, такую как диметилпентил или трет-бутил. Эти кандидаты могут быть оценены при помощи спо-
собов, аналогичных описанным выше. 

Сложноэфирные расщепляемые линкерные группы 

Согласно другому варианту осуществления расщепляемый линкер содержит сложноэфирную рас-
щепляемую линкерную группу. Сложноэфирная расщепляемая линкерная группа расщепляется фермен-
тами, такими как клеточные эстеразы и амидазы. Примеры сложноэфирных расщепляемых линкерных 
групп включают без ограничения сложные эфиры с алкиленовыми, алкениленовыми и алкиниленовыми 
группами. Сложноэфирные расщепляемые линкерные группы характеризуются общей формулой -
С(О)О- или -ОС(О)-. Эти кандидаты могут быть оценены при помощи способов, аналогичных описан-
ным выше. 

Пептидные расщепляемые линкерные группы 

Согласно еще одному варианту осуществления расщепляемый линкер содержит пептидную расще-
пляемую линкерную группу. Пептидная расщепляемая линкерная группа расщепляется ферментами, та-
кими как клеточные пептидазы и протеазы. Пептидные расщепляемые линкерные группы представляют 
собой пептидные связи, образованные между аминокислотами с получением олигопептидов (например, 
дипептидов, трипептидов и т.д.) и полипептидов. Пептидные расщепляемые группы не включают амид-
ную группу (-C(O)NH-). Амидная группа может образовываться между любым алкиленом, алкениленом 
или алкинеленом. Пептидная связь представляет собой особый тип амидной связи, образованной между 
аминокислотами с получением пептидов и белков. Пептидная расщепляемая группа, как правило, огра-
ничена пептидной связью (т. е. амидной связью), образованной между аминокислотами, с образованием 
пептидов и белков, и не включает всю амидную функциональную группу. Пептидные расщепляемые 
линкерные группы характеризуются общей формулой - NHCHRAC(O)NHCHRBC(O)-, где RA и RB 
представляют собой R-группы двух соседних аминокислот. Эти кандидаты могут быть оценены при по-
мощи способов, аналогичных описанным выше. 

Иллюстративные патенты США, в которых описывается получение конъюгатов РНК, включают без 
ограничения 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; 
5585,481; 5587371; 5595726; 5597696; 5599923; 5599928 и 5688941; 6294664; 6320017; 6576752; 6783931; 
6900297; 7037646; 8106022, полное содержание каждого из которых включено в данный документ при 
помощи ссылки. 

Нет необходимости, чтобы все положения в данном соединении были единообразно модифициро-
ванными, и, фактически, более чем одна из вышеупомянутых модификаций может быть включена в одно 
соединение или даже в один нуклеозид в iRNA. Настоящее изобретение также предусматривает соедине-
ния iRNA, которые являются химерными соединениями. 

"Химерные" соединения iRNA, или "химеры", в контексте настоящего изобретения представляют 
собой соединения iRNA, например, dsRNA, которые содержат две или более химически разных участка, 
при этом каждый состоит по меньшей мере из одной мономерной единицы, т.е. нуклеотида, в случае со-
единения dsRNA. Такие iRNA, как правило, содержат по меньшей мере один участок, где РНК модифи-
цируют так, чтобы придать iRNA повышенную устойчивость к разрушению нуклеазой, улучшенный за-
хват клеткой и/или повышенную аффинность связывания с целевой нуклеиновой кислотой. Дополни-
тельный участок iRNA может служить в качестве субстрата для ферментов, способных расщеплять гиб-
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риды РНК:ДНК или РНК:РНК. В качестве примера, РНКаза Н является клеточной эндонуклеазой, кото-
рая расщепляет нить РНК дуплекса РНК ДНК Активация РНКазы Н, следовательно, приводит к расщеп-
лению целевой РНК со значительным повышением, таким образом, эффективности ингибирования экс-
прессии гена посредством iRNA. Следовательно, при применении химерных dsRNA сравниваемые ре-
зультаты часто могут быть получены для более коротких iRNA по сравнению с фосфотиоатдезокси dsR-
NA, гибридизирующимися с тем же целевым участком. Расщепление целевой РНК, как правило, можно 
выявить путем гель-электрофореза и при необходимости с помощью ассоциированных с гибридизацией 
нуклеиновых кислот методик, известных в уровне техники. 

В некоторых случаях РНК из iRNA может быть модифицирована группой, не являющейся лиган-
дом. Ряд молекул, не являющихся лигандами, конъюгировали с iRNA для усиления активности, распре-
деления в клетке или клеточного захвата iRNA, и процедуры для выполнения таких типов конъюгирова-
ния доступны в научной литературе. В такие фрагменты, не являющиеся лигандами, включены липидные 
фрагменты, такие как холестерин (Kubo, Т. et al., Biochem. Biophys. Res. Comrn., 2007, 365(1):54-61; 
Letsinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1989, 86:6553), холевая кислота (Manoharan et al., Bioorg. Med. 
Chem. Lett., 1994, 4:1053), тиоэфир, например, гексил-F-тритилтиол (Manoharan et al., Ann. N.Y. Acad. 
Sci., 1992, 660:306; Manoharan et al, Bioorg. Med. Chem. Let., 1993, 3:2765), тиохолестерин (Oberhauser et 
al., Nucl. Acids Res., 1992, 20:533), алифатическая цепь, например, додекандиоловые или ундециловые 
остатки (Saison-Behmoaras et al., EMBO J., 1991, 10:111; Kabanov et al., FEBS Lett, 1990, 259:327; Svinar-
chuk et al., Biochimie, 1993, 75:49), фосфолипид, например ди-гексадецил-рац-глицерин или 1,2-ди-О-
гексадецил-рац-глицеро-3-Н-фосфонат триэтиламмония (Manoharan et al., Tetrahedron Lett., 1995, 
36:3651; Shea et al, Nucl. Acids Res., 1990, 18: 3777), полиамин или полиэтиленгликольная цепь (Manoha-
ran et al., Nucleosides & Nucleotides, 1995, 14:969) или адамантануксусная кислота (Manoharan et al., Tet-
rahedron Lett., 1995, 36:3651), пальмитиловый фрагмент (Mishra et al., Biochim. Biophys. Acta, 1995, 
1264:229), или октадециламин, или гексиламино-карбонил-оксихолестериновый фрагмент (Crooke et al., 
J. Pharmacol. Exp. Then, 1996, 277:923). Иллюстративные патенты Соединенных Штатов, которые описы-
вают получение таких конъюгатов РНК, были приведены выше. Типичные протоколы конъюгирования 
предусматривают синтез РНК, несущих аминолинкер в одном или нескольких положениях последова-
тельности. Затем проводят реакцию аминогруппы с молекулой, подлежащей конъюгированию, при по-
мощи соответствующих реагентов конденсации или активации. Реакция конъюгирования может быть 
выполнена либо с РНК, все еще связанной с твердой подложкой, либо после расщепления РНК в фазе 
раствора. Очистка конъюгата РНК с помощью HPLC, как правило, дает чистый конъюгат. 

Доставка iRNA 

Доставка iRNA нуждающемуся в этом субъекту может быть осуществлена несколькими различны-
ми путями. Доставку in vivo можно осуществлять непосредственно путем введения субъекту компози-
ции, содержащей iRNA, например dsRNA. Альтернативно, доставку можно осуществлять опосредованно 
путем введения одного или нескольких векторов, которые кодируют и направляют экспрессию iRNA. 
Такие альтернативные случаи описаны далее ниже. 

Прямая доставка 

Как правило, любой способ доставки молекулы нуклеиновой кислоты может быть адаптирован для 
применения с iRNA (см., например, Akhtar S. and Julian RL. (1992) Trends Cell. Biol. 2(5): 139-144 и WO 
94/02595, которые включены в данный документ при помощи ссылки в своей полноте). Однако, сущест-
вуют три фактора, которые необходимо учитывать для успешной доставки молекулы iRNA in vivo: (а) 
биологическая стабильность доставляемой молекулы, (2) предупреждение неспецифических эффектов, и 
(3) накопление доставляемой молекулы в целевой ткани. Неспецифические эффекты iRNA могут быть 
сведены к минимуму путем локального введения, например, путем прямой инъекции, или вживления в 
ткань (в качестве неограничивающего примера опухоли), или местного введения препарата. Локальное 
введение в место обработки максимально увеличивает локальную концентрацию средства, ограничивает 
воздействие средства на системные ткани, которые в ином случае могут быть повреждены средством или 
которые могут разрушить средство, и позволяет вводить более низкую общую дозу молекулы iRNA. В 
нескольких исследованиях был показан эффективный нокдаун генных продуктов при введении iRNA 
локально. Например, было показано, что внутриглазная доставка dsRNA к VEGF как путем инъекции в 
стекловидное тело макаков-крабоедов (Tolentino, MJ., et al. (2004) Retina 24: 132-138), так и субретиналь-
ных инъекций мышам (Reich, SJ., et al (2003) Mol. Vis. 9: 210-216) предупреждают неоваскуляризацию в 
экспериментальной модели возрастной дегенерации макулы. Кроме того, прямая внутриопухолевая инъ-
екция dsRNA мышам снижает объем опухолей (Pille, J., et al. (2005) Mol. Ther. 11: 267-274) и может уве-
личивать выживаемость мышей с опухолями (Kim, WJ., et al. (2006) Mol. Ther. 14: 343-350; Li, S., et al. 
(2007) Mol. Ther. 15: 515-523). РНК-интерференция также была успешной при локальной доставке к CNS 
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 Neurosci. 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) и к легким путем интраназального введения (Howard, KA., et al. (2006) Mol. 
Ther. 14: 476-484; Zhang, X., et al. (2004) J. Biol. Chem. 279:10677-10684; Bitko, V., et al. (2005) Nat. Med. 
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11:50-55). Что касается системного введения iRNA для лечения заболевания, РНК может быть модифи-
цирована или, альтернативно, доставлена при помощи системы доставки лекарственного средства; оба 
способа служат для предупреждения быстрого разрушения dsRNA эндо- и экзонуклеазами in vivo. 

Модификация РНК или фармацевтический носитель также могут обеспечивать нацеливание компо-
зиции на основе iRNA на целевую ткань, и с их помощью можно избежать нежелательных нецелевых 
эффектов. Молекулы iRNA можно модифицировать при помощи химической конъюгации с другими 
группами, например, липидной или углеводной группой, описанными в данном документе. Такие конъю-
гаты можно применять для нацеливания iRNA на определенные клетки, например, клетки печени, на-
пример, гепатоциты. Например, конъюгаты GalNAc или составы на основе липидов (например, LNP) 
можно применять для нацеливания iRNA на определенные клетки, например, клетки печени, например, 
гепатоциты. 

Липофильные группы, такие как холестерин, улучшают захват клеткой и предупреждают разруше-
ние. Например, направленную против АроВ iRNA, конъюгированную с фрагментом, представляющим 
собой липофильный холестерин, инъецировали системно мышам, что приводило к нокдауну mRNA apoB 
как в печени, так и в тонкой кишке (Soutschek, J., et al. (2004) Nature 432:173-178). Как было показано, 
конъюгация iRNA с аптамером способствует ингибированию роста опухоли и опосредует регресс опухо-
ли на мышиных моделях рака предстательной железы (McNamara, JO., et al. (2006) Nat. Biotechnol. 24: 
1005-1015). Согласно альтернативному варианту осуществления iRNA можно доставлять с помощью 
систем доставки лекарственных средств, таких как наночастица, дендример, полимер, липосомы или ка-
тионная система доставки. Положительно заряженные катионные системы доставки способствуют свя-
зыванию молекулы iRNA (отрицательно заряженной) и также увеличивают взаимодействия на отрица-
тельно заряженной клеточной мембране с обеспечением эффективного захвата iRNA клеткой. Катион-
ные липиды, дендримеры или полимеры могут либо быть связанными с iRNA, либо их индуцируют с 
целью образования везикулы или мицеллы (см., например, Kim SH., et al. (2008) Journal of Controlled Re-
lease 129(2): 107-116), которые заключают в себя iRNA. Образование везикул или мицелл также преду-
преждает разрушение iRNA при введении системно. Способы получения и введения катионных ком-
плексов с iRNA находятся в пределах квалификации специалиста в данной области (см., например, 
Sorensen, DR., et al. (2003) J. Mol. Biol 327: 761-766; Verma, UN., et al. (2003) Clin. Cancer Res. 9: 1291-
1300; Arnold, AS et al. (2007) J. Hypertens. 25:197-205, которые включены в данный документ при помощи 
ссылки во всей своей полноте). Некоторые неограничивающие примеры систем доставки лекарственных 
средств, пригодных для системной доставки iRNA, включают DOTAP (Sorensen, DR., et al. (2003), выше; 
Verma, UN., et al. (2003), выше), олигофектамин, "твердые частицы с нуклеиновой кислотой-липидом" 
(Zimmermann, TS., et al (2006) Nature 441:111-114), кардиолипин (Chien, PY., et al (2005) Cancer Gene 
Ther. 12:321-328; Pal, A., et al (2005) Int J. Oncol. 26:1087-1091), полиэтиленимин (Bonnet ME., et al (2008) 
Pharm. Res. электронная публикация перед печатью 16 августа; Aigner, A. (2006) J. Biomed. Biotechnol. 
71659), содержащие Arg-Gly-Asp (RGD) пептиды (Liu, S. (2006) Mol. Pharm. 3:472-487) и полиамидоами-
ны (Tomalia, DA., et al (2007) Biochem. Soc. Trans. 35:61-67; Yoo, H., et al (1999) Pharm. Res. 16:1799-
1804). Согласно некоторым вариантам осуществления iRNA образуют комплекс с циклодекстрином для 
системного введения. Способы введения и фармацевтические композиции на основе iRNA и циклодекст-
ринов можно найти в патенте США № 7427605, который включен в данный документ при помощи ссыл-
ки во всей своей полноте. 

Кодируемые векторами iRNA 

Согласно другому аспекту iRNA, нацеленная на ген ALAS1, может экспрессироваться из транс-
крипционных единиц, вставленных в ДНК- или РНК-векторы (см., например, Couture, A, et al., TIG. 
(1996), 12:5-10; Skillern, A., et al., международную публикацию согласно РСТ № WO 00/22113, Conrad, 
международную публикацию согласно РСТ № WO 00/22114 и Conrad, патент США № 6054299). Экс-
прессия может быть временной (порядка от часов до недель) или длительной (от недель до месяцев или 
дольше) в зависимости от конкретной применяемой конструкции и целевой ткани или типа клеток. Такие 
трансгены можно вводить в виде линейной конструкции, кольцевой плазмиды или вирусного вектора, 
который может быть интегрирующим или неинтегрирующим вектором. Трансген также может быть 
сконструирован с возможностью наследования его в виде экстрахромосомной плазмиды (Gassmann, et 
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1995) 92: 1292). 

Отдельные нить или нити iRNA могут транскрибироваться с промотора вектора экспрессии. В тех 
случаях, когда необходимо экспрессировать две отдельные нити с получением, например, dsRNA, тогда 
в целевую клетку можно совместно вводить два отдельных вектора экспрессии (например, путем транс-
фекции или инфекции). Альтернативно, каждая отдельная нить dsRNA может транскрибироваться с уча-
стием промоторов, оба из которых расположены в одной и той же плазмиде экспрессии. Согласно одно-
му варианту осуществления dsRNA экспрессируется в инвертированном повторе, соединенном линкер-
ной полинуклеотидной последовательностью, таким образом, что dsRNA имеет структуру типа "стебель-
петля". 

Вектор экспрессии с iRNA, как правило, является ДНК-плазмидой или вирусным вектором. Вектор 
экспрессии, совместимый с эукариотическими клетками, например, с клетками позвоночных, можно 
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применять для получения рекомбинантных конструкций для экспрессии iRNA, как описано в данном 
документе. Векторы экспрессии для эукариотических клеток хорошо известны в уровне техники и дос-
тупны от ряда коммерческих источников. Как правило, такие векторы содержат удобные сайты рестрик-
ции для вставки необходимого сегмента нуклеиновой кислоты. Доставка векторов, экспрессирующих 
iRNA, может быть системной, как, например, путем внутривенного или внутримышечного введения, пу-
тем введения в целевые клетки, эксплантированные от пациента, с последующим обратным введением 
пациенту или путем любого другого способа, который обеспечивает возможность введения в необходи-
мую целевую клетку. 

Плазмиду экспрессии iRNA можно трансфицировать в целевую клетку в виде комплекса с носите-
лем на основе катионного липида (например, олигофектамином) или носителем на основе некатионных 
липидов (например, Transit-TKO). В настоящем изобретением также рассматриваются множественные 
трансфекции при помощи липидов для iRNA-опосредованного нокдауна, нацеленного на различные уча-
стки целевой РНК, на протяжении недели или более. Успешное введение векторов в клетки хозяина 
можно контролировать при помощи разнообразных известных способов. Например, о временной транс-
фекции может сообщать репортер, такой как флуоресцентный маркер, такой как зеленый флуоресцент-
ный белок (GFP). Стабильная трансфекция клеток ex vivo может быть подтверждена с применением мар-
керов, которые обеспечивают устойчивость трансфицированной клетки к определенным факторам окру-
жающей среды (например, антибиотикам и лекарственным средствам), как например, устойчивость к 
гигромицину В. 

Системы вирусных векторов, которые можно использовать для способов и композиций, описанных 
в данном документе, включают, без ограничения, (а) аденовирусные векторы; (b) ретровирусные векто-
ры, в том числе без ограничения лентивирусные векторы, вирус мышиного лейкоза Молони и т.д.; (с) 
векторы на основе аденоассоциированного вируса; (d) векторы на основе вируса простого герпеса; (е) 
векторы на основе SV40; (f) векторы на основе вируса полиомы; (g) векторы на основе вируса папилло-
мы; (h) векторы на основе пикорнавируса; (i) векторы на основе поксвируса, такого как ортопоксвирус, 
например, векторы на основе вируса осповакцины или авипокс, например, канарипокс или вируса оспы 
кур и (j) хелпер-зависимый или "слабый" аденовирус. Также преимущественными могут быть вирусы с 
нарушенной репликацией. Различные векторы будут или не будут встраиваться в геном клеток. При не-
обходимости, конструкции могут включать вирусные последовательности для трансфекции. Альтерна-
тивно, конструкция может быть включена в векторы, способные к эписомальной репликации, например, 
векторы на основе EPV и EBV. В конструкциях для рекомбинантной экспрессии iRNA, как правило, бу-
дут необходимы регуляторные элементы, например, промоторы, энхансеры и т.д. для обеспечения экс-
прессии iRNA в целевых клетках. Другие аспекты, учитываемые в отношении векторов и конструкций, 
описаны далее ниже. 

Векторы, пригодные для доставки iRNA, будут включать регуляторные элементы (промотор, эн-
хансер и т.д.), достаточные для экспрессии iRNA в необходимой целевой клетке или ткани. Регулятор-
ные элементы можно выбирать для получения либо конститутивной, либо регулируемой/индуцибельной 
экспрессии. 

Экспрессия iRNA может быть точно регулируемой, например, путем применения индуцибельной 
регуляторной последовательности, которая чувствительна к определенным физиологическим регулято-
рам, например, уровням циркулирующей глюкозы или гормонам (Docherty et al., 1994, FASEB J. 8: 20-
24). Такие индуцибельные экспрессирующие системы, подходящие для управления экспрессией dsRNA в 
клетках или у млекопитающих, включают, например, регулирование при помощи экдизона, при помощи 
эстрогена, прогестерона, тетрациклина, химических индукторов димеризации и изопропил-Р-D1-
тиогалактопиранозида (IPTG). Специалист в данной области сможет выбрать соответствующую регуля-
торную/промоторную последовательность, опираясь на предполагаемое использование трансгена iRNA. 

Согласно конкретному варианту осуществления можно применять вирусные векторы, которые со-
держат последовательности нуклеиновых кислот, кодирующие iRNA. Например, можно применять рет-
ровирусный вектор (см. Miller et al., Meth. Enzymol. 217: 581-599 (1993)). Такие ретровирусные векторы 
содержат компоненты, необходимые для правильной упаковки вирусного генома и интеграции в ДНК 
клетки-хозяина. Последовательности нуклеиновых кислот, кодирующие iRNA, клонируют в один или 
несколько векторов, которые облегчают доставку нуклеиновой кислоты в организм пациента. Более под-
робное описание ретровирусных векторов можно найти, например, в Boesen et al., Biotherapy 6:291-302 
(1994), в котором описано применение ретровирусного вектора для доставки гена mdr1 к гемопоэтиче-
ским стволовым клеткам для придания стволовым клеткам лучшей устойчивости к химиотерапии. Дру-
гими источниками, иллюстрирующими применение ретровирусных векторов в генной терапии, являют-
ся: Clowes et al., J. Clin. Invest. 93: 644-651 (1994); Kiem et al., Blood 83: 1467-1473 (1994); Salmons and 
Gunzberg, Human Gene Therapy 4: 129-141 (1993); и Grossman and Wilson, Curr. Opin. in Genetics and 
Devel. 3:110-114 (1993). Лентивирусные векторы, предусматриваемые для применения, включают, на-
пример, векторы на основе HIV, описанные в патентах США №№ 6143520; 5665557 и 5981276, которые 
включены в данный документ при помощи ссылки. 

Аденовирусы также предусматриваются для применения при доставке iRNA. Аденовирусы пред-
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ставляют собой особенно перспективные "проводники", например, для доставки генов к респираторному 
эпителию. Аденовирусы естественным образом инфицируют респираторный эпителий, где они вызыва-
ют заболевание с легким течением. Другими целями для основанных на аденовирусах системах доставки 
являются печень, центральная нервная система, эндотелиальные клетки и мышцы. Аденовирусы облада-
ют преимуществом в том смысле, что они способны инфицировать неделящиеся клетки. В Kozarsky and 
Wilson, Current Opinion in Genetics and Development 3:499-503 (1993) представлена обзорная статья о ген-
ной терапии на основе аденовирусов. В Bout et al., Human Gene Therapy 5:3-10 (1994) показано примене-
ние аденовирусных векторов для переноса генов в респираторный эпителий макак-резус. Другие приме-
ры применения аденовирусов в генной терапии можно найти в Rosenfeld et al., Science 252: 431-434 
(1991); Rosenfeld et al., Cell 68:143-155 (1992); Mastrangeli et al., J. Clin. Invest. 91: 225-234 (1993); публи-
кации согласно РСТ WO94/12649 и Wang, et al., Gene Therapy 2:775-783 (1995). Подходящий AV вектор 
для экспрессии iRNA, описанной в настоящем изобретении, способ конструирования рекомбинантного 
AV вектора и способ доставки вектора в целевые клетки описаны в Xia H et al. (2002), Nat. Biotech. 20: 
1006-1010. 

Также предусмотрено применение векторов на основе адено-ассоциированного вируса (AAV) 
(Walsh et al., Proc. Soc. Exp. Sci., USA 204:289-300 (1993); патент США № 5436146). Согласно одному 
варианту осуществления iRNA может экспрессироваться в виде двух отдельных комплементарных одно-
нитевых молекул РНК при помощи рекомбинантного AAV-вектора, например, либо с РНК-промоторами, 
U6 или H1, либо с промотором цитомегаловируса (CMV). Подходящие AAV-векторы для экспрессии 
dsRNA, описанной в настоящем изобретении, способы конструирования рекомбинантного AV вектора и 
способы доставки векторов в целевые клетки описаны в Samulski R et al. (1987), J. Virol. 61: 3096-3101; 
Fisher K J et al. (1996), J. Virol, 70: 520-532; Samulski R et al. (1989), J. Virol. 63: 3822-3826; патенте США 
№ 5252479; патенте США № 5139941; международной заявке на патент № WO 94/13788 и международ-
ной заявке на патент № WO 93/24641, полное раскрытие которых включено в данный документ при по-
мощи ссылки. 

Другой типичный вирусный вектор представляет собой поксвирус, такой как вирус осповакцины, 
например, аттенуированный вирус осповакцины, как, например, модифицированный вирус Анкара 
(MVA) или NYVAC, авипокс, как, например, вирус оспы кур или канарипокс. 

Тропизм вирусных векторов может быть модифицирован путем псевдотипирования векторов бел-
ками оболочки или другими поверхностными антигенами из других вирусов или путем замещения раз-
личных вирусных капсидных белков, в случае необходимости. Например, лентивирусные векторы можно 
подвергать псевдотипированию поверхностными белками из вируса везикулярного стоматита (VSV), 
вируса бешенства, вируса Эбола, вируса Мокола и т.п. AAV-векторы можно получать для нацеливания 
на различные клетки путем конструирования векторов так, чтобы они экспрессировали различные серо-
типы капсидных белков; см., например, Rabinowitz J E et al. (2002), J Virol 76: 791-801, полное раскрытие 
которого включено в данный документ при помощи ссылки. 

Фармацевтический препарат вектора может включать вектор в приемлемом разбавителе или может 
включать матрицу замедленного высвобождения, в которую включено средство доставки генов. Альтер-
нативно, в случае, когда вектор доставки целого гена может вырабатываться нативно рекомбинантными 
клетками, например, ретровирусные векторы, тогда фармацевтический препарат может включать одну 
или несколько клеток, которые предусматривают систему доставки генов. 

III. Фармацевтические композиции, содержащие iRNA 
Согласно одному варианту осуществления настоящее изобретение представляет фармацевтические 

композиции, содержащие iRNA, которые описаны в данном документе, и фармацевтически приемлемый 
носитель. Фармацевтическая композиция, содержащая iRNA, является применимой для лечения заболе-
вания или нарушения, связанного с экспрессией или активностью гена ALAS1 (например, нарушения, 
включающего порфириновый путь). Такие фармацевтические композиции составляют, исходя из способа 
доставки. Например, композиции могут быть составлены для системного введения посредством доставки 
парентеральным путем, например, путем внутривенной (IV) доставки. Согласно некоторым вариантам 
осуществления композицию, представленную в данном документе (например, состав LNP), составляют 
для внутривенной доставки. Согласно некоторым вариантам осуществления композицию, представлен-
ную в данном документе (например, композицию, содержащую конъюгат GalNAc), составляют для под-
кожной доставки. 

Фармацевтические композици, описанные в данном документе, вводят в дозе, достаточной для ин-
гибирования экспрессии гена ALAS1. Как правило, подходящая доза iRNA будет находиться в диапазоне 
от 0,01 до 200,0 миллиграмм на килограмм массы тела реципиента в сутки, как правило, в диапазоне от 1 
до 50 мг на килограмм массы тела в сутки. Например, dsRNA можно вводить по 0,05, 0,5, 1, 1,5, 2, 3, 10, 
20, 30, 40 или 50 мг/кг на разовую дозу. Фармацевтическую композицию можно вводить один раз в сутки 
или iRNA можно вводить в виде двух, трех или более частей дозы через определенные интервалы на 
протяжении дня или даже с применением непрерывной инфузии, или доставки с помощью состава с кон-
тролируемым высвобождением. В таком случае количество iRNA, содержащееся в каждой части дозы, 
должно быть соответственно меньше, чтобы обеспечить общую суточную дозу. Единица дозирования 
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также может быть составлена для доставки в течение нескольких дней, например, с применением тради-
ционного состава с замедленным высвобождением, который предусматривает замедленное высвобожде-
ние iRNA в течение периода в несколько дней. Составы с замедленным высвобождением хорошо извест-
ны из уровня техники и особенно пригодны для доставки средств в определенный участок, например, их 
можно применять со средствами по настоящему изобретению. Согласно такому варианту осуществления 
единица дозирования содержит соответствующее количество суточной дозы. 

Эффект разовой дозы в отношении уровней ALAS1 может быть длительным, так что последующие 
дозы вводят с интервалами не более 3, 4 или 5 дней или с интервалами не более 1, 2, 3 или 4 недель. 

Специалисту в данной области будет понятно, что определенные факторы могут влиять на дозу и 
временные рамки, необходимые для эффективного лечения субъекта, в том числе без ограничения тя-
жесть заболевания или нарушения, варианты предшествующего лечения, общее состояние здоровья 
и/или возраст субъекта и другие имеющиеся заболевания. Кроме того, лечение субъекта терапевтически 
эффективным количеством композиции может включать один период лечения или серию периодов лече-
ния. Расчеты эффективных доз и времени полужизни in vivo для отдельных iRNA, охваченных настоя-
щим изобретением, можно проводить с применением традиционных методологий, или на основании тес-
тирования in vivo с применением соответствующей животной модели, как описано в другой части в дан-
ном документе. 

Достижения в области генетики мыши привели к созданию ряда мышиных моделей для исследова-
ния различных заболеваний человека, таких как патологические процессы, связанные с экспрессией 
ALAS1 (например, патологические процессы, включающие порфирины или нарушения в рамках порфи-
ринового пути, такие как, например, порфирии). Такие модели можно применять для in vivo тестирова-
ния iRNA, а также для определения терапевтически эффективной дозы и/или эффективной схемы дози-
рования. 

Подходящей мышиной моделью, например, является мышь, содержащая трансген, экспрессирую-
щий ALAS1 человека. Мыши с мутациями нокин (например, мутациями, которые ассоциированы с ост-
рыми печеночными порфириями у людей) можно применять для определения терапевтически эффектив-
ной дозы и/или длительности введения siRNA ALAS1. Настоящее изобретение также включает фарма-
цевтические композиции и составы, которые включают соединения iRNA, описанные в настоящем изо-
бретении. Фармацевтические композиции по настоящему изобретению можно вводить различными пу-
тями в зависимости от того, необходимо ли локальное или же системное лечение, и от области, подле-
жащей лечению. Введение может быть местным (например, при помощи трансдермального пластыря), 
легочным, например, путем ингаляции или вдувания порошков или аэрозолей, в том числе при помощи 
ингалятора; интратрахеальным, интраназальным, эпидермальным и трансдермальным, пероральным или 
парентеральным. Парентеральное введение включает внутривенную, внутриартериальную, подкожную, 
внутрибрюшинную или внутримышечную инъекцию или инфузию; субдермальное, например посредст-
вом вживленного устройства; или интракраниальное, например, интрапаренхиматозное, интратекальное 
или интравентрикулярное введение. 

iRNA можно доставлять таким образом, чтобы происходило нацеливание на конкретную ткань, та-
кую как, ткань, которая вырабатывает эритроциты. Например, iRNA может быть доставлена в костный 
мозг, печень (например, гепатоциты печени), лимфатические узлы, селезенку, легкие (например, плевру 
легких) или позвоночник. Согласно одному варианту осуществления iRNA доставляется в костный мозг. 

Фармацевтические композиции и составы для местного применения могут включать трансдермаль-
ные пластыри, мази, лосьоны, кремы, гели, капли, суппозитории, спреи, жидкости и порошки. Необхо-
димыми или желательными могут быть общепринятые фармацевтические носители, водные, порошко-
вые или масляные основы, загустители и т.д. Также можно использовать презервативы с покрытием, 
перчатки и т.п. Подходящие составы для местного применения включают составы, в которых iRNA, опи-
санные в настоящем изобретении, находятся в смеси со средством для местной доставки, таким как ли-
пиды, липосомы, жирные кислоты, сложные эфиры жирных кислот, стероиды, хелатирующие средства и 
поверхностно-активные вещества. Подходящие липиды и липосомы включают нейтральные (например, 
диолеоил фосфатидилэтаноламин (DOPE), димиристоил фосфатидилхолин (DMPC), дистеароил фосфа-
тидилхолин), отрицательно заряженные (например, димиристоил фосфатидилглицерин (DMPG)) и кати-
онные (например, диолеилтетраметиламинопропил (DOTAP) и диолеоил фосфатидилэтаноламин (DOT-
MA)). iRNA, описанные в настоящем изобретении, могут быть инкапсулированы в липосомах или могут 
образовывать комплексы с ними, в частности, с катионными липосомами. Альтернативно, iRNA могут 
образовывать комплексы с липидами, в частности, с катионными липидами. Подходящие жирные кисло-
ты и сложные эфиры включают без ограничения арахидоновую кислоту, олеиновую кислоту, эйкозано-
вую кислоту, лауриновую кислоту, каприловую кислоту, каприновую кислоту, миристиновую кислоту, 
пальмитиновую кислоту, стеариновую кислоту, линолевую кислоту, линоленовую кислоту, дикапрат, 
трикапрат, моноолеин, дилаурин, глицерил-1-монокапрат, 1-додецилазациклогептан-2-он, ацилкарнитин, 
ацилхолин или C1-20алкиловые сложные эфиры (например, изопропилмиристат (LPM)), моноглицерид, 
диглицерид или их фармацевтически приемлемую соль. Составы для местного применения подробно 
описаны в патенте США № 6747014, который включен в данный документ при помощи ссылки. 
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Липосомные составы 

Существует много упорядоченных поверхностно-активных структур, помимо микроэмульсий, ко-
торые были исследованы и которые применяют для состава лекарственных средств. Они включают мо-
нослои, мицеллы, бислои и везикулы. Везикулы, такие как липосомы, привлекли к себе большой интерес 
в связи со своей специфичностью и длительностью действия, которую они обеспечивают с точки зрения 
доставки лекарственных средств. Используемое в настоящем изобретении выражение "липосома" озна-
чает везикулу, состоящую из амфифильных липидов, упорядоченных в сферический бислой или бислои. 

Липосомы представляют собой однослойные или многослойные везикулы, которые имеют мембра-
ну, образованную из липофильного материала, и водное внутреннее пространство. Водная часть содер-
жит композицию, подлежащую доставке. Катионные липосомы обладают преимуществом в том смысле, 
что они способны сливаться с клеточной стенкой. Некатионные липосомы, хотя и не могут сливаться 
настолько эффективно с клеточной стенкой, поглощаются макрофагами in vivo. 

Для того, чтобы пройти через интактную кожу млекопитающего, липидные везикулы должны 
пройти через ряд мелких пор, каждая с диаметром менее 50 нм, под воздействием подходящего транс-
дермального градиента. Таким образом, желательно применять липосому с высокой способностью к де-
формации и способностью проходить через такие мелкие поры. 

Дополнительные преимущества липосом включают: липосомы, полученные из природных фосфо-
липидов, биосовместимы и биоразрушаемы; липосомы могут включать широкий диапазон воды и жиро-
растворимых лекарственных средств; липосомы могут защищать инкапсулированные лекарственные 
средства во внутренних отделениях от метаболизма и разрушения (Rosoff в Pharmaceutical Dosage Forms, 
Lieberman, Rieger and Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., vol. 1, p. 245). Важными 
аспектами в получении липосомных составов являются заряд поверхности липида, размер пузырька и 
водный объем липосом. 

Липосомы являются пригодными для переноса и доставки активных ингредиентов к участку дейст-
вия. Поскольку мембрана липосом структурно подобна биологическим мембранам, при нанесении липо-
сом на ткань, липосомы начинают сливаться с клеточными мембранами и по мере продолжения слияния 
липосомы и клетки, содержимое липосом выбрасывается в клетку, где может действовать активное сред-
ство. 

Липосомные составы были предметом обширного исследования в качестве способа доставки мно-
гих лекарственных средств. Существует все больше данных о том, что в случае местного применения 
липосомы проявляют некоторые преимущества по сравнению с другими составами. Такие преимущества 
включают сниженное побочное действие, связанное с высокой степенью системной абсорбции введенно-
го лекарственного средства, повышенное накопление введенного лекарственного средства в необходи-
мой цели и возможность вводить в кожу широкий спектр лекарственных средств, как гидрофильных, так 
и гидрофобных. 

В нескольких отчетах подробна описана способность липосом доставлять в кожу средства, в том 
числе ДНК с высоким молекулярным весом. В кожу вводили соединения, в том числе анальгетики, анти-
тела, гормоны и ДНК с высоким молекулярным весом. Результатом большей части было нацеливание в 
верхний слой эпидермиса. 

Липосомы делятся на два широких класса. Катионные липосомы являются положительно заряжен-
ными липосомами, которые взаимодействуют с отрицательно заряженными молекулами ДНК с образо-
ванием стабильного комплекса. Положительно заряженный комплекс ДНК/липосомы связывается с от-
рицательно заряженной клеточной поверхностью и интернализируется в эндосому. Вследствие того, что 
внутри эндосомы кислый рН, липосомы разрываются, высвобождая свое содержимое в цитоплазму клет-
ки (Wang et al., Biochem. Biophys. Res. Commun, 1987, 147, 980-985). 

Липосомы, которые являются рН-чувствительными или отрицательно-заряженными, захватывают 
ДНК вместо образования комплекса с ними. Поскольку как ДНК, так и липид имеют одинаковый заряд, 
то происходит отталкивание вместо образования комплекса. Тем не менее, некоторая часть ДНК захва-
тывается водным внутренним пространством этих липосом. рН-чувствительные липосомы применяли 
для доставки ДНК, кодирующей ген тимидинкиназы, к монослоям клеток в культуре. Экспрессию экзо-
генного гена выявляли в целевых клетках (Zhou et al., Journal of Controlled Release, 1992, 19, 269-274). 

Один основной тип липосомных композиций включает фосфолипиды, отличные от фосфатидилхо-
лина природного происхождения. Композиции нейтральных липосом, например, могут быть образованы 
из димиристоилфосфатидилхолина (DMPC) или дипальмитоилфосфатидилхолина (DPPC). Композиции 
анионных липосом, как правило, образованы из димиристоилфосфатидилглицерина, тогда как анионные 
фузогенные липосомы образованы главным образом из диолеилфосфатидилэтаноламина (DOPE). Другой 
тип липосомных композиций образован из фосфатидилхолина (PC), такого как, например, PC соевых 
бобов и PC яиц. Другой тип образован из смесей фосфолипида, и/или фосфатидилхолина, и/или холесте-
рина. 

В некоторые исследованиях оценивали местную доставку липосомных лекарственных составов в 
кожу. Нанесение липосом, содержащих интерферон, на кожу морских свинок, приводило к уменьшению 
герпетических поражений кожи, в то время как доставка интерферона другими способами (например, в 
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виде раствора или эмульсии) была неэффективной (Weiner et al., Journal of Drug Targeting, 1992, 2, 405-
410). Также в дополнительном исследовании тестировали эффективность интерферона, вводимого в виде 
части липосомного состава, по сравнению с введением интерферона с применением водной системы, и 
сделали заключение, что липосомный состав был более эффективным по сравнению с водным введением 
(du Plessis et al., Antiviral Research, 1992, 18, 259-265). 

Неионные липосомные системы также исследовали для определения их пригодности для доставки 
лекарственных средств в кожу, в частности, системы, содержащие неионное поверхностно-активное ве-
щество и холестерин. Неионные липосомные составы, содержащие Novasome I (глицерилдилау-
рат/холестерин/полиоксиэтилен-10-стеариловый эфир) и Novasome II (глицерилдистеа-
рат/холестерин/полиоксиэтилен-10-стеариловый эфир), применяли для доставки циклоспорина-А в слой 
дермы кожи мышей. Результаты показали, что такие неионные липосомные системы были эффективны в 
облегчении депонирования циклоспорина-А в различных слоях кожи (Hu et al. S.T.P.Pharma. Sci., 1994, 4, 
6, 466). 

Липосомы также включают "пространственно стабилизированные" липосомы, выражение, исполь-
зуемое в данном документе, относится к липосомам, содержащим один или несколько специализирован-
ных липидов, которые при включении в липосомы приводят к увеличению времени жизни в крови по 
сравнению с липосомами, у которых отсутствуют такие специализированные липиды. Примерами про-
странственно стабилизированных липосом являются липосомы, в которых часть липидной составляю-
щей, образующей везикулу липосомы (А), содержит один или несколько гликолипидов, таких как моно-
сиалоганглиозид GM1, ИЛИ (В), полученная из одного или нескольких гидрофильных полимеров, таких 
как полиэтиленгликолевый (PEG) фрагмент. Без углубления в теорию, в уровне техники полагают, что по 
меньшей мере для пространственно стабилизированных липосом, содержащих ганглиозиды, сфингомие-
лин или PEG-производные липиды, увеличенное время полужизни в кровотоке этих пространственно 
стабилизированных липосом является следствием сниженной степени захвата клетками ретикулоэндоте-
лиальной системы (RES) (Allen et al., FEBS Letters, 1987, 223, 42; Wu et al, Cancer Research, 1993, 53, 
3765). 

Разнообразные липосомы, содержащие один или несколько гликолипидов, известны из уровня тех-
ники. Papahadjopoulos et al. (Ann. N.Y. Acad. Sci., 1987, 507, 64) описали способность моносиалоганглио-
зида GM1, сульфата галактоцереброзида и фосфатидилинозитола увеличивать время полужизни липосом 
в крови. Эти результаты были интерпретированы Gabizon et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 1988, 85, 
6949). В патентах США № 4837028 и WO 88/04924, оба из которых принадлежат Allen et al., раскрыты 
липосомы, содержащие (1) сфингомиелин и (2) ганглиозид GM1 ИЛИ сложные эфиры сульфата галактоце-
реброзида. В патенте США № 5543152 (Webb et al.) раскрыты липосомы, содержащие сфингомиелин. 
Липосомы, содержащие 1,2-sn-димиристоилфосфатидилхолин, раскрыты в WO 97/13499 (Lim et al.). 

В уровне техники известно много липосом, содержащих липиды, полученные с помощью одного 
или нескольких гидрофильных полимеров, и способы их получения. Sunamoto et al. (Bull. Chem. Soc. 
Jpn., 1980, 53, 2778) описали липосомы, содержащие неионный детергент, 2C1215G который содержит 
PEG-фрагмент. Ilium et al. (FEBS Lett., 1984, 167, 79) обнаружили, что гидрофильное покрытие полисти-
реновых частиц полимерными гликолями приводит к значительно увеличенному времени полужизни в 
крови. Синтетические фосфолипиды, модифицированные присоединением карбоновых групп полиалки-
ленгликолей (например, PEG), описаны Sears (патенты США №№ 4426330 и 4534899). Klibanov et al. 
(FEBS Lett., 1990, 268, 235) описали эксперименты, демонстрирующие, что липосомы, содержащие фос-
фатидилэтаноламин (РЕ), полученный с помощью PEG или PEG стеарата, характеризуются значитель-
ным увеличением времени полужизни в крови. Blume et al. (Biochimica et Biophysica Acta, 1990, 1029, 91) 
расширили такие наблюдения в отношении других дериватизированных PEG фосфолипидов, например, 
DSPE-PEG, образованный в результате комбинации дистеароилфосфатидилэтаноламина (DSPE) и PEG. 
Липосомы, содержащие ковалентно связанные PEG-фрагменты на своей внешней поверхности, описаны 
в европейском патенте № ЕР 0445131 В1 и WO 90/04384 Fisher. Липосомные композиции, содержащие 1-
20 мольных процентов РЕ, дериватизированных PEG, и способы их получения описаны Woodle et al. (па-
тенты США №№ 5013556 и 5356633) и Martin et al. (патент США № 5213804 и европейский патент № ЕР 
0496813 В1). Липосомы, содержащие ряд других конъюгатов липид-полимер раскрыты в WO 91/05545 и 
патенте США № 5225212 (оба из которых принадлежат Martin et al.) и в WO 94/20073 (Zalipsky et al.). 
Липосомы, содержащие PEG-модифицированный церамид, раскрыты в WO 96/10391 (Choi et al). В па-
тенте США № 5540935 (Miyazaki et al) и патенте США № 5556948 (Tagawa et al.) описаны PEG-
содержащие липосомы, которые могут быть дополнительно дериватизированы функциональными фраг-
ментами на их поверхностях. 

В уровне техники известен ряд липосом, содержащих нуклеиновые кислоты. В WO 96/40062 Thierry 
et al. раскрываты способы инкапсулирования в липосомы нуклеиновых кислот с высоким молекулярным 
весом. В патенте США № 5264221 Tagawa et al. раскрыты связанные с белком липосомы и заявлено, что 
содержимое таких липосом может включать dsRNA. В патенте США № 5665710 Rahman et al. описаны 
определенные способы инкапсулирования в липосомы олигодезоксинуклеотидов. В WO 97/04787 Love et 
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al. раскрыты липосомы, содержащие dsRNA, нацеленные на ген raf. 
Трансферсомы представляют собой еще один тип липосом и представляют собой липидные агрега-

ты с высокой способностью деформироваться, они являются перспективными кандидатами как средства 
доставки лекарственных средств. Трансферсомы могут быть описаны как липидные капельки, которые 
обладают настолько высокой способностью деформироваться, что они легко могут проникать через по-
ры, меньшие, чем капелька. Трансферсомы являются приспосабливающимися к окружающей среде, в 
которой их используют, например, они являются самооптимизирующимися (приспосабливающимися к 
форме пор кожи), самовосстанавливающимися, зачастую достигают мишеней без разделения на фраг-
менты и часто могут быть самозагружающимися. Для получения трансферсом можно добавлять поверх-
ностные пограничные активаторы, обычно поверхностно-активные вещества, к стандартной липосомной 
композиции. Трансферсомы применяли для доставки сывороточного альбумина в кожу. Как было пока-
зано, опосредованная трансферсомами доставка сывороточного альбумина была такой же эффективной, 
как подкожная инъекция раствора, содержащего сывороточный альбумин. 

Поверхностно-активные вещества находят широкое применение в составах, таких как эмульсии (в 
том числе микроэмульсии) и липосомы. Наиболее распространенным способом классифицирования и 
ранжирования свойств многих различных типов поверхностно-активных веществ, как природных, так и 
синтетических, является применение гидролипидного баланса (HLB). Природа гидрофильной группы 
(также известной как "головка") предоставляет наиболее эффективное средство для распределения по 
категориям различных поверхностно-активных веществ, применяемых в составах (Rieger, в Pharmaceuti-
cal Dosage Forms, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., 1988, p. 285). 

Если молекула поверхностно-активного вещества не ионизирована, то ее классифицируют как не-
ионное поверхностно-активное вещество. Неионные поверхностно-активные вещества находят широкое 
применение в фармацевтических и косметических продуктах, и их можно применять при широком диа-
пазоне значений рН. Обычно их значения HLB находятся в диапазоне от 2 до приблизительно 18, в зави-
симости от их структуры. Неионные поверхностно-активные вещества включают неионные сложные 
эфиры, такие как сложные эфиры этиленгликоля, сложные эфиры пропиленгликоля, сложные эфиры 
глицерила, сложные эфиры полиглицерила, сложные эфиры сорбитана, сложные эфиры сахарозы и эток-
силированные сложные эфиры. Неионные алканоамиды и эфиры, как, например, этоксилаты жирного 
спирта, пропоксилированные спирты и этоксилированные/пропоксилированные блоксополимеры, также 
включены в данный класс. Полиоксиэтиленовые поверхностно-активные вещества являются наиболее 
распространенными представителями класса неионных поверхностно-активных веществ. 

Если молекула поверхностно-активного вещества несет отрицательный заряд при растворении или 
диспергировании в воде, то поверхностно-активное вещество классифицируют как анионное. Анионные 
поверхностно-активные вещества включают карбоксилаты, как, например, омыляющие вещества, ацил-
лактилаты, ациламиды аминокислот, сложные эфиры серной кислоты, такие как алкилсульфаты и эток-
силированные алкилсульфаты, сульфонаты, такие как алкилбензолсульфонаты, ацилизетионаты, ацил-
таураты и сульфосукцинаты, и фосфаты. Наиболее важными представителями класса анионных поверх-
ностно-активных веществ являются алкилсульфаты и омыляющие вещества. 

Если молекула поверхностно-активного вещества несет положительный заряд при растворении или 
диспергировании в воде, то поверхностно-активное вещество классифицируют как катионное. Катион-
ные поверхностно-активные вещества включают четвертичные соли аммония и этоксилированные ами-
ны. Четвертичные соли аммония являются наиболее применяемыми представителями данного класса. 

Если молекула поверхностно-активного вещества обладает способностью нести либо положитель-
ный, либо отрицательный заряд, то поверхностно-активное вещество классифицируют как амфотерное. 
Амфотерные поверхностно-активные вещества включают производные акриловой кислоты, замещенные 
алкиламиды, N-алкилбетаины и фосфатиды. 

Было рассмотрено применение поверхностно-активных веществ в готовых лекарственных формах, 
составах и в эмульсиях (Rieger, в Pharmaceutical Dosage Forms, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., 1988, 
p. 285). 

Частицы нуклеиновая кислота-липид 

Согласно одному варианту осуществления dsRNA ALAS1, описанная в настоящем изобретении, 
полностью инкапсулирована в липидный состав, например, с образованием SPLP, pSPLP, SNALP или 
другой частицы нуклеиновая кислота-липид. Используемое в данном документе выражение "SNALP" 
относится к стабильной частице нуклеиновая кислота-липид, в том числе SPLP. Используемое в данном 
документе выражение "SPLP" относится к частице нуклеиновая кислота-липид, содержащей плазмидную 
ДНК, инкапсулированную в липидной везикуле. SNALP и SPLP, как правило, содержат катионный ли-
пид, некатионный липид и липид, который предупреждает агрегацию частиц (например, конъюгат PEG-
липид). SNALP и SPLP особенно пригодны для системных применений, поскольку они характеризуются 
длительным временем жизни в крови после внутривенной (i.v.) инъекции и накапливаются в дистальных 
участках (например, участках, физически отделенных от места введения). SPLP включают "pSPLP", ко-
торая включает инкапсулированный комплекс конденсирующее средство-нуклеиновая кислота, который 
приведен в публикации согласно РСТ № WO 00/03683. Частицы согласно настоящему изобретению 
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обычно имеют средний диаметр от приблизительно 50 до приблизительно 150 нм, чаще от приблизи-
тельно 60 до приблизительно 130 нм, чаще от приблизительно 70 до приблизительно 110 нм, наиболее 
часто от приблизительно 70 до приблизительно 90 нм и практически нетоксичны. Кроме того, нуклеино-
вые кислоты, когда присутствуют в частицах нуклеиновая кислота-липид согласно настоящему изобре-
тению, устойчивы в водном растворе к разрушению нуклеазой. Частицы нуклеиновая кислота-липид и 
способ их получения раскрыты, например, в патентах США №№ 5976567; 5981501; 6534484; 6586410; 
6815432; публикации согласно РСТ № WO 96/40964. 

Согласно одному варианту осуществления соотношение липида и лекарственного средства (соот-
ношение масса/масса) (например, соотношение липида и dsRNA) будет находится в диапазоне от при-
близительно 1:1 до приблизительно 50:1, от приблизительно 1:1 до приблизительно 25:1, от приблизи-
тельно 3:1 до приблизительно 15:1, от приблизительно 4:1 до приблизительно 10:1, от приблизительно 
5:1 до приблизительно 9:1 или от приблизительно 6:1 до приблизительно 9:1. 

Катионный липид может представлять собой, например, хлорид N,N-диолеил-N,N-диметиламмония 
(DODAC), бромид N,N-дистеарил-N,N-диметиламмония (DDAB), хлорид N-(I-(2,3-диолеоил-
окси)пропил)-N,N,N-триметиламмония (DOTAP), хлорид N-(I-(2,3-диолеилокси)пропил)-N,N,N-
триметиламмония (DOTMA), N,N-диметил-2,3-диолеилокси)пропиламин (DODMA), 1,2-дилинол-
еилокси-N,N-диметиламинопропан (DLinDMA), 1,2-дилиноленилокси-N,N-диметиламинопропан 
(DLenDMA), 1,2-дилинолеилкарбамоилокси-3-диметиламинопропан (DLin-C-DAP), 1,2-дилинолеилокси-
3-(диметиламино)ацетоксипропан (DLin-DAC), 1,2-дилинолеилокси-3-морфолинопропан (DLin-MA), 1,2-
дилинолеоил-3-диметиламинопропан (DLinDAP), 1,2-дилинолеилтио-3-диметиламинопропан (DLin-S-
DMA), 1-линолеоил-2-линолеилокси-3-диметиламинопропан (DLin-2-DMAP), хлористую соль 1,2-
дилинолеилокси-3-триметиламинопропана (DLin-TMA.Cl), хлористую соль 1,2-дилинолеоил-3-
триметиламинопропана (DLin-TAP.Cl), 1,2-дилинолеилокси-3-(N-метилпиперазино)пропан (DLin-MPZ) 
или 3-(N,N-дилинолеиламино)-1,2-пропандиол (DLinAP), 3-(N,N-диолеиламино)-1,2-пропандиол 
(DOAP), 1,2-дилинолеилоксо-3-(2-N,N-диметиламино)этоксипропан (DLin-EG-DMA), 1,2-дилинол-
енилокси-N,N-диметиламинопропан (DLinDMA), 2,2-дилинолеил-4-диметиламинометил-[1,3]-диоксолан 
(DLin-K-DMA) или его аналоги, (3aR,5s,6aS)-N,N-диметил-2,2-ди((9Z,12Z)-октадека-9,12-
диенил)тетрагидро-3аН-циклопента[d][1,3]диоксол-5-амин (ALN100), (6Z,9Z,28Z,31Z)-гептатриаконта-
6,9,28,31-тетраен-19-ил-4-(диметиламино)бутаноат(МС3), 1,1'-(2-(4-(2-((2-(бис(2-гидроксидодецил)ами-
но)этил)(2-гидроксидодецил)амино)этил)пиперазин-1-ил)этилазанедиил)дидодекан-2-ол (Tech G1) или 
их смесь. Катионный липид может содержать от приблизительно 20 до приблизительно 50 мол.% или 
приблизительно 40 мол.% от общего содержания липидов, присутствующих в частице. 

Согласно другому варианту осуществления можно применять соединение 2,2-дилинолеил-4-
диметиламиноэтил-[1,3]диоксолан для получения наночастиц липид -siRNA. Синтез 2,2-дилинолеил-4-
диметиламиноэтил-[1,3]диоксолана описан в предварительной заявке на патент США № 61/107998, по-
данной 23 октября 2008 г., которая включена в данный документ при помощи ссылки. 

Согласно одному варианту осуществления частицы липид-siRNA включают 40% 2,2-дилинолеил-4-
диметиламиноэтил-[1,3]диоксолан; 10%DSPC; 40% холестерин; 10% PEG-C-DOMG (мольный процент) с 
размером частиц 63,0 ± 20 нм и соотношением siRNA/липид 0,027. 

Некатионный липид может представлять собой анионный липид или нейтральный липид, в том 
числе без ограничения дистеароилфосфатидилхолин (DSPC), диолеоилфосфатидилхолин (DOPC), ди-
пальмитоилфосфатидилхолин (DPPC), диолеоилфосфатидилглицерин (DOPG), дипальмитоилфосфати-
дилглицерин (DPPG), диолеоил-фосфатидилэтаноламин (DOPE), пальмитоилолеоилфосфатидилхолин 
(РОРС), пальмитоилолеоилфосфатидилэтаноламин (POPE), диолеоил-фосфатидилэтаноламин-4-(N-
малеимидометил)циклогексан-1-карбоксилат (DOPE-mal), дипальмитоилфосфатидилэтаноламин (DPPE), 
димиристоилфосфоэтаноламин (DMPE), дистеароил-фосфатидил-этаноламин (DSPE), 16-О-монометил-
РЕ, 16-О-диметил-РЕ, 18-1-транс-РЕ, 1-стеароил-2-олеоил-фосфатидилэтаноламин (SOPE), холестерин 
или их смесь. Некатионный липид может составлять от приблизительно 5 до приблизительно 90 мол. %, 
приблизительно 10 или приблизительно 58 мол.%, если холестерин включен, от общего содержания ли-
пидов, присутствующих в частице. 

Конъюгированный липид, который ингибирует агрегацию частиц, может представлять собой, на-
пример, конъюгат полиэтиленгликоль (РЕО)-липид, в том числе, без ограничения, PEG-диацилглицерин 
(DAG), PEG-диалкилоксипропил (DAA), PEG-фосфолипид, PEG-церамид (Сег) или их смесь. Конъюгат 
PEG-DAA может представлять собой, например, PEG-дилаурилоксипропил (С1г), PEG-
димиристоилоксипропил (Ci4), PEG-дипальмитилоксипропил (Ci6) или PEG-дистеарилоксипропил (Ci8). 
Конъюгированный липид, который предупреждает агрегацию частиц, может составлять от 0 до прибли-
зительно 20 мол.% или приблизительно 2 мол.% от общего содержания липидов, присутствующих в час-
тице. 

Согласно некоторым вариантам осуществления частицы нуклеиновая кислота-липид дополнитель-
но включают холестерин в количестве, например, от приблизительно 10 до приблизительно 60 мол.% 
или приблизительно 48 мол.% от общего содержания липидов, присутствующих в частице. 

Согласно некоторым вариантам осуществления iRNA составлена в виде липидной наночастицы 
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(LNP). 
LNP01 

Согласно одному варианту осуществления липидоид ND98⋅4HC1 (MW 1487) (см. заявку на патент 
США № 12/056230, поданную 26 марта 2008 г., которая включена в данный документ при помощи ссыл-
ки), холестерин (Sigma-Aldrich) и PEG-церамид С16 (Avanti Polar Lipids) можно применять для получе-
ния наночастицы липид-dsRNA (т. е. частиц LNP01). Маточные растворы каждого в этаноле могут быть 
получены следующим образом: ND98, 133 мг/мл; холестерин, 25 мг/мл, PEG-церамид С16, 100 мг/мл. 
Маточные растворы ND98, холестерина и PEG-церамида С16 можно затем объединять, например, в 
мольрном соотношении 42:48:10. Объединенный липидный раствор можно смешивать с водным раство-
ром dsRNA (например, в ацетате натрия, рН 5) так, чтобы конечная концентрация этанола составляла 
приблизительно 35-45%, а конечная концентрация ацетата натрия составляла приблизительно 100-300 
мМ. Наночастицы липид-dsRNA обычно образуются самопроизвольно при смешивании. В зависимости 
от необходимого распределения частиц по размеру, полученную смесь наночастиц можно продавливать 
через поликарбонатную мембрану (например, с отсечением по размеру в 100 нм) с применением, напри-
мер, экструдера с термоцилиндром, как, например, Lipex Extruder (Northern Lipids, Inc). В некоторых 
случаях стадию экструзии можно пропустить. Удаление этанола и одновременная замена буфера могут 
быть осуществлены, например, при помощи диализа или тангенциальной поточной фильтрации. Буфер 
можно заменить, например, забуференным фосфатом физиологическим раствором (PBS) с рН приблизи-
тельно 7, например, рН приблизительно 6,9, рН приблизительно 7,0, рН приблизительно 7,1, рН прибли-
зительно 7,2, рН приблизительно 7,3 или рН приблизительно 7,4. 

 
Составы LNP01 описаны, например, в публикации международной заявки № WO 2008/042973, ко-

торая включена, таким образом, при помощи ссылки. 
Дополнительные иллюстративные составы с липидом-dsRNA представлены в следующей таблице. 

Таблица 10. Иллюстративные липидные составы 
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DSPC: дистеароилфосфатидилхолин; 
DPPC: дипальмитоилфосфатидилхолин; 
PEG-DMG: PEG-дидимиристоилглицерин (С 14-PEG или PEG-C14) (PEG со ср. мол.весом 2000); 
PEG-DSG: PEG-дистирилглицерин (C18-PEG или PEG-C18) (PEG со ср. мол.весом 2000); 
PEG-cDMA: PEG-карбамоил-1,2-димиристоилоксипропиламин (PEG со ср. мол.весом 2000). 
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Составы, содержащие SNALP (1,2-дилиноленилокси-N,N-диметиламинопропан (DLinDMA)), опи-
саны в международной публикации № WO 2009/127060, поданной 15 апреля 2009 г., которая включена, 
таким образом, при помощи ссылки. 

ХТС-содержащие составы описаны, например, в предварительной заявке США с серийным № 
61/148366, поданной 29 января 2009 г.; предварительной заявке США с серийным № 61/156851, подан-
ной 2 марта 2009 г.; предварительной заявке США с серийным № , поданной 10 июня 2009 г.; предвари-
тельной заявке США с серийным № 61/228373, поданной 24 июля 2009 г.; предварительной заявке США 
с серийным № 61/239686, поданной 3 сентября 2009 г., и международной заявке № PCT/US 2010/022614, 
поданной 29 января 2010 г., которые, таким образом, включены при помощи ссылки. 

МС3-содержащие составы описаны, например, в предварительной заявке США с серийным № 
61/244834, поданной 22 сентября 2009 г., предварительной заявке США с серийным № 61/185800, подан-
ной 10 июня 2009 г., и международной заявке № PCT/US 10/28224, поданной 10 июня 2010 г., которые, 
таким образом, включены при помощи ссылки. 

ALNY-100-содержащие составы описаны, например, в международной заявке на патент с номером 
PCT/US09/63933, поданной 10 ноября 2009 г., которая, таким образом, включена при помощи ссылки. 

С12-200-содержащие составы описаны в предварительной заявке США с серийным № 61/175770, 
поданной 5 мая 2009 г., и международной заявке № PCT/US 10/33777, поданной 5 мая 2010 г., которые, 
таким образом, включены при помощи ссылки. 

Синтез катионных липидов 

Любое из соединений, например, катионные липиды и т.п., применяемые в частицах нуклеиновая 
кислота-липид, описанные в настоящем изобретении, можно получить при помощи известных методик 
органического синтеза, включая способы, описанные более подробно в примерах. Все заместители явля-
ются такими, как определено ниже, если не указано иное. 

"Алкил" означает углеводород с прямой цепью или разветвленный, нециклический или цикличе-
ский, насыщенный алифатический углеводород, содержащий от 1 до 24 атомов углерода. Типичные на-
сыщенные алкилы с прямой цепью включают метил, этил, н-пропил, н-бутил, н-пентил, н-гексил и т.п.; 
тогда как насыщенные разветвленные алкилы включают изопропил, втор-бутил, изобутил, трет-бутил, 
изопентил и т.п. Типичные насыщенные циклические алкилы включают циклопропил, циклобутил, цик-
лопентил, циклогексил и т.п.; тогда как ненасыщенные циклические алкилы включают циклопентенил и 
циклогексенил и т.п. 

"Алкенил" означает алкил, который определен выше, содержащий по меньшей мере одну двойную 
связь между соседними атомами углерода. Алкенилы включают как цис-, так и транс-изомеры. Типич-
ные алкенилы с прямой цепью и разветвленные алкенилы включают этиленил, пропиленил, 1-бутенил, 2-
бутенил, изобутиленил, 1-пентенил, 2-пентенил, 3-метил-1-бутенил, 2-метил-2-бутенил, 2,3-диметил-2-
бутенил и т.п. 

"Алкинил" означает любой алкил или алкенил, которые определены выше, которые дополнительно 
содержат по меньшей мере одну тройную связь между соседними атомами углерода. Типичные алкини-
лы с прямой цепью и разветвленные алкинилы включают ацетиленил, пропинил, 1-бутинил, 2-бутинил, 
1-пентинил, 2-пентинил, 3-метил-1-бутинил и т.п. 

"Ацил" означает любой алкил, алкенил или алкинил, в которых атом углерода в точке присоедине-
ния замещен оксогруппой, которая определена ниже. Например, -С(=О)алкил, -С(=О)алкенил и  
-С(=О)алкинил представляют собой ацильные группы. 

"Гетероцикл" означает 5-7-членное моноциклическое или 7-10-членное бициклическое, гетероцик-
лическое кольцо, которое является либо насыщенным, ненасыщенным, либо ароматическим, и которое 
содержит 1 или 2 гетероатома, независимо выбранных из азота, кислорода и серы, и где гетероатомы 
азота и серы необязательно могут быть окислены, и гетероатом азота необязательно может быть кватер-
низирован, в том числе бициклические кольца, в которых любой из вышеперечисленных гетероциклов 
слит с бензольным кольцом. Гетероцикл может быть присоединен через любой гетероатом или атом уг-
лерода. Гетероциклы включают гетероарилы, которые определены ниже. Гетероциклы включают морфо-
линил, пирролидинонил, пирролидинил, пиперидинил, пиперизинил, гидантоинил, валеролактамил, ок-
сиранил, оксетанил, тетрагидрофуранил, тетрагидропиранил, тетрагидропиридинил, тетрагидроприми-
динил, тетрагидротиофенил, тетрагидротиопиранил, тетрагидропиримидинил, тетрагидротиофенил, тет-
рагидротиопиранил и т.п. 

Выражения "необязательно замещенный алкил", "необязательно замещенный алкенил", "необяза-
тельно замещенный алкинил", "необязательно замещенный ацил" и "необязательно замещенный гетеро-
цикл" означают, что при замещении по меньшей мере один атом водорода заменяется заместителем. В 
случае оксозаместителя (=O) замещаются два атома водорода. В этом отношении заместители включают 
оксо, галоген, гетероцикл, -CN, -ORx, -NRxRy, -NRxC(=O)Ry -NRxSO2R

y, -C(=O)Rx, -C(=O)ORx,  
-C(=O)NRxRy, -SOnR

x и -SOnNRxRy, где n равняется 0, 1 или 2, Rx и Ry являются одинаковыми или отли-
чаются и независимо являются водородом, алкилом или гетероциклом, и каждый из упомянутых алкиль-
ных или гетероциклических заместителей может быть дополнительно замещен одним или несколькими 
из оксо, галогена, -ОН, -CN, алкила, -ORx, гетероцикла, -NRxRy, -NRxC(=O)Ry -NRxSO2R

y, -C(=O)Rx,  



036477 

- 71 - 

-C(=O)ORx, -C(=O)NRxRy, -SOnR
x и -SOnNRxRy. 

"Галоген" означает фтор, хлор, бром и йод. 
Согласно некоторым вариантам осуществления способы, описанные в настоящем изобретении, мо-

гут потребовать применение защитных групп. Методика с применением защитных групп хорошо извест-
на специалистам в данной области (см., например, Protective Groups in Organic Synthesis, Green, T.W. et 
al., Wiley-Interscience, New York City, 1999). Вкратце, защитные группы в контексте настоящего изобре-
тения представляют собой любую группу, которая снижает или устраняет нежелательную химическую 
активность функциональной группы. Защитную группу можно добавлять к функциональной группе для 
блокирования ее химической активности во время определенных реакций и затем удалять с открытием 
исходной функциональной группы. Согласно некоторым вариантам осуществления применяют "защит-
ную группу для спиртовой группы". "Защитная группа для спиртовой группы" представляет собой лю-
бую группу, которая снижает или устраняет нежелательную химическую активность спиртовой функ-
циональной группы. Защитные группы можно добавлять и удалять при помощи методик, хорошо извест-
ных в уровне техники. 

Синтез формулы А 

Согласно одному варианту осуществления частицы нуклеиновая кислота-липид, описанные в на-
стоящем изобретении, составляют с применением катионного липида формулы А: 

 
где R1 и R2 независимо представляют собой алкил, алкенил или алкинил, при этом каждый необяза-

тельно может быть замещен, a R3 и R4 независимо представляют собой низший алкил, или R3 и R4 могут, 
взятые вместе, образовывать необязательно замещенное гетероциклическое кольцо. Согласно некоторым 
вариантам осуществления катионный липид представляет собой ХТС, (2,2-дилинолеил-4-
диметиламиноэтил-[1,3]диоксолан). Как правило, липид формулы А, приведенной выше, может быть 
получен при помощи следующих схем реакций 1 или 2, где все заместители являются такими, как опре-
делено выше, если не указано иное. 

Схема 1 

 
Липид А, где R1 и R2 независимо представляют собой алкил, алкенил или алкинил, при этом каждый 

необязательно может быть замещен, а R3 и R4 независимо представляют собой низший алкил или R3 и R4 
могут, взятые вместе, образовывать необязательно замещенное гетероциклическое кольцо, может быть 
получен согласно схеме 1. Кетон 1 и бромид 2 могут быть приобретены или получены согласно спосо-
бам, известным специалисту в данной области. Реакция между 1 и 2 дает кеталь 3. Обработка кеталя 3 
амином 4 дает липиды формулы А. Липиды формулы А можно превращать в соответствующую аммо-
нийную соль при помощи органической соли формулы 5, где X представляет собой анион, противоион, 
выбранный из галогена, гидроксида, фосфата, сульфата или т.п. 

Схема 2 

 
Альтернативно, исходный материал в виде кетона 1 может быть получен согласно схеме 2. Реактив 

Гриньяра 6 и цианид 7 могут быть приобретены или получены согласно способам, известным специали-
сту в данной области. Реакция между 6 и 7 дает кетон 1. Превращение кетона 1 в соответствующие ли-
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пиды формулы А является таким, как описано на схеме 1. 
Синтез МС3 

Получение DLin-M-C3-DMA (т.е. (6Z,9Z,28Z,31Z)-гептатриаконта-6,9,28,31-тетраен-19-ил-4-(диме-
тиламино)бутаноата) было следующим. Раствор (6Z,9Z,28Z,31Z)-гептатриаконта-6,9,28,31-тетраен-19-
ола (0,53 г), гидрохлорида 4-N,N-диметиламиномасляной кислоты (0,51 г), 4-N,N-диметил-
аминопиридина (0,61 г) и 1-этил-3-(3-диметиламинопропил)карбодиимида гидрохлорида (0,53 г) в ди-
хлорметане (5 мл) перемешивали при комнатной температуре в течение ночи. Раствор промывали раз-
бавленной хлористоводородной кислотой, за которой следовал разбавленный водный бикарбонат натрия. 
Органические фракции высушивали над безводным сульфатом магния, фильтровали и растворитель уда-
ляли при помощи роторного вакуумного испарителя. Остаток пропускали через колонку с силикагелем 
(20 г) с применением градиента элюирования 1-5% метанол/дихлорметан. Фракции, содержащие очи-
щенный продукт, объединяли и растворитель удаляли с получением бесцветного масла (0,54 г). 

Синтез ALNY-100 

Синтез кеталя 519 [ALNY-100] осуществляли с применением следующей схемы 3: 

 
Синтез 515: 
К перемешиваемой суспензии LiAlH4 (3,74 г, 0,09852 моль) в 200 мл безводного THF в двугорлой 

RBF (1л) медленно добавляли раствор 514 (10 г, 0,04926 моль) в 70 мл THF при 0°С в атмосфере азота. 
После завершения добавления реакционную смесь нагревали до комнатной температуры и затем нагре-
вали до появления конденсации в течение 4 ч. Течение реакции отслеживали при помощи TLC. После 
завершения реакции (определяли при помощи TLC) смесь охлаждали до 0°С и гасили аккуратным добав-
лением насыщенного раствора Na2SO4. Реакционную смесь перемешивали в течение 4 ч при комнатной 
температуре и отфильтровывали. Остаток хорошо промывали THF. Фильтрат и осадок, полученный при 
промывке, смешивали, и разбавляли 400 мл диоксана и 26 мл конц. HCl, и перемешивали в течение 20 
мин при комнатной температуре. Летучие вещества отгоняли в вакууме с получением хлористоводород-
ной соли 515 в виде белого твердого вещества. Выход: 7,12 г  

1H-ЯМР (DMSO, 400 МГц): δ= 9,34 (широкий, 2Н), 5,68 (s, 2Н), 3,74 (m, 1H), 2,66-2,60 (m, 2Н), 2,50-
2,45 (m, 5Н). 

Синтез 516: 
К перемешиваемому раствору соединения 515 в 100 мл сухого DCM в 250 мл двухгорлой RBF до-

бавляли NEt3 (37,2 мл, 0,2669 моль) и охлаждали до 0°С в атмосфере азота. После медленного добавле-
ния N[-(бензилоксикарбонилокси)сукцинимида (20 г, 0,08007 моль) в 50 мл сухого DCM реакционной 
смеси давали нагреться до комнатной температуры. После завершения реакции (2-3 ч., определяли при 
помощи TLC) смесь промывали последовательно раствором 1 н. HCl (1 × 100 мл) и насыщенным раство-
ром NaHCO3 (1 × 50 мл). Органический слой затем высушивали над безводн. Na2SO4 и растворитель 
выпаривали с получением неочищенного материала, который очищали при помощи колоночной хрома-
тографии с силикагелем с получением 516 в виде липкой массы. Выход: 11 г (89%).  

1H-ЯМР (CDC13, 400 МГц): δ = 7,36-7,27(m, 5H), 5,69 (s, 2H), 5,12 (s, 2Н), 4,96 (br., 1Н) 2,74 (s, 3Н), 
2,60(m, 2Н), 2,30-2,25(m, 2Н). LC-MS [М+Н] -232,3 (96,94%). 

Синтез 517А и 517В: 
Циклопентен 516 (5 г, 0,02164 моль) растворяли в растворе 220 мл ацетона и воды (10:1) в одногор-

лой 500 мл RBF и к нему добавляли N-метилморфолин-N-оксид (7,6 г, 0,06492 моль), за которым следо-
вали 4,2 мл 7,6% раствора OsO4 (0,275 г, 0,00108 моль) в трет-бутаноле при комнатной температуре. По-
сле завершения реакции (∼3 ч) смесь гасили при помощи добавления твердого Na2SO3 и полученную 
смесь перемешивали в течение 1,5 ч при комнатной температуре. Реакционную смесь разбавляли DCM 
(300 мл) и промывали водой (2×100 мл), после чего следовал насыщенный раствор NaHCO3 (1 × 50 мл), 
вода (1×30 мл) и в конце соляной раствор (1×50 мл). Органическую фазу высушивали над безводн. 
Na2SO4 и растворитель удаляли в вакууме. В результате очистки неочищенного материала при помощи 
колоночной хроматографии с силикагелем получали смесь диастереоизомеров, которые разделяли при 
помощи преп. HPLC. Выход: - 6 г неочищенного продукта. 

517А - пик-1 (белое твердое вещество), 5,13 г (96%).  
1H-ЯМР (DMSO, 400 МГц): δ=7,39-7,31 (m, 5Н), 5,04 (s, 2Н), 4,78-4,73 (m, 1H), 4,48-4,47 (d, 2Н), 

3,94-3,93 (m, 2Н), 2,71 (s, 3Н), 1,72-1,67 (m, 4Н). LC-MS - [М+Н]-266,3, [M+NH4+]-283,5 присутствует, 
HPLC-97,86%. Стереохимию подтверждали при помощи рентгенограммы. 



036477 

- 73 - 

Синтез 518: 
При помощи процедуры, аналогичной описанной для синтеза соединения 505, соединение 518 (1,2 

г, 41%) получали в виде бесцветного масла.  
1H-ЯМР (CDC13, 400 МГц): δ=7,35-7,33 (m, 4Н), 7,30-7,27 (m, 1H), 5,37-5,27 (m, 8Н), 5,12 (s, 2H), 

4,75 (m, 1H), 4,58-4,57 (m, 2H), 2,78-2,74 (m, 7H), 2,06-2,00 (m,8H), l,96-l,91 (m, 2H), l,62 (m, 4H), 1,48 (m, 
2H), 1,37-1,25 (br m, 36H), 0,87 (m, 6H). HPLC-98,65%. 

Общая процедура для синтеза соединения 519: 
Раствор соединения 518 (1 экв.) в гексане (15 мл) добавляли по каплям к охлажденному на льду 

раствору LAH в THF (1 М, 2 экв.). После завершения добавления смесь нагревали при 40°С в течение 0,5 
ч, затем охлаждали снова на ледяной бане. Смесь аккуратно гидролизовали насыщенным водным 
Na2SO4, затем фильтровали через целит и переводили в масло. С помощью колоночной хроматографии 
получали чистое 519 (1,3 г, 68%), которое получали в виде бесцветного масла.  

13С ЯМР = 130,2, 130,1 (×2), 127,9 (×3), 112,3, 79,3, 64,4, 44,7, 38,3, 35,4, 31,5, 29,9 (×2), 29,7, 29,6 
(×2), 29,5 (×3), 29,3 (×2), 27,2 (×3), 25,6, 24,5, 23,3, 226, 14,1; MS с электрораспылением (+ve): Молеку-
лярный вес для C44H80NO2 (М + Н)+ вычисл. 654,6, обнаруженный 654,6. 

Составы, полученные либо при помощи стандартного способа, либо при помощи способа без экс-
трузии, можно характеризовать одинаковым образом. Например, составы, как правило, характеризуют 
при помощи визуального осмотра. Это должны быть белесые прозрачные растворы, в которых нет агре-
гатов или осадка. Размер частиц и распределение частиц по размеру липидных наночастиц можно изме-
рять при помощи рассеяния света, с применением, например, Malvern Zetasizer Nano ZS (Malvern, CIIIа). 
Размеры частиц должны составлять приблизительно 20-300 нм, например 40-100 нм. Распределение час-
тиц по размеру должно быть одновершинным. Общую концентрацию dsRNA в составе, а также захва-
ченную фракцию определяют при помощи анализа на исключение красителя. Образец составленной 
dsRNA можно инкубировать со связывающимся с РНК красителем, например Ribogreen (Molecular 
Probes), в присутствии или в отсутствие разрушающего состав поверхностно-активного вещества, на-
пример, 0,5% Triton-XlOO. Общую dsRNA в составе можно определять по сигналу от образца, содержа-
щего поверхностно-активное вещество, по отношению к калибовочной кривой. Захваченную фракцию 
определяют путем вычитания содержания "свободной" dsRNA (которое измерено по сигналу при отсут-
ствии поверхностно-активного вещества) из общего содержания dsRNA. Процент захваченной dsRNA, 
как правило, составляет >85%. Для состава SNALP размер частиц составляет по меньшей мере 30 нм, по 
меньшей мере 40 нм, по меньшей мере 50 нм, по меньшей мере 60 нм, по меньшей мере 70 нм, по мень-
шей мере 80 нм, по меньшей мере 90 нм, по меньшей мере 100 нм, по меньшей мере 110 нм и по мень-
шей мере 120 нм. Подходящий диапазон, как правило, составляет от приблизительно по меньшей мере 50 
до приблизительно по меньшей мере 110 нм, от приблизительно по меньшей мере 60 до приблизительно 
по меньшей мере 100 нм или от приблизительно по меньшей мере 80 до приблизительно по меньшей 
мере 90 нм. 

Композиции и составы для перорального введения включают порошки или гранулы, микрочастица, 
наночастицы, суспензии или растворы в воде или неводной среде, капсулы, желатиновые капсулы, паке-
тики с порошком для приготовления раствора, таблетки или минитаблетки. Могут быть необходимы за-
густители, ароматизирующие вещества, разбавители, эмульгаторы, диспергирующие средства или свя-
зующие вещества. Согласно некоторым вариантам осуществления пероральные составы являются таки-
ми, в которых dsRNA, описанные в настоящем изобретении, вводят в сочетании с одним или нескольки-
ми веществами, способствующими проникновению, поверхностно-активными вещества и хелаторами. 
Подходящие поверхностно-активные вещества включают жирные кислоты и/или их сложные эфиры или 
соли, желчные кислоты и/или их соли. Подходящие желчные кислоты/соли желчных кислот включают 
хенодезоксихолевую кислоту (CDCA) и урсодезоксихенодезоксихолевую кислоту (UDCA), холевую ки-
слоту, дегидрохолевую кислоту, дезоксихолевую кислоту, глюхолевую кислоту, глихолевую кислоту, 
гликодезоксихолевую кислоту, таурохолевую кислоту, тауродезоксихолевую кислоту, тауро-24,25-
дигидрофузидат натрия и гликодигидрофузидат натрия. Подходящие жирные кислоты включают арахи-
доновую кислоту, ундекановую кислоту, олеиновую кислоту, лауриновую кислоту, каприловую кислоту, 
каприновую кислоту, миристиновую кислоту, пальмитиновую кислоту, стеариновую кислоту, линолевую 
кислоту, линоленовую кислоту, дикапрат, трикапрат, моноолеин, дилаурин, глицерил 1-монокапрат, 1-
додецилазациклогептан-2-он, ацилкарнитин, ацилхолин или моноглицерид, диглицерид или их фарма-
цевтически приемлемую соль (например, натриевую). Согласно некоторым вариантам осуществления 
применяют комбинации веществ, способствующих проникновению, например, жирные кислоты/соли 
жирных кислот в комбинации с желчными кислотами/солями желчных кислот. Одной иллюстративной 
комбинацией является натриевая соль лауриновой кислоты, каприновой кислоты и UDCA. 

Дополнительные вещества, способствующие проникновению, включают полиоксиэтилен-9-
лауриловый эфир, полиоксиэтилен-20-цетиловый эфир. dsRNA, описанные в настоящем изобретении, 
могут быть доставлены перорально, в форме гранул, в том числе распыляемых высушенных частиц, или 
формируют комплексы с образованием микро- или наночастиц. Комплексообразующие средства для 
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dsRNA включают полиаминокислоты; полиимины; полиакрилаты; полиалкилакрилаты, полиоксэтаны, 
полиалкилцианоакрилаты; катионизированные желатины, альбумины, крахмалы, акрилаты, полиэти-
ленгликоли (PEG) и крахмалы; полиалкилцианоакрилаты; DEAE-производные полиимины, пуллуланы, 
целлюлозы и крахмалы. Подходящие комплексообразующие средства включают хитозан, N-
триметилхитозан, поли-L-лизин, полигистидин, полиорнитин, полиспермины, протамин, поливинилпи-
ридин, политиодиэтиламинометилэтилен (PTDAE), полиаминостирол (например, р-амино), по-
ли(метилцианоакрилат), поли(этилцианоакрилат), поли(бутилцианакрилат), поли(изобутилцианакрилат), 
поли(изогексилцианоакрилат), DEAE-метакрилат, DEAE-гексилакрилат, DEAE-акриламид, DEAE-
альбумин и DEAE-декстран, полиметилакрилат, полигексилакрилат, поли(D,L-молочную кислоту), сопо-
лимер DL-молочной и гликолевой кислоты (PLGA), альгинат и полиэтиленгликоль (PEG). Пероральные 
составы для dsRNA и их получение описаны подробно в патенте США № 6887906, публикации США № 
20030027780 и патенте США № 6747014, каждый из которых включен в данный документ при помощи 
ссылки. 

Композиции и составы для парентерального, интрапаренхиматозного (в головной мозг), интрате-
кального, интравентрикулярного или внутрипеченочного введения могут включать стерильные водные 
растворы, которые также могут содержать буферы, разбавители и другие соответствующие добавки, та-
кие как, без ограничения, вещества, способствующие проникновению, соединения-носители и другие 
фармацевтически приемлемые носители или наполнители. 

Фармацевтические композиции согласно настоящему изобретению включают, без ограничения, 
растворы, эмульсии и содержащие липосомы составы. Такие композиции могут быть получены из ряда 
компонентов, которые включают, без ограничения, предварительно полученные жидкости, самоэмульги-
рующиеся твердые вещества и самоэмульгирующиеся полутвердые вещества. 

Фармацевтические составы, описанные в настоящем изобретении, которые в целях удобства могут 
находиться в виде единичной лекарственной формы, можно получать согласно традиционным методи-
кам, хорошо известным в фармацевтической промышленности. Такие методики включают стадию при-
ведения активных ингредиентов во взаимодействие с фармацевтическим(фармацевтическими) носите-
лем(носителями) или наполнителем(наполнителями). Как правило, составы получают путем равномерно-
го и тщательного приведения активных ингредиентов во взаимодействие с жидкими носителями или 
мелкоизмельченными твердыми носителями или и теми, и другими, а затем, при необходимости, прида-
ния продукту формы. 

Композиции, описанные в настоящем изобретении, могут быть составлены в виде любых из многих 
возможных лекарственных форм, как, например, без ограничения, таблеток, капсул, желатиновых кап-
сул, жидких сиропов, пластичных гелей, суппозиториев и клизмы. Композиции также могут быть со-
ставлены в виде суспензий в водной, неводной или смешанной среде. Водные суспензии дополнительно 
могут содержать вещества, которые повышают вязкость суспензии, в том числе, например, карбоксиме-
тилцеллюлозу натрия, сорбит и/или декстран. Суспензия также может содержать стабилизаторы. 

Дополнительные составы 

Эмульсии 

Композиции согласно настоящему изобретению могут быть получены и составлены в виде эмуль-
сий. Эмульсии, как правило, являются гетерогенными системами одной жидкости, диспергированной в 
другой, в форме капелек, диаметр которых обычно превышает 0,1 мкм (см., например, Ansel's Pharmaceu-
tical Dosage Forms and Drug Delivery Systems, Allen, LV., Popovich NG., and Ansel HC, 2004, Lippincott 
Williams & Wilkins (8th ed.), New York, NY; Idson в Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger and 
Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., volume 1, p. 199; Rosoff в Pharmaceutical Dosage 
Forms, Lieberman, Rieger and Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., vol. 1, p. 245; Block 
в Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger and Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York, 
N.Y., vol. 2, p. 335; Higuchi et al. в Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co., Easton, Pa., 
1985, p. 301). 

Эмульсии часто представляют собой двухфазные системы, содержащие две несмешиваемые жидкие 
фазы, тщательно перемешанные и диспрегированные одна в другой. Как правило, эмульсии могут пред-
ставлять собой либо эмульсии по типу "вода в масле" (w/o), либо "масло в воде" (o/w). В тех случаях, 
когда водная фаза является мелкораспыленной в общем объеме масляной фазы и диспергированной в 
виде мельчайших капелек в нем, тогда полученную композицию называют эмульсией по типу "вода в 
масле" (w/o). Альтернативно, в тех случаях, когда масляная фаза является мелкораспыленной в общем 
объеме водной фазы и диспергированной в виде мельчайших капелек в нем, тогда полученную компози-
цию называют эмульсией по типу "масло в воде" (o/w). Эмульсии могут содержать дополнительные ком-
поненты вдобавок к диспергированным фазам и активное лекарственное средство, которое может при-
сутствовать в виде раствора либо в водной фазе, либо в масляной фазе, либо само по себе в качестве от-
дельной фазы. При необходимости в эмульсиях могут присутствовать фармацевтические наполнители, 
такие как эмульгаторы, стабилизаторы, красители и антиоксиданты. Фармацевтические эмульсии также 
могут представлять собой множественные эмульсии, которые состоят из более чем двух фаз, как напри-
мер, в случае эмульсий по типу "масло-в-воде-в-масле" (o/w/o) и "вода-в-масле-в-воде" (w/o/w). Такие 
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сложные составы часто обеспечивают определенные преимущества, которые не обеспечивают простые 
двухкомпонентные эмульсии. Множественные эмульсии, в которых отдельные масляные капельки 
эмульсии o/w включают маленькие водные капельки, составляющие эмульсию w/o/w. Аналогично этому 
система масляных капелек, заключенная в каплях воды, стабилизированных в масляной диспергирую-
щей фазе, обеспечивает эмульсию o/w/o. 

Эмульсии характеризуются малой термодинамической устойчивостью, или она отсутствует. Часто 
диспергированная или дисперсная фаза эмульсии хорошо диспергирована в дисперсионной или диспер-
гирующей фазе и поддерживается в такой форме при помощи эмульгаторов или вязкости состава. Любая 
фаза эмульсии может быть полутвердой или твердой, как и в случае мазевых основ, подобных эмульсии, 
и кремов. Другие способы стабилизации эмульсий охватывают применение эмульгаторов, которые могут 
быть включены в любую фазу эмульсии. Эмульгаторы в целом могут быть разделены на четыре катего-
рии: синтетические поверхностно-активные вещества, встречающиеся в природе эмульгаторы, абсорб-
ционные базы и высокодисперные твердые вещества (см., например, Ansel's Pharmaceutical Dosage Forms 
and Drug Delivery Systems, Allen, LV., Popovich NG., and Ansel HC, 2004, Lippincott Williams & Wilkins 
(8th ed.), New York, NY; Idson, в Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger and Banker (Eds.), 1988, 
Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., vol. 1, p. 199). 

Синтетические поверхностно-активные вещества, также известные как сурфактанты, нашли широ-
кое применение в составе эмульсий, и они рассмотрены в литературе (см., например, Ansel's Pharmaceuti-
cal Dosage Forms and Drug Delivery Systems, Allen, LV., Popovich NG., and Ansel HC, 2004, Lippincott Wil-
liams & Wilkins (8th ed.), New York, NY; Rieger, в Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger and 
Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., vol. 1, p. 285; Idson, в Pharmaceutical Dosage 
Forms, Lieberman, Rieger and Banker (Eds.), Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., 1988, vol. 1, p. 199). По-
верхностно-активные вещества обычно являются амфифильными и содержат гидрофильную и гидро-
фобную часть. Соотношение гидрофильной и гидрофобной природы поверхностно-активного вещества 
называют гидрофильно-липофильным балансом (HLB), и оно является ценным инструментом при рас-
пределении на категории и выборе поверхностно-активных веществ при получении составов. Поверхно-
стно-активные вещества можно разделять на различные классы, исходя из природы гидрофильной груп-
пы: неионные, анионные, катионные и амфотерные (см., например, Ansel's Pharmaceutical Dosage Forms 
and Drug Delivery Systems, Allen, LV., Popovich NG., and Ansel HC, 2004, Lippincott Williams & Wilkins 
(8th ed.), New York, NY Rieger, в Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger and Banker (Eds.), 1988, 
Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., vol. 1, p. 285). 

Встречающиеся в природе эмульгаторы, применяемые в составах эмульсий, включают ланолин, 
пчелиный воск, фосфатиды, лецитин и гуммиарабик. Абсорбционные базы, такие как безводный ланолин 
и гидрофильный вазелин, обладают гидрофильными свойствами, так что они могут впитывать воду с 
образованием эмульсий w/o, с сохранением их полутвердой консистенции. Мелкоизмельченные твердые 
вещества также применяли в качестве подходящих эмульгаторов, в частности, в комбинации с поверхно-
стно-активными веществами и в вязких препаратах. Они включают полярные неорганические твердые 
вещества, такие как гидроксиды тяжелых металлов, неразбухающие глины, такие как бентонит, атта-
пульгит, гекторит, каолин, монтмориллонит, коллоидный силикат алюминия и коллоидный алюмосили-
кат магния, пигменты и неполярные твердые вещества, такие как углерод или глицерила тристеарат. 

Большое разнообразие неэмульгирующих материалов также включают в составы эмульсий и они 
вносят вклад в свойства эмульсий. Они включают жиры, масла, воски, жирные кислоты, жирные спирты, 
сложные эфиры жирных кислот, увлажнители, гидрофильные коллоиды, консерванты и антиоксиданты 
(Block, в Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger and Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New 
York, N.Y., vol. 1, p. 335; Idson, в Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger and Banker (Eds.), 1988, 
Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., vol. 1, p. 199). 

Гидрофильные коллоиды или гидроколлоиды включают встречающиеся в природе смолы и синте-
тические полимеры, такие как полисахариды (например, гуммиарабик, агар, альгиновую кислоту, карра-
генан, гуаровую камедь, камедь карайи и трагакант), производные целлюлозы (например, карбоксиме-
тилцеллюлозу и карбоксипропилцеллюлозу) и синтетические полимеры (например, карбомеры, простые 
эфиры целлюлозы и карбоксивиниловые полимеры). Они диспергируются или набухают в воде с образо-
ванием коллоидных растворов, которые стабилизируют эмульсии путем образования крепких межфаз-
ных пленок вокруг капелек диспергированной фазы, а также путем повышения вязкости дисперсионной 
фазы. 

Поскольку эмульсии зачастую содержат некоторое количество ингредиентов, таких как углеводы, 
белки, стеролы и фосфатиды, которые легко способствуют росту микроорганизмов, то такие составы 
зачастую включают консерванты. Широко применяемые консерванты, включенные в составы эмульсий, 
включают метилпарабен, пропилпарабен, четвертичные соли аммония, бензалкония хлорид, сложные 
эфиры пара-гидроксибензойной кислоты и борную кислоту. Антиоксиданты также обычно добавляют к 
составам эмульсий для предупреждения старения состава. Применяемые антиоксиданты могут представ-
лять собой ловушки свободных радикалов, как, например, токоферолы, алкил галлаты, бутилированный 
гидроксианизол, бутилированный гидрокситолуол, или восстановители, как, например, аскорбиновая 
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кислота и метабисульфит натрия, и синергистами антиоксидантов, как, например, лимонная кислота, 
винная кислота и лецитин. 

Применение составов эмульсий с помощью дерматологического, перорального и парентерального 
путей и способы их получения рассмотрены в литературе (см., например, Ansel's Pharmaceutical Dosage 
Forms and Drug Delivery Systems, Allen, LV., Popovich NG., and Ansel HC, 2004, Lippincott Williams & 
Wilkins (8th ed.), New York, NY; Idson в Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger and Banker (Eds.), 
1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., vol. 1, p. 199). Составы эмульсий для пероральной доставки 
являются очень распространенными для применения в связи с удобством составления, а также с точки 
зрения эффективности при всасывании и биодоступности (см., например, Ansel's Pharmaceutical Dosage 
Forms and Drug Delivery Systems, Allen, LV., Popovich NG., and Ansel HC, 2004, Lippincott Williams & 
Wilkins (8th ed.), New York, NY; Rosoff в Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger and Banker 
(Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., vol. 1, p. 245; Idson в Pharmaceutical Dosage Forms, Lie-
berman, Rieger and Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., volume 1, p. 199). Слабитель-
ные средства на основе минеральных масел, жирорастворимые витамины и питательные препараты с 
высоким содержанием жира являются одними из материалов, которые обычно вводят перорально в виде 
эмульсий o/w. 

Согласно одному варианту осуществления настоящего изобретения композиции iRNA и нуклеино-
вые кислоты составлены в виде микроэмульсий. Микроэмульсия может быть определена как система 
воды, масла и амфифильного вещества, которая является отдельным оптически изотропным и термоди-
намически устойчивым жидким раствором (см., например, Ansel's Pharmaceutical Dosage Forms and Drug 
Delivery Systems, Allen, LV., Popovich NG., and Ansel HC, 2004, Lippincott Williams & Wilkins (8th ed.), 
New York, NY; Rosoff, в Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger and Banker (Eds.), 1988, Marcel 
Dekker, Inc., New York, N.Y., vol. 1, p. 245). Обычно микроэмульсии представляют собой системы, кото-
рые получают путем сперва диспергирования масла в водном растворе поверхностно-активного вещест-
ва, а затем добавления достаточного количества четвертого компонента, как правило, спирта со средней 
длиной цепи с получением прозрачной системы. Таким образом, микроэмульсии также были описаны 
как термодинамически устойчивые, изотропически чистые дисперсии двух несмешиваемых жидкостей, 
которые стабилизируются межфазными пленками поверхностно-активных молекул (Leung и Shah, в Con-
trolled Release of Drugs: Polymers and Aggregate Systems, Rosoff, M., Ed., 1989, VCH Publishers, New York, 
pages 185-215). Микроэмульсии обычно получают путем объединения от трех до пяти компонентов, ко-
торые включают масло, воду, поверхностно-активное вещество, вторичное поверхностно-активное веще-
ство и электролит. То, является ли микроэмульсия эмульсией по типу "вода в масле" (w/o) или по типу 
"масло в воде" (o/w), зависит от свойств применяемого масла и поверхностно-активного вещества, а так-
же от структуры и геометрической упаковки полярных головок и углеводородных хвостов молекул по-
верхностно-активного вещества (Schott, в Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co., 
Easton, Pa., 1985, p. 271). 

Активно изучался феноменологический подход с использованием фазовых диаграмм, и с его помо-
щью специалистами в данной области были получены обширные данные о том, как составлять микро-
эмульсии (см., например, Ansel's Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery Systems, Allen, LV., Pop-
ovich NG., and Ansel HC, 2004, Lippincott Williams & Wilkins (8th ed.), New York, NY; Rosoff в Pharmaceu-
tical Dosage Forms, Lieberman, Rieger and Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., volume 
1, p. 245; Block в Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger and Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, 
Inc., New York, N.Y., vol. 1, p. 335). По сравнению с традиционными эмульсиями микроэмульсии предла-
гают преимущество стабилизации водонерастворимых лекарственных средств в составе термодинамиче-
ски устойчивых капелек, которые образуются самопроизвольно. 

Поверхностно-активные вещества, применяемые для получения микроэмульсий, включают без ог-
раничения ионные поверхностно-активные вещества, неионные поверхностно-активные вещества, Brij 
96, полиоксиэтиленолеиловые эфиры, сложные эфиры жирных кислот и полиглицерина, тетраглицерина 
монолаурат (ML310), тетраглицерина моноолеат (МО310), гексаглицерина моноолеат (РО310), гексагли-
церина пентаолеат (РО500), декаглицерина монокапрат (МСА750), декаглицерина моноолеат (МО750), 
декаглицерина секвиолеат (SO750), декаглицерина декаолеат (DAO750) отдельно или в комбинации со 
вторичными поверхностно-активными веществами. Вторичное поверхностно-активное вещество, обычно 
являющееся спиртом с короткой цепью, таким как этанол, 1-пропанол и 1-бутанол, служит для увеличе-
ния межфазной текучести путем проникновения в пленку из поверхностно-активного вещества и соот-
ветственно создания неупорядоченной пленки из-за пустого пространства, образующегося среди молекул 
поверхностно-активного вещества. Однако микроэмульсии могут быть получены без применения вто-
ричных поверхностно-активных веществ, и в уровне техники известны самоэмульгирующиеся системы 
микроэмульсий без спирта. Водной фазой, как правило, может быть вода, водный раствор лекарственно-
го средства, глицерин, PEG300, PEG400, полиглицерины, пропиленгликоли и производные этиленглико-
ля. Масляная фаза может включать без ограничения материалы, такие как Captex 300, Captex 355, Capmul 
MCM, сложные эфиры жирных кислот, среднецепочечные (С8-С12) моно-, ди- и триглицериды, полиок-
сиэтилированные сложные эфиры жирных кислот и глицерина, жирные спирты, полигликолизированные 
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глицериды, насыщенные полигликолизированные С8-С10 глицериды, растительные масла и силиконовое 
масло. 

Микроэмульсии представляют особый интерес с точки зрения растворимости лекарственного сред-
ства и повышенной абсорбции лекарственных средств. Липидные микроэмульсии (как o/w, так и w/o) 
были предложены для увеличения пероральной биодоступности лекарственных средств, включая пепти-
ды (см., например, патент США №№ 6191105; 7063860; 7070802; 7157099; Constantinides et al, Pharma-
ceutical Research, 1994, 11, 1385-1390; Ritschel, Meth. Find. Exp. Clin. Pharmacol., 1993, 13, 205). Микро-
эмульсии обеспечивают преимущества в виде улучшенной растворимости лекарственного средства, за-
щиты лекарственного средства от ферментативного гидролиза, возможного повышенной абсорбции ле-
карственного средства за счет индуцированных поверхностно-активным веществом изменений текучести 
мембран и проницаемости, удобства получения, удобства перорального введения по сравнению с твер-
дой лекарственной формой, улучшенной клинической действенности и пониженной токсичности (см., 
например, патент США №№ 6191105; 7063860; 7070802; 7157099; Constantinides et al., Pharmaceutical 
Research, 1994, 11, 1385; Ho et al., J. Pharm. Sci., 1996, 85, 138-143). Часто микроэмульсии могут образо-
вываться самопроизвольно, когда их компоненты объединяют при температуре окружающей среды. Это 
может быть в особенности преимущественным, когда составляют термолабильные лекарственные сред-
ства, пептиды или iRNA. Микроэмульсии также были эффективными при трансдермальной доставке ак-
тивных компонентов как при косметических, так и при фармацевтических применениях. Предполагается, 
что композиции и составы микроэмульсий согласно настоящему изобретению будут способствовать по-
вышенной системной абсорбции iRNA и нуклеиновых кислот из желудочно-кишечного тракта, а также 
улучшать локальный клеточный захват iRNA и нуклеиновых кислот. 

Микроэмульсии согласно настоящему изобретению также могут содержать дополнительные ком-
поненты и добавки, такие как сорбитанмоностеарат (Grill 3), Labrasol и вещества, способствующие про-
никновению, для улучшения свойств состава и для повышения абсорбции iRNA и нуклеиновых кислот 
согласно настоящему изобретению. Вещества, способствующие проникновению, применяемые в микро-
эмульсиях согласно настоящему изобретению, могут быть классифицированы, как принадлежащие к од-
ной из пяти основных категорий: поверхностно-активные вещества, жирные кислоты, соли желчных ки-
слот, хелатирующие средства и нехелатирующие поверхностно-неактивные вещества (Lee et al., Critical 
Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1991, p. 92). Каждый из этих классов рассматривался выше. 

Вещества, способствующие проникновению 

Согласно одному варианту осуществления в настоящем изобретении используют разнообразные 
вещества, способствующие проникновению, для воздействия на эффективную доставку нуклеиновых 
кислот, в частности iRNA, в кожу животных. Большинство лекарственных средств присутствуют в рас-
творе как в ионизированной, так и в неионизированной формах. Однако, как правило, только жирорас-
творимые или липофильные лекарственные средства легко проходят через клеточные мембраны. Было 
установлено, что даже нелипофильные лекарственные средства могут проходить через клеточные мем-
браны, если мембрана, через которую необходимо пройти, обработана веществом, способствующим 
проникновению. Вдобавок к обеспечению диффузии нелипофильных лекарственных средств через кле-
точные мембраны вещества, способствующие проникновению, также повышают проницаемость для ли-
пофильных лекарственных средств. 

Вещества, способствующие проникновению, можно классифицировать как принадлежащие к одной 
из пяти основных категорий, т. е. поверхностно-активные вещества, жирные кислоты, соли желчных ки-
слот, хелатирующие средства и нехелатриующие поверхностно-неактивные вещества (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 вышеуказанных классов ве-
ществ, способствующих проникновению, описан ниже более подробно. 

Поверхностно-активные вещества:  
В связи с настоящим изобретением поверхностно-активные вещества (или "сурфактанты") являют-

ся химическими структурными единицами, которые при растворении в водном растворе снижают по-
верхностное натяжение раствора или межфазное натяжение между водным раствором и другой жидко-
стью, в результате чего абсорбция iRNA через слизистую повышается. Помимо солей желчных кислот и 
жирных кислот, эти вещества, способствующие проникновению, включают, например, лаурилсульфат 
натрия, полиоксиэтилен-9-лауриловый эфир и полиоксиэтилен-20-цетиловый эфир (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) и перфторированные эмульсии, такие как 
FC-43. Takahashi et al., J. Pharm. Pharmacol., 1988, 40, 252). 

Жирные кислоты: 
Разнообразные жирные кислоты и их производные, которые действуют как вещества, способст-

вующие проникновению, включают, например, олеиновую кислоту, лауриновую кислоту, каприновую 
кислоту (н-декановую кислоту), миристиновую кислоту, пальмитиновую кислоту, стеариновую кислоту, 
линолевую кислоту, линоленовую кислоту, дикапрат, трикапрат, моноолеин (1-моноолеоил-рац-
глицерин), дилаурин, каприловую кислоту, арахидоновую кислоту, глицерин-1-монокапрат, 1-
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додецилазациклогептан-2-он, ацилкарнитины, ацилхолины, их C1-20алкиловые сложные эфиры (напри-
мер, метиловый, изопропиловый и трет-бутиловый) и их моно- и диглицериды (т.е. олеат, лаурат, капрат, 
миристат, пальмитат, стеарат, линолеат и т. д.) (см., например, Touitou, E., et al. Enhancement in Drug De-
livery, CRC Press, Danvers, MA, 2006; Lee et al., Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1991, 
p.92; Muranishi, Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1990, 7, 1-33; El Hariri et al, J. Pharm. 
Pharmacol., 1992, 44, 651-654). 

Соли желчных кислот: Физиологическая роль желчи включает содействие в распределении и вса-
сывании липидов и жирорастворимых витаминов (см., например, Malmsten, M. Surfactants and polymers in 
drug delivery, Informa Health Care, New York, NY, 2002; Brunton, Chapter 38 в Goodman & Gilman's The 
Pharmacological Basis of Therapeutics, 9th Ed., Hardman et al. Eds., McGraw-Hill, New York, 1996, pp. 934-
935). Разные природные соли желчных кислот и их синтетические производные действуют как вещества, 
способствующие проникновению. Таким образом, выражение "соли желчных кислот" включают любые 
встречающиеся в природе компоненты желчи, а также любое из их синтетических производных. Подхо-
дящие соли желчных кислот включают, например, холевую кислоту (или ее фармацевтически приемле-
мую натриевую соль, холат натрия), дегидрохолевую кислоту (дегидрохолат натрия), дезоксихолевую 
кислоту (дезоксихолат натрия), глюхолевую кислоту (глюхолат натрия), глихолевую кислоту (глихолат 
натрия), гликодезоксихолевую кислоту (гликодезоксихолат натрия), таурохолевую кислоту (таурохолат 
натрия), тауродезоксихолевую кислоту (тауродезоксихолат натрия), хенодезоксихолевую кислоту (хено-
дезоксихолат натрия), урсодезоксихолевую кислоту (UDCA), тауро-24,25-дигидро-фузидат (STDHF) на-
трия, гликодигидрофузидат натрия и полиоксиэтилен-9-лауриловый эфир (РОЕ) (см., например, Malm-
sten, M. Surfactants and polymers in drug delivery, Informa Health Care, New York, NY, 2002; Lee et al, Criti-
cal Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1991, page 92; Swinyard, Chapter 39 в Remington's Pharma-
ceutical Sciences, 18th Ed., Gennaro, ed., Mack Publishing Co., Easton, Pa., 1990, pages 782-783; Muranishi, 
Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1990, 7, 1-33; Yamamoto et al, J. Pharm. Exp. Ther., 
1992, 263, 25; Yamashita et al, J. Pharm. Sci., 1990, 79, 579-583). 

Хелатирующие средства:  
Хелатирующие средства, используемые применительно к настоящему изобретению, можно опреде-

лить как соединения, которые удаляют ионы металла из раствора путем образования комплексов с ними, 
в результате чего абсорбция iRNA через слизистую повышается. В отношении их применения в качестве 
веществ, способствующих проникновению, в настоящем изобретении хелатирующие средства обладают 
дополнительным преимуществом, также выступая в качестве ингибиторов ДНКазы, поскольку большин-
ство охарактеризованных ДНК-нуклеаз требуют двухвалентный ион металла для катализа и, таким обра-
зом, ингибируются хелатирующими средствами (Jarrett, J. Chromatogr., 1993, 618, 315-339). Подходящие 
хелатирующие средства включают, без ограничения, двунатриевый этилендиаминтетраацетат (EDTA), 
лимонную кислоту, салицилаты (например, салицилат натрия, 5-метоксисалицилат и гомовалинат), N-
ацилпроизводные коллагена, лаурет-9 и N-аминоацилпроизводные Р-дикетонов (енамины)(см., напри-
мер, Katdare, A. et al., Excipient development for pharmaceutical, biotechnology, and drug delivery, CRC Press, 
Danvers, MA, 2006; Lee et al., Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1991, page 92; 
Muranishi, Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1990, 7, 1-33; Buur et al., J. Control Rel., 
1990, 14, 43-51). 

Нехелатирующие поверхностно-неактивные вещества: Используемые в данном документе нехела-
тирующие поверхностно-неактивные соединения, способствующие проникновению, могут быть опреде-
лены как соединения, которые проявляют небольшую активность как хелатирующие средства или как 
поверхностно-активные вещества, но которые тем не менее повышают абсорбцию iRNA через слизистую 
пищеварительного тракта (см., например, Muranishi, Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 
1990, 7, 1-33). Этот класс веществ, способствующих проникновению, включает, например, ненасыщен-
ные цикломочевины, производные 1-алкил- и 1-алкенилазацикло-алканона (Lee et al., Critical Reviews in 
Therapeutic Drug Carrier Systems, 1991, page 92) и нестероидные противовоспалительные средства, такие 
как диклофенак натрия, индометацин и фенилбутазон (Yamashita et al., J. Pharm. Pharmacol., 1987, 39, 
621-626). 

Средства, которые усиливают захват iRNA на клеточном уровне, также можно добавлять к фарма-
цевтическим и другим композициям согласно настоящему изобретению. Например, катионные липиды, 
такие как липофектин (Junichi et al, патент США № 5705188), катионные производные глицерина и поли-
катионные молекулы, такие как полилизин (Lollo et al., заявка согласно РСТ WO 97/30731), также, как 
известно, усиливают клеточный захват dsRNA. Примеры коммерчески доступных реагентов для транс-
фекции включают среди прочего, например, Lipofectamine (Invitrogen; Карлсбад, Калифорния), Lipofec-
tamine 2000 (Invitrogen; Карлсбад, Калифорния), 293fectin (Invitrogen; Карлсбад, Калифорния), Cell-
fectin (Invitrogen; Карлсбад, Калифорния), DMRIE-C (Invitrogen; Карлсбад, Калифорния), FreeStyle 
MAX (Invitrogen; Карлсбад, Калифорния), Lipofectamine 2000 CD (Invitrogen; Карлсбад, Калифорния), 
Lipofectamine (Invitrogen; Карлсбад, Калифорния), RNAiMAX (Invitrogen; Карлсбад, Калифорния), Oli-
gofectamine (Invitrogen; Карлсбад, Калифорния), Optifect (Invitrogen; Карлсбад, Калифорния), реагент 
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для трансфекции X-tremeGENE Q2 (Roche; Грензахерштрассе, Швейцария), реагент для липосомной 
трансфекции DOTAP (Грензахерштрассе, Швейцария), реагент для липосомной трансфекции DOSPER 
(Грензахерштрассе, Швейцария) или Fugene (Грензахерштрассе, Швейцария), реагент Transfectam 
(Promega; Мэдисон, Висконсин), реагент для трансфекции TransFast (Promega; Мэдисон, Висконсин), 
реагент Tfx-20 (Promega; Мэдисон, Висконсин), реагент Tfx-50 (Promega; Мэдисон, Висконсин), 
DreamFect (OZ Biosciences; Марсель, Франция), EcoTransfect (OZ Biosciences; Марсель, Франция), реа-
гент для трансфекции TransPassa D1 (New England Biolabs; Ипсвич, Массачусетс, США), Ly-
oVec/LipoGen (Invitrogen; Сан-Диего, Калифорния, США), реагент для трансфекции PerFectin 
(Genlantis; Сан-Диего, Калифорния, США), реагент для трансфекции NeuroPORTER (Genlantis; Сан-
Диего, Калифорния, США), реагент для трансфекции GenePORTER (Genlantis; Сан-Диего, Калифорния, 
США), реагент для трансфекции GenePORTER 2 (Genlantis; Сан-Диего, Калифорния, США), реагент для 
трансфекции Cytofectin (Genlantis; Сан-Диего, Калифорния, США), реагент для трансфекции Bacu-
loPORTER (Genlantis; Сан-Диего, Калифорния, США), реагент для трансфекции TroganPORTER 
(Genlantis; Сан-Диего, Калифорния, США), RiboFect (Bioline; Тонтон, Массачусетс, США), PlasFect (Bio-
line; Тонтон, Массачусетс, США), UniFECTOR (B-Bridge International; Маунтин-Вью, Калифорния, 
США), SureFECTOR (B-Bridge International; Маунтин-Вью, Калифорния, США) или HiFect (B-Bridge 
International, Маунтин-Вью, Калифорния, США) 

Для усиления проникновения введенных нуклеиновых кислот можно использовать другие средства, 
в том числе гликоли, такие как этиленгликоль и пропиленгликоль, пирролы, такие как 2-пиррол, азоны и 
терпены, такие как лимонен и ментон. 

Носители 

Определенные композиции согласно настоящему изобретению также содержат в составе соедине-
ния-носители. Используемые в данном документе выражения "соединение-носитель" или "носитель" мо-
гут означать нуклеиновую кислоту или ее аналог, которые являются инертными (т.е. не обладают биоло-
гической активностью per se), но распознаются в качестве нуклеиновой кислоты in vivo процессами, ко-
торые снижают биодоступность нуклеиновой кислоты с биологической активностью, например, путем 
разрушения биологически активной нуклеиновой кислоты или путем содействия ее удалению из крово-
тока. Совместное введение нуклеиновой кислоты и соединения-носителя, обычно с избытком последнего 
вещества, может привести к существенному сокращению количества нуклеиновой кислоты, перерабаты-
ваемой печенью, почками или другими внесосудистыми депо, предположительно вследствие конкурен-
ции между соединением-носителем и нуклеиновой кислотой за общий рецептор. Например, переработка 
частично фосфотиоатной dsRNA печеночной тканью может быть снижена при ее совместном введении с 
полиинозиновой кислотой, сульфатом декстрана, полицитидиновой кислотой или 4-ацетамидо-
4'изотиоциано-стильбен-2,2'-дисульфокислотой (Miyao et al., DsRNA Res. Dev., 1995, 5, 115-121; Taka-
kura et al., DsRNA & Nucl. Acid Drug Dev., 1996, 6, 177-183. 

Наполнители 

В отличие от соединения-носителя "фармацевтический носитель" или "наполнитель" представляет 
собой фармацевтически приемлемый растворитель, суспендирующее средство или любую другую фар-
макологически инертную среду для доставки одной или нескольких нуклеиновых кислот в организм жи-
вотного. Наполнитель может быть жидким или твердым веществом и его выбирают с учетом предпола-
гаемого способа введения с тем, чтобы обеспечить необходимый объем, консистенцию и т.д., при объе-
динении с нуклеиновой кислотой и другими компонентами данной фармацевтической композиции. Ти-
пичные фармацевтические носители включают без ограничения связывающие средства (например, пре-
желатинизированный маисовый крахмал, поливинилпирролидон или гидроксипропилметилцеллюлозу и 
т.д.); наполнители (например, лактозу и другие сахара, микрокристаллическую целлюлозу, пектин, жела-
тин, сульфат кальция, этилцеллюлозу, полиакрилаты или вторичный кислый фосфат кальция и т.д.); сма-
зывающие вещества (например, стеарат магния, тальк, кремнезем, коллоидный диоксид кремния, стеари-
новую кислоту, стеараты металла, гидрогенизированные растительные масла, кукурузный крахмал, по-
лиэтиленгликоли, бензоат натрия, ацетат натрия и т.д.); разрыхлители (например, крахмал, натрия крах-
малгликолат и т.д.); и смачивающие средства (например, лаурилсульфат натрия и т.д). 

Фармацевтически приемлемые органические или неорганические наполнители, подходящие для 
введения, отличного от парентерального, которые не реагируют неблагоприятным образом с нуклеино-
выми кислотами, также можно применять для составления композиций согласно настоящему изобрете-
нию. Подходящие фармацевтически приемлемые носители включают, без ограничения, воду, солевые 
растворы, спирты, полиэтиленгликоли, желатин, лактозу, амилозу, стеарат магния, тальк, кремниевую 
кислоту, вязкий парафин, гидроксиметилцеллюлозу, поливинилпирролидон и т. п. 

Составы для местного применения нуклеиновых кислот могут включать стерильные и нестериль-
ные водные растворы, неводные растворы в обычных растворителях, таких как спирты, или растворы 
нуклеиновых кислот в жидких или твердых масляных основах. Растворы также могут содержать буферы, 
разбавители и другие подходящие добавки. Можно применять фармацевтически приемлемые органиче-
ские или неорганические наполнители, подходящие для введения, отличного от парентерального, кото-
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рые не взаимодействуют неблагоприятным образом с нуклеиновыми кислотами. 
Подходящие фармацевтически приемлемые наполнители включают, без ограничения, воду, солевые 

растворы, спирт, полиэтиленгликоли, желатин, лактозу, амилозу, стеарат магния, тальк, кремниевую ки-
слоту, вязкий парафин, гидроксиметилцеллюлозу, поливинилпирролидон и т.п. 

Другие компоненты 

Композиции согласно настоящему изобретению могут дополнительно содержать другие вспомога-
тельные компоненты, традиционно встречающиеся в фармацевтических композициях, при применении в 
уровнях, установленных в уровне техники. Таким образом, например, композиции могут содержать до-
полнительные совместимые фармацевтически активные материалы, такие как, например, противозудные 
средства, вяжущие средства, местные анестетики или противовоспалительные средства, или могут со-
держать дополнительные материалы, пригодные для физического составления композиций согласно на-
стоящему изобретению в различных лекарственных формах, такие как красители, ароматизирующие 
средства, консерванты, антиоксиданты, замутнители, загустители и стабилизаторы. Однако, такие мате-
риалы при добавлении не должны чрезмерно вступать в конфликт с биологическими активностями ком-
понентов композиций согласно настоящему изобретению. Составы могут быть стерильными и при необ-
ходимости их можно смешивать со вспомогательными средствами, например смазывающими вещества-
ми, консервантами, стабилизаторами, смачивающими средствами, эмульгаторами, солями для оказания 
влияния на осмотическое давление, буферами, красящими веществами, ароматизаторами и/или отдуш-
ками и т.п., которые не взаимодействуют неблагоприятным образом с нуклеиновой(нуклеиновыми) ки-
слотой(кислотами) состава. 

Водные суспензии могут содержать вещества, которые повышают вязкость суспензии, в том числе, 
например, карбоксиметилцеллюлозу натрия, сорбит и/или декстран. Суспензия также может содержать 
стабилизаторы. 

Согласно некоторым вариантам осуществления фармацевтические композиции, описанные в на-
стоящем изобретении, включают (а) одно или несколько соединений, представляющих собой iRNA, и (b) 
одно или несколько биологических средств, которые действуют по механизму, отличному от RNAi. 
Примеры таких биологических средств включают средства, препятствующие взаимодействию ALAS1 и 
по меньшей мере одного связывающего партнера ALAS1. 

Токсичность и терапевтическая эффективность таких соединений могут быть определены стандарт-
ными фармацевтическими процедурами на клеточных культурах или экспериментальных животных, на-
пример, для определения LD50 (дозы, летальной для 50% популяции) и ED50 (дозы, терапевтически эф-
фективной для 50% популяции). Соотношение доз между токсичным и терапевтическим действием 
представляет собой терапевтический индекс, и его можно выражать как соотношение LD50/ED50. Ти-
пичными являются соединения, которые характеризуются высоким терапевтическим индексом. 

Данные, полученные при анализах клеточных культур и исследованиях на животных, можно при-
менять при составлении ряда доз для применения у людей. Доза композиций, описанных в настоящем 
изобретении, как правило, находится в диапазоне концентраций в крови, который включают ED50 с ма-
лой токсичностью или юез токсичности. Доза может варьировать в этом диапазоне в зависимости от 
применяемой лекарственной формы и используемого пути введения. Для любого соединения, применяе-
мого в способах, описанных в настоящем изобретении, терапевтически эффективную дозу можно перво-
начально установить по результатам анализов на клеточной культуре. Доза может быть составлена для 
животных моделей для получения диапазона концентрации в плазме соединения или, при необходимо-
сти, полипептидного продукта целевой последовательности (например, достижения уменьшенной кон-
центрации полипептида), что включает IC50 (т.е. концентрацию исследуемого соединения, при помощи 
которой достигают полумаксимальное ингибирование симптомов), при определении на клеточной куль-
туре. Такую информацию можно применять для более точного определения пригодной дозы у людей. 
Уровни в плазме можно определять, например, при помощи высокоэффективной жидкостной хромато-
графии. 

В дополнение к их введению, рассматриваемому выше, iRNA, описанные в настоящем изобретении, 
можно вводить в комбинации с другими известными средствами, эффективными в лечении заболеваний 
или нарушений, связанных с экспрессией ALAS1. В любом случае, курирующий врач может корректиро-
вать количество и временные рамки введения iRNA, исходя из результатов, наблюдаемых при примене-
нии стандартных средств измерения эффективности, известных в данной области или описанных в дан-
ном документе. 

Способы лечения заболеваний, связанных с экспрессией гена ALAS1 

Настоящее изобретение относится, в частности, к применению iRNA, нацеленная на ALAS1, для 
ингибирования экспрессии ALAS1 и/или лечения заболевания, нарушения или патологического процес-
са, который связан с экспрессией ALAS1. 

Используемое в данном документе выражение "нарушение, связанное с экспрессией ALAS1", "за-
болевание, связанное с экспрессией ALAS1", "патологический процесс, связанный с экспрессией 
ALAS1" или т. п. включает состояние, нарушение или заболевание, в котором экспрессия ALAS1 изме-
нена (например, повышена), уровень одного или нескольких порфиринов изменен (например, повышен), 
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уровень или активность одного или нескольких ферментов в пути биосинтеза гема (порфириновом пути) 
изменен, или другие механизмы, которые ведут к патологическим изменениям в пути биосинтезе гема. 
Например, iRNA, нацеленную на ген ALAS1 или ее комбинацию, можно применять для лечения состоя-
ний, в которых уровни порфирина или предшественника порфирина (например, ALA или PBG) повыше-
ны (например, определенные порфирии), или состояний, в которых имеются нарушения ферментов пути 
биосинтеза гема (например, определенные порфирии). Нарушения, связанные с экспрессией ALAS1, 
включают, например, Х-сцепленную сидеробластическую анемию (XLSA), порфирию, обусловленную 
недостаточностью ALA (порфирию Досса), острую перемежающуюся порфирию (AIP), врожденную 
эритропоэтическую порфирию, позднюю кожную порфирию, наследственную копропорфирию (копро-
порфирию), вариегатную порфирию, эритропоэтическую протопорфирию (ЕРР) и транзиторную эритро-
порфирию детского возраста. 

Используемое в данном документе выражение "субъект", подлежащий лечению согласно способам, 
описанным в данном документе, включает человека или отличное от человека животное, например, мле-
копитающее. Млекопитающим может быть, например, грызун (например, крыса или мышь) или примат 
(например, обезьяна). Согласно некоторым вариантам осуществления субъектом является человек. 

Согласно некоторым вариантам осуществления субъект страдает нарушением, связанным с экс-
прессией ALAS1 (например, с диагностированной порфирией или испытывал один или несколько сим-
птомов порфирии и является носителем мутации, связанной с порфирией) или подвержен риску развития 
нарушения, связанного с экспрессией ALAS1 (например, субъект с семейной историей порфирии или 
субъект, который является носителем генетической мутации, связанной с порфирией). 

Классификации порфирии, в том числе острых печеночных порфирии, описаны, например, в Bal-
wani, M. & Desnick, R.J., Blood, 120(23), опубликованном online в виде Blood First Edition paper, 12, 102; 
DOI 10.1182/blood-2012-05-423186. Как описано в Balwain & Desnick, острая перемежающаяся порфирия 
(AIP), наследственная копропорфирия (НСР), вариегатная порфирия (VP) являются аутосомно-
доминантными порфириями, а порфирия, обусловленная недостаточностью ALA-дегидратазы (ADP), 
является аутосомно-рецессивной. В редких случаях AIP, НСР и VP возникают как гомозиготные доми-
нантные формы. Кроме того, существует редкая гомозиготная рецессивная форма поздней кожной пор-
фирии (РСТ), которая является единственной печеночно-кожной порфирией и также известной как гепа-
тоэритропоэтическая порфирия. Клинические и лабораторные характеристики этих порфирии описаны 
ниже в табл. 11. 

Таблица 11. Печеночные порфирии человека: клинические и лабораторные характеристики 

 
AR означает аутосомно-рецессивный;  
AD - аутосомно-доминантный;  
NV - нейровисцеральный;  
СР - кожная фоточувствительность и не применимо. 
*Повышения, которые могут быть важны для диагноза. 

Согласно некоторым вариантам осуществления субъект страдает порфирией или подвержен риску 
развития порфирии, например AIP, HCP, VP, ADP или гематоэритропоэтической порфирии. 

Согласно некоторым вариантам осуществления порфирия представляет собой острую печеночную 
порфирию, например, острую печеночную порфирию выбирают из острой перемежающейся порфирии 
(AIP), наследственной копропорфирии (НСР), вариегатной порфирии (VP) и порфирии, обусловленной 
недостаточностью ALA-дегидратазы (ADP). 

Согласно некоторым вариантам осуществления порфирия представляет собой двойную порфирию, 
например, по меньшей мере две формы порфирии. Согласно некоторым вариантам осуществления двой-
ная порфирия представляет две или более форм порфирии, выбранных из острой перемежающейся пор-
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фирии (AIP), наследственной копропорфирии (НСР), вариегатной порфирии (VP) и порфирии, обуслов-
ленной недостаточностью ALA-дегидратазы (ADP). 

Согласно некоторым вариантам осуществления порфирия представляет собой гомозиготную доми-
натную печеночную порфирию (например, гомозиготную доминантную AIP, НСР или VP) или гепато-
эритропоэтическую порфирию. Согласно вариантам осуществления порфирия представляет собой AIP, 
НСР, VP или гепатоэритропоэтическую порфирию или их комбинацию (например, двойную порфирию). 
Согласно некоторым вариантам осуществления AIP, НСР или VP является либо гетерозиготной доми-
нантной либо гомозиготной доминантной. 

Согласно вариантам осуществления субъект имеет порфирию или имеет риск развития порфирии, 
например, ADP, и характеризуется повышенным уровнем (например, повышенным уровнем в моче) ALA 
и/или копропорфирина III. Согласно вариантам осуществления субъект страдает порфирией или подвер-
жен риску развития порфирии, например ADP, и характеризуется повышенным уровнем Zn-
протопорфирина в эритроцитах. 

Согласно вариантам осуществления субъект страдает порфирией или подвержен риску развития 
порфирии, например, AIP, и характеризуется повышенным уровнем (например, повышенным уровнем в 
моче) ALA, PBG и/или уропорфирина. 

Согласно вариантам осуществления субъект имеет порфирию или имеет риск развития порфирии, 
например, НСР, и характеризуется повышенным уровнем (например, повышенным уровнем в моче) 
ALA, PBG и/или копропорфирина III. Согласно вариантам осуществления субъект страдает порфирией 
или подвержен риску развития порфирии, например НСР, и характеризуется повышенным уровнем (на-
пример, повышенным уровнем в кале) копропорфирина III. 

Согласно вариантам осуществления субъект страдает порфирией или подвержен риску развития 
порфирии, например VP, и характеризуется повышенным уровнем (например, повышенным уровнем в 
моче) ALA, PBG и/или копропорфирина III. 

Согласно вариантам осуществления субъект страдает порфирией или подвержен риску развития 
порфирии, например НСР, и характеризуется повышенным уровнем (например, повышенным уровнем в 
кале) копропорфирина III и/или протопорфирина. 

Согласно вариантам осуществления субъект страдает порфирией или подвержен риску развития 
порфирии, например, РСТ (например, гепатоэритропоэтической порфирии), и характеризуется повышен-
ным уровнем (например, повышенным уровнем в моче) уропорфирина и/или порфирин-7-карбоксилата. 
Согласно вариантам осуществления субъект страдает порфирией или подвержен риску развития порфи-
рии, например РСТ (например, гепатоэритропоэтической порфирии), и характеризуется повышенным 
уровнем (например, повышенным уровнем в кале) уропорфирина и/или порфирин-7-карбоксилата. 

Мутация, связанная с порфирией, включает любую мутацию в гене, кодирующем фермент в пути 
биосинтеза порфирина (порфириновый путь), или гена, который изменяет экспрессию гена в пути био-
синтеза гема. Согласно многим вариантам осуществления субъект несет одну или несколько мутаций в 
ферменте порфиринового пути (например, мутацию в ALA-дегидратазе или PBG-дезаминазе). Согласно 
некоторым вариантам осуществления субъект страдает острой порфирией (например, AIP, порфирией, 
обусловленной недостаточностью ALA-дегидратазы). 

В некоторых случаях пациенты с острой печеночной порфирией (например, AIP) или пациенты, ко-
торые несут мутации, ассоциированные с острой печеночной порфирией (например, AIP), но у которых 
не наблюдаются симптомы, имеют повышенные уровни ALA и/или PBG по сравнению со здоровыми 
индивидами. См., например, Floderus, Y. et al, Clinical Chemistry, 52(4): 701-707, 2006; Sardh et al., Clinical 
Pharmacokinetics, 46(4): 335-349, 2007. В таких случаях уровень ALA и/или PBG может быть повышен 
даже в том случае, если пациента не страдает от приступа или никогда не страдал. В некоторых таких 
случаях у пациента, в остальном, полностью не наблюдаются симптомы. В некоторых таких случаях па-
циент испытывает болевые ощущения, например, нейропатическую боль, которая может представлять 
собой хроническую боль (например, хроническую нейропатическую боль). В некоторых случаях пациент 
страдает от нейропатии. В некоторых случаях пациент страдает от прогрессирующей нейропатии. 

Согласно некоторым вариантам осуществления субъект, который подлежит лечению согласно спо-
собам, описанным в данном документе, имеет повышенный уровень порфирина или предшественника 
порфирина, например, ALA и/или PBG. Уровни порфирина или предшественника порфирина могут быть 
оценены при помощи способов, известных из уровня техники, или способов, описанных в данном доку-
менте. Например, способы оценки уровней ALA и PBG в моче и плазме, а также уровней порфиринов в 
моче и плазме, раскрыты в Floderus, Y. et al, Clinical Chemistry, 52(4): 701-707, 2006; и Sardh et al., Clinical 
Pharmacokinetics, 46(4): 335-349, 2007; полное содержание которых тем самым включено в данный доку-
мент при помощи ссылки во всей своей полноте. 

Согласно некоторым вариантам осуществления субъект представляет собой животную модель пор-
фирии, например мышиную модель порфирии (например, мутантную мышь, описанную в Lindberg et al. 
Nature Genetics, 12: 195-199, 1996). Согласно некоторым вариантам осуществления субъектом является 
человек, например человек, который страдает порфирией или подвержен риску развития порфирии, как 
описано в данном документе. Согласно некоторым вариантам осуществления субъекта не страдает от 
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острого приступа порфирии. Согласно некоторым вариантам осуществления субъект никогда не страдал 
от приступа. Согласно некоторым вариантам осуществления пациент испытывает хроническую боль. 
Согласно некоторым вариантам осуществления пациент страдает от повреждения нервов. Согласно ва-
риантам осуществления у субъекта наблюдаются изменения EMG и/или изменения в скорости проводи-
мости нерва. Согласно некоторым вариантам осуществления у субъекта не наблюдаются симптомы. Со-
гласно некоторым вариантам осуществления субъект подвержен риску развития порфирии (например, 
имеет мутацию гена, ассоциированную с порфирией), но у него не наблюдаются симптомы. Согласно 
некоторым вариантам осуществления субъект ранее страдал от острого приступа, но у него не наблюда-
ются симптомы во время лечения. 

Согласно некоторым вариантам осуществления субъект подвержен риску развития порфирии и по-
лучает профилактическое лечение для предупреждения развития порфирии. Согласно некоторым вари-
антам осуществления субъект имеет повышенный уровень порфирина или предшественника порфирина, 
например, ALA и/или PBG. Согласно некоторым вариантам осуществления профилактическое лечение 
начинается в период полового созревания. Согласно некоторым вариантам осуществления лечение сни-
жает уровень (например, уровень в плазме или уровень в моче) порфирина или предшественника порфи-
рина, например, ALA и/или PBG. Согласно некоторым вариантам осуществления лечение предупреждает 
развитие повышенного уровня порфирина или предшественника порфирина, например ALA и/или PBG. 
Согласно некоторым вариантам осуществления лечение предупреждает развитие симптома, ассоцииро-
ванного с порфирией, например болевого ощущения или повреждения нервов, или снижает частоту или 
тяжесть симптомов. 

Согласно некоторым вариантам осуществления уровень порфирина или предшественника порфи-
рина, например ALA или PBG, повышен, например, в образце плазмы или мочи от субъекта. Согласно 
некоторым вариантам осуществления уровень порфирина или предшественника порфирина, например, 
ALA или PBG, у субъекта оценивают на основе абсолютного уровня порфирина или предшественника 
порфирина, например, ALA или PBG, в образце от субъекта. Согласно некоторым вариантам осуществ-
ления уровень порфирина или предшественника порфирина, например, ALA или PBG, у субъекта оцени-
вают на основе относительного уровня порфирина или предшественника порфирина, например, ALA или 
PBG, в образце от субъекта. Согласно некоторым вариантам осуществления относительный уровень 
представлен относительно уровня другого белка или соединения, например, уровня креатинина, в образ-
це от субъекта. Согласно некоторым вариантам осуществления образец представляет собой образец мо-
чи. Согласно некоторым вариантам осуществления образец представляет собой образец плазмы. Соглас-
но некоторым вариантам осуществления образцом является образец кала. 

Повышенный уровень порфирина или предшественника порфирина, например, ALA и/или PBG, 
может быть установлен, например, путем демонстрации того, что субъект имеет уровень порфирина или 
предшественника порфирина, например, ALA и/или PBG (например, уровень ALA и/или PBG в плазме 
или моче), который выше нормального значения или выше или равен нормальному значению. Врач с 
опытом лечения порфирий сможет определить, является ли уровень порфирина или предшественника 
порфирина (например, ALA и/или PBG) повышенным, например, с целью диагностирования порфирий 
или для определения того, подвержен ли субъект риску развития порфирий, например, субъект может 
иметь предрасположенность к острому приступу или к патологии, ассоциированной с порфирией, такой 
как, например, хроническая боль (например, нейропатическая боль) и нейропатия (например, прогресси-
рующая нейропатия). 

Используемое в данном документе выражение "нормальное значение" относится к значению, полу-
ченному от субъекта, когда субъект не находится в состоянии заболевания, или значению, полученному 
от субъекта с нормальными показателями или здорового субъекта, или значению, полученному от эта-
лонной выборки или популяции, например, группы субъектов с нормальными показателями или здоро-
вых субъектов (например, группы субъектов, которые не несут мутацию, ассоциированную с порфирией, 
и/или группы субъектов, которые не испытывают симптомов, ассоциированных с порфирией). 

Согласно некоторым вариантам осуществления нормальное значение представляет собой уровень 
до болезни у одного и того же индивида. Согласно некоторым вариантам осуществления нормальное 
значение представляет собой уровень в эталонной выборке или популяции. Согласно некоторым вариан-
там осуществления нормальное значение представляет среднее или медианное значение в эталонной вы-
борке или популяции. Согласно некоторым вариантам осуществления нормальное значение представляет 
собой значение, равное двум стандартным отклонениям выше среднего в эталонной выборке или попу-
ляции. Согласно некоторым вариантам осуществления нормальное значение представляет собой значе-
ние, которое равно 2,5, 3, 3,5, 4, 4,5 или 5 стандартным отклонениям выше среднего в эталонной выборке 
или популяции. 

Согласно некоторым вариантам осуществления, где субъект имеет повышенный уровень порфири-
на или предшественника порфирина, например, ALA и/или PBG, субъект имеет уровень ALA и/или PBG, 
который по меньшей мере на 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 или 90% выше нормального значения. Согласно 
некоторым вариантам осуществления субъект имеет уровень порфирина или предшественника порфири-
на, например, ALA и/или PBG, который по меньшей мере в 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 или 10 раз выше нормаль-
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ного значения. 
Согласно некоторым вариантам осуществления нормальное значение соответствует верхнему пре-

делу нормального диапазона значений. Используемый в данном документе "верхний предел нормального 
диапазона значений" относится к уровню, который представляет собой верхний предел 95% доверитель-
ного интервала для эталонной выборки или популяции, например, группы индивидов с нормальными 
показателями (например, дикого типа) или здоровых индивидов, например, индивидов, которые не несут 
генетическую мутацию, ассоциированную с порфирией, и/или индивидов, которые не страдают порфи-
рией. Соответственно, нижний предел нормального диапазона значений относится к уровню, который 
представляет собой нижний предел того же 95% доверительного интервала. 

Согласно некоторым вариантам осуществления, где субъект имеет повышенный уровень, например, 
уровень в плазме или уровень в моче, порфирина или предшественника порфирина, например, ALA или 
PBG, этот уровень выше или равен 2-кратному, 3-кратному, 4-кратному или 5-кратному уровню относи-
тельно нормального значения, например, верхнего предела нормального диапазона значений. Согласно 
некоторым вариантам осуществления субъект имеет уровень порфирина или предшественника порфири-
на, например, ALA или PBG, в моче, который составляет выше 4-кратного уровня относительно верхнего 
предела нормального диапазона значений. 

Согласно некоторым вариантам осуществления нормальное значение представляет собой значение, 
представленное в Floderus, Y. et al, Clinical Chemistry, 52(4): 701-707, 2006 или Sardh et al., Clinical Phar-
macokinetics, 46(4): 335-349, 2007. Согласно некоторым вариантам осуществления нормальное значение 
представляет собой значение, представленное в табл. 1 Sardh et al. 

Согласно некоторым вариантам осуществления субъектом является человек, и субъект имеет уро-
вень PBG в моче, который выше или равен 4,8 ммоль/моль креатинина. Согласно определенным вариан-
там осуществления субъектом является человек, и субъект имеет уровень PBG в моче, который выше, 
или выше или равен 3, 4, 5, 6, 7 или 8 ммоль/моль креатинина. 

Согласно вариантам осуществления нормальное значение для PBG в плазме составляет 0,12 
мкмоль/л. Согласно вариантам осуществления субъектом является человек и субъект имеет уровень PBG 
в плазме, который выше, или выше или равен 0,10, 0,12, 0,24, 0,36, 0,48 или 0,60 мкмоль/л. Согласно ва-
риантам осуществления субъектом является человек и субъект имеет уровень PBG в плазме, который 
выше, или выше или равен 0,48 мкмоль/л. 

Согласно вариантам осуществления нормальное значение для PBG в моче составляет 1,2 
ммоль/моль креатинина. Согласно вариантам осуществления субъектом является человек и субъект име-
ет уровень PBG в моче, который выше, или выше или равен 1,0, 1,2 ммоль/моль креатинина, 2,4 
ммоль/моль креатинина, 3,6 ммоль/моль креатинина, 4,8 ммоль/моль креатинина или 6,0 ммоль/моль 
креатинина. Согласно вариантам осуществления субъектом является человек и субъект имеет уровень 
PBG в моче, который выше, или выше или равен 4,8 ммоль/моль креатинина. 

Согласно вариантам осуществления нормальное значение для ALA в плазме составляет 0,12 
мкмоль/л. Согласно вариантам осуществления субъектом является человек и субъект имеет уровень ALA 
в плазме, который выше, или выше или равен 0.10, 0,12, 0,24, 0,36, 0,48 или 0,60 мкмоль/л. Согласно ва-
риантам осуществления субъектом является человек и субъект имеет уровень ALA в плазме, который 
выше, или выше или равен 0,48 мкмоль/л. 

Согласно вариантам осуществления нормальное значение для ALA в моче составляет 3,1 
ммоль/моль креатинина. Согласно вариантам осуществления субъектом является человек и субъект име-
ет уровень ALA в моче, который выше, или выше или равен 2,5 ммоль/моль креатинина, 3,1 ммоль/моль 
креатинина, 6,2 ммоль/моль креатинина, 9,3 ммоль/моль креатинина, 12,4 ммоль/моль креатинина или 
15,5 ммоль/моль креатинина. 

Согласно вариантам осуществления нормальное значение для порфирина в плазме составляет 10 
нмоль/л. Согласно вариантам осуществления субъектом является человек и субъект имеет уровень пор-
фирина в плазме, который выше, или выше или равен 10 нмоль/л. Согласно вариантам осуществления 
субъектом является человек и субъект имеет уровень порфирина в плазме, который выше, или выше или 
равен 8, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 или 50 нмоль/л. Субъектом является человек, и субъект имеет уро-
вень порфирина в плазме, который выше, или выше или равен 40 нмоль/л. Согласно вариантам осущест-
вления нормальное значение для порфирина в моче составляет 25 мкмоль/моль креатинина. Согласно 
вариантам осуществления субъектом является человек и субъект имеет уровень порфирина в моче, кото-
рый выше, или выше или равен 25 мкмоль/моль креатинина. Согласно вариантам осуществления субъек-
том является человек, и субъект имеет уровень порфирина в моче, который выше или равен 20, 25, 30, 
35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75 или 80 мкмоль/моль креатинина. 

Согласно некоторым вариантам осуществления субъект имеет уровень, например уровень в плазме 
или уровень в моче, порфирина или предшественника порфирина, например ALA или PBG, который вы-
ше чем уровень 99% индивидов в выборке здоровых индивидов. 

Согласно некоторым вариантам осуществления субъект имеет уровень, например, уровень в плазме 
или уровень в моче, ALA или PBG, который выше на два стандартных отклонения среднего уровня в 
выборке здоровых индивидов. 
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Согласно некоторым вариантам осуществления субъект имеет уровень ALA в моче, который со-
ставляет 1,6 или более кратный уровень относительно среднего уровня у субъекта с нормальными пока-
зателями (например, субъекта, который не несет мутацию, ассоциированную с порфирией). Согласно 
некоторым вариантам осуществления субъект имеет уровень ALA в плазме, который составляет 2- или 3-
кратный уровень относительно среднего уровня у субъекта с нормальными показателями. Согласно не-
которым вариантам осуществления субъект имеет уровень PBG в моче, который составляет четыре или 
более кратный уровень относительно среднего уровня у субъекта с нормальными показателями. Соглас-
но некоторым вариантам осуществления субъект имеет уровень PBG в плазме, который составляет четы-
ре или более кратный уровень относительно среднего уровня у субъекта с нормальными показателями. 

Согласно некоторым вариантам осуществления способ является эффективным для снижения уровня 
порфирина или предшественника порфирина, например, ALA и/или PBG. Согласно вариантам осуществ-
ления способ является эффективным для получения заранее определенного снижения повышенного 
уровня порфирина или предшественника порфирина, например, ALA или PBG. Согласно некоторым ва-
риантам осуществления заранее определенное снижение представляет собой снижение по меньшей мере 
на 10, 20, 30, 40 или 50%. Согласно некоторым вариантам осуществления заранее определенное сниже-
ние представляет собой снижение, которое эффективно для предупреждения или облегчения симптомов, 
например, болевых ощущений или рецидивирующих приступов. 

Согласно некоторым вариантам осуществления заранее определенное снижение представляет собой 
снижение, которое составляет по меньшей мере 1,2,3 или более стандартных отклонений, где стандарт-
ное отклонение определяют на основе значений из эталонной выборки, например, эталонной выборки, 
описанной в данном документе. 

Согласно некоторым вариантам осуществления заранее определенное снижение представляет собой 
снижение, которое доводит уровень порфирина или предшественника порфирина до уровня, который 
меньше нормального значения, или до уровня, который меньше или равен нормальному значению (на-
пример, нормальному значению, описанному в данном документе). 

Согласно некоторым вариантам осуществления субъект, который подлежит лечению согласно опи-
санным способам, испытывает болевые ощущения, например, хроническую боль. Согласно некоторым 
вариантам осуществления страдает порфирией или подвержен риску развития порфирии, например, ост-
рой печеночной порфирии, например, AIP. Согласно вариантам осуществления способ является эффек-
тивным для лечения болевых ощущений, например, путем уменьшения тяжести болевых ощущений или 
излечения болевых ощущений. Согласно вариантам осуществления способ является эффективным для 
снижения или предупреждения повреждения нервов. 

Согласно некоторым вариантам осуществления субъект, который подлежит лечению согласно спо-
собам, описанным в данном документе, (а) имеет повышенный уровень ALA и/или PBG, и (b) испытыва-
ет болевые ощущения, например, хроническую боль. Согласно вариантам осуществления способ являет-
ся эффективным для снижения повышенного уровня ALA и/или PBG, и/или для лечения болевых ощу-
щений, например, путем уменьшения тяжести болевых ощущений или излечения болевых ощущений. 

Согласно некоторым вариантам осуществления субъектом является животное, которое служит в ка-
честве модели нарушения, связанного с экспрессией ALAS1. 

Согласно некоторым вариантам осуществления субъектом является животное, которое служит в ка-
честве модели порфирии (например, генетически модифицированное животное с одним или несколькими 
мутациями). Согласно некоторым вариантам осуществления порфирия представляет собой AIP, и субъ-
ектом является животная модель AIP. Согласно одному такому варианту осуществления субъектом явля-
ется генетически модифицированная мышь, которая характеризуется недостаточностью порфобилино-
гендезаминазы, например, такая как мышь, описанная в Lindberg et al., Nature Genetics, 12:195-199, 1996, 
или гомозиготная мышь R167Q, описанная в Yasuda, M., Yu, С. Zhang, J., Clavero, S., Edelmann, W., Gan, 
L., Phillips, J.D., & Desnick, R.J. Acute intermittent porphyria: A severely affected knock-in mouse that mimics 
the human homozygous dominant phenotype. (резюме презентации, представленной 14 октября 2011 г. в 
Американском обществе генетики человека; № 1308F в программе; доступно он-лайн с 4 апреля 2012 
года на ichg201 l.org/cgi-bin/showdetail.pl?absno=21167); оба из этих источников тем самым включены в 
данный документ во всей своей полноте. Были получены несколько моделей с нокином для обеспечения 
мутаций, вызывающих гомозиготную доминантную ALP у человека. Используемые мутации включают, 
например, R167Q, R173Q и R173W в PBG-дезаминазе. Жизнеспособные гомозиготы включали 
R167Q/R176Q и R167Q/R173Q, обе которые проявляют постоянно повышенные уровни ALA и PBG, ана-
логичные фенотипу при гомозиготной доминантной ALP человека; согласно некоторым вариантам осу-
ществления субъект является такой жизнеспособной мышиной моделью гомозиготной AIP. 

Согласно одному варианту осуществления субъект, который подлежит лечению согласно методам, 
описанным в данном документе (например, субъект-человек или пациент-человек), подвержен риску 
развития нарушения, связанного с экспрессией ALAS1, или у него диагностировано нарушение, связан-
ное с экспрессией ALAS1, например, порфирия. Согласно некоторым вариантам осуществления субъек-
том является субъект, который испытывал один или несколько острых приступов с одним или несколь-
кими симптомами порфирии. Согласно другим вариантам осуществления субъектом является субъект, 
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который хронически испытывал один или несколько симптомов порфирии (например, болевые ощуще-
ния, например, нейропатическую боль, и/или нейропатию, например, прогрессирующую нейропатию). 
Согласно некоторым вариантам осуществления субъект имеет генетическое изменение (например, мута-
цию), описанное в данном документе, но, в остальном, у него не наблюдаются симптомы. Согласно не-
которым вариантам осуществления субъект ранее подвергался лечению препаратом на основе гема (на-
пример, гемином, аргинатом гема или гемальбумином), описанным в данном документе. 

Согласно некоторым вариантам осуществления субъект (например, субъект с порфирией, такой как, 
например, AIP), который подлежит лечению согласно способам, описанным в данном документе, недав-
но испытывал или в настоящее время испытывает продром. Согласно некоторым таким вариантам осу-
ществления субъекту вводят комбинированное лечение, например, iRNA, описанную в данном докумен-
те, и один или несколько дополнительных лекарственных препаратов, которые, как известно, являются 
эффективными против порфирии (например, глюкоза и/или препарат на основе гема, такой как гемин, 
описанный в данном документе) или ассоциированных с ней симптомов. 

Согласно одному варианту осуществления iRNA, описанную в данном документе, вводят в комби-
нации с глюкозой или декстрозой. Например, может предусматриваться внутривенное введение 10-20% 
декстрозы в физиологическом растворе. Как правило, если вводится глюкоза, по меньшей мере 300 г 10% 
глюкозы вводят внутривенно ежедневно. iRNA (например, iRNA в составе LNP) можно также вводить 
внутривенно, как часть той же инфузии, которую используют для введения глюкозы или декстрозы, или 
в виде отдельной инфузии, которую вводят до, одновременно или после введения глюкозы или декстро-
зы. Согласно некоторым вариантам осуществления iRNA вводят при помощи другого пути введения (на-
пример, подкожно). Согласно еще одному варианту осуществления iRNA вводят в комбинации с полным 
парентеральным питанием. iRNA можно вводить до, одновременно или после введения полного парен-
терального питания. 

Согласно одному варианту осуществления iRNA вводят в комбинации с препаратом на основе гема 
(например, гемином, аргинатом гема или гемальбумином). Согласно дополнительному варианту осуще-
ствления iRNA вводят в комбинации с препаратом на основе гема и глюкозой, препаратом на основе ге-
ма и декстрозой или препаратом на основе гема и полным парентеральным питанием. 

Используемое в данном документе выражение "продром" предусматривает любой симптом, кото-
рый отдельный субъект испытывал заранее, непосредственно перед развитием острого приступа. Типич-
ные симптомы продрома включают, например, боль в животе, тошноту, головные боли, психологические 
симптомы (например, тревожность), возбужденное состояние и/или бессонницу. Согласно некоторым 
вариантам осуществления во время продрома субъект испытывает болевые ощущения (например, боль в 
животе и/или головную боль). Согласно некоторым вариантам осуществления во время продрома субъ-
ект испытывает тошноту. Согласно некоторым вариантам осуществления во время продрома субъект 
испытывает психологические симптомы (например, тревожность). Согласно некоторым вариантам осу-
ществления во время продрома субъект становится возбужденным и /или страдает от бессонницы. 

Острый "приступ" порфирии включает проявление одного или нескольких симптомов порфирии, 
как правило, у пациента, который имеет мутацию, ассоциированную с порфирией (например, мутацию в 
гене, который кодирует фермент в порфириновом пути). 

Согласно определенным вариантам осуществления введение iRNA ALAS1 приводит к снижению 
уровня одного или нескольких порфиринов или предшественников порфиринов, описанных в данном 
документе (например, ALA и/или PBG). Снижение может измерять относительно соответствующего 
контрольного или нормального значения. Например, снижение уровня одного или нескольких порфири-
нов или предшественников порфиринов можно установить у отдельного субъекта, например, как сниже-
ние по меньшей мере на 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50% или более по сравнению с уровнем, который 
наблюдался до лечения (например, непосредственно перед лечением). Снижение уровня предшественни-
ка порфирина, порфирина или метаболита порфирина можно измерять при помощи любого способа, из-
вестного из уровня техники. Например, уровень PBG и/или ALA в моче или плазме можно оценивать при 
помощи теста Уотсона-Шварца, ионообменной хроматографии или высокоэффективной жидкостной 
хроматографии - масс-спектрометрии. См., например, Thunell (1993). 

Согласно некоторым вариантам осуществления введение siRNA ALAS1 является эффективным для 
снижения уровня ALA и/или PBG у субъекта. Уровень ALA или PBG у субъекта можно оценивать, на-
пример, на основе абсолютного уровня ALA или PBG, или на основе относительного уровня ALA или 
PBG (например, относительно уровня другого белка или соединения, например, уровня креатинина) в 
образце от субъекта. Согласно некоторым вариантам осуществления образец представляет собой образец 
мочи. Согласно некоторым вариантам осуществления образец представляет собой образец плазмы. 

Согласно определенным вариантам осуществления iRNA, которая нацелена на ALAS1, вводят в 
комбинации с одним или несколькими дополнительными лекарственными препаратами, например, дру-
гим препаратом, который, как известно, является эффективным в лечении порфирии или симптомов 
порфирии. Например, другим лекарственным препаратом может быть глюкоза (например, IV глюкоза) 
или препарат на основе гема (например, гемин, аргинат гема или гемальбумин). Дополнительный лекар-
ственный препарат(ы) можно вводить до, после или одновременно с введением iRNA. 
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iRNA и дополнительное терапевтическое средство можно вводить в комбинации в одной и той же 
композиции, например, внутривенно, или дополнительное терапевтическое средство можно вводить как 
часть отдельной композиции или другим способом, описанным в данном документе. 

Согласно некоторым вариантам осуществления введение iRNA или введение iRNA в комбинации с 
одним или несколькими дополнительными лекарственными препаратами (например, глюкозой, декстро-
зой и т.п.), снижает частоту острых приступов (например, путем предупреждения острых приступов так, 
что они больше не возникают, или путем снижения числа приступов, которые возникают в определен-
ный период времени, например, меньшее число приступов возникает за год). Согласно некоторым таким 
вариантам осуществления iRNA вводят согласно схеме дозирования с регулярными интервалами, напри-
мер, ежедневно, еженедельно, раз в две недели или раз в месяц. 

Согласно некоторым вариантам осуществления iRNA вводят после острого приступа порфирии. 
Согласно некоторым таким вариантам осуществления iRNA находится в композиции, например, компо-
зиции, содержащей липидный состав, например состав LNP. 

Согласно некоторым вариантам осуществления iRNA вводят во время острого приступа порфирии. 
Согласно некоторым таким вариантам осуществления iRNA находится в композиции, например, компо-
зиции, содержащей липидный состав (например, состав LNP), или композиции, содержащей конъюгат 
GalNAc. 

Согласно некоторым вариантам осуществления введение siRNA ALAS1 является эффективным для 
снижения тяжести приступа (например, путем облегчения одного или нескольких признаков или сим-
птомов, ассоциированных с приступом). Согласно некоторым вариантам осуществления введение siRNA 
ALAS1 является эффективным для сокращения продолжительности приступа. Согласно некоторым ва-
риантам осуществления введение siRNA ALAS1 является эффективным для прекращения приступа. Со-
гласно некоторым вариантам осуществления iRNA вводят профилактически для предупреждения остро-
го приступа порфирии. Согласно некоторым таким вариантам осуществления iRNA находится в форме 
конъюгата GalNAc, например, в композиции, содержащей конъюгат GalNAc. Согласно некоторым вари-
антам осуществления профилактическое введение выполняют до, во время или после воздействия или 
возникновения провоцирующего фактора. Согласно некоторым вариантам осуществления субъект под-
вержен риску развития порфирии. 

Согласно некоторым вариантам осуществления siRNA вводят во время продрома. Согласно некото-
рым вариантам осуществления продром характеризуется болевыми ощущениями (например, головной 
болью и/или болью в животе), тошнотой, психологическими симптомами (например, тревожностью), 
возбужденным состоянием и/или бессонницей. 

Согласно некоторым вариантам осуществления siRNA вводят во время определенной фазы менст-
руального цикла, например, во время лютеиновой фазы. 

Согласно некоторым вариантам осуществления введение siRNA ALAS1 является эффективным для 
предупреждения приступов (например, рецидивирующих приступов, которые ассоциированы с продро-
мом и/или с провоцирующим фактором, например, с определенной фазой менструального цикла, напри-
мер, лютеиновой фазой). Согласно некоторым вариантам осуществления введение siRNA ALAS1 являет-
ся эффективным для снижения частоты приступов. Согласно вариантам осуществления введение siRNA 
ALAS1 является эффективным для снижения тяжести приступа (например, путем облегчения одного или 
нескольких признаков или симптомов, ассоциированных с приступом). Согласно некоторым вариантам 
осуществления введение siRNA ALAS1 является эффективным для сокращения продолжительности при-
ступа. Согласно некоторым вариантам осуществления введение siRNA ALAS1 является эффективным 
для прекращения приступа. 

Согласно некоторым вариантам осуществления введение siRNA ALAS1 является эффективным для 
предупреждения или снижения частоты или тяжести болевых ощущений, например, нейропатической 
боли. 

Согласно некоторым вариантам осуществления введение siRNA ALAS1 является эффективным для 
предупреждения или снижения частоты или тяжести нейропатии. 

Эффекты введения siRNA ALAS1 могут быть установлены, например, путем сравнения с соответ-
ствующим контролем. Например, снижение частоты острых приступов, а также снижение уровня одного 
или нескольких порфиринов или предшественников порфиринов у группы пациентов с AIP может быть 
установлено, например, как пониженная частота по сравнению с соответствующей контрольной группой. 
Контрольная группа (например, группа из подобных индивидов или та же группа индивидов в перекре-
стном исследовании) может включать, например, популяцию, не получавшую лечения, популяцию, ко-
торую лечили при помощи традиционного лекарственного препарата от порфирии (например, традици-
онный лекарственный препарат от AIP может включать глюкозу, гемин или оба); популяцию, которую 
лечили при помощи плацебо или нецелевой iRNA, необязательно в комбинации с одним или нескольки-
ми традиционными лекарственными препаратами от порфирии (например, глюкозой, например, IV глю-
козой) и т.п. 

Используемое в данном документе выражение "подверженный риску" развития порфирии включает 
субъекта со случаями заболевания порфирией в семье и/или одним или несколькими рецидивирующими 
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или хроническими симптомами порфирии в анамнезе, и/или субъекта, который имеет генетическое из-
менение (например, мутацию) в гене, кодирующем фермент в рамках пути биосинтеза гема, и субъекта, 
который имеет генетическое изменение, например, мутацию, которая, как известно, ассоциирована с 
порфирией. 

Согласно вариантам осуществления изменение, например мутация, способствует восприимчивости 
индивида к острому приступу (например, при воздействии провоцирующего фактора, например, лекар-
ственного средства, пребывания на диете или другого провоцирующего фактора, например, провоци-
рующего фактора, раскрытого в данном документе). Согласно вариантам осуществления изменение, на-
пример мутация, ассоциировано с повышенными уровнями порфирина или предшественника порфирина 
(например, ALA и/или PBG). Согласно вариантам осуществления изменение, например мутация, ассо-
циировано с хронической болью (например, хронической нейропатической болью) и/или нейропатией 
(например, прогрессирующей нейропатией). Согласно вариантам осуществления изменение, например 
мутация, ассоциировано с изменениями EMG и/или скорости проводимости нервов. 

Согласно вариантам осуществления изменение представляет собой мутацию в гене ALAS1. Соглас-
но вариантам осуществления изменение представляет собой мутацию в промоторе гена ALAS1 или в 
участках, расположенных выше или ниже гена ALAS1. Согласно вариантам осуществления изменение 
представляет собой мутацию в факторах транскрипции или других генах, которые взаимодействуют с 
ALAS1. Согласно вариантам осуществления изменение представляет собой изменение, например мута-
цию, в гене, который кодирует фермент в рамках пути биосинтеза гема. 

Согласно некоторым вариантам осуществления субъект имеет генетическое изменение, описанное в 
данном документе (например, генетическую мутацию, которая, как известно, ассоциирована с порфири-
ей). Согласно некоторым таким вариантам осуществления субъект имеет повышенный уровень (напри-
мер, уровень в моче или плазме) ALA и/или PBG. Согласно некоторым таким вариантам осуществления 
субъект не имеет повышенный уровень ALA и/или PBG. Согласно вариантам осуществления субъект 
имеет генетическое изменение, описанное в данном документе, и имеет другие симптомы, например, 
хроническую боль, изменения EMG, изменения скорости проводимости нервов и/или другие симптомы, 
ассоциированные с порфирией. Согласно вариантам осуществления субъект имеет генетическое измене-
ние, но не испытывает острых приступов. 

Согласно вариантам осуществления субъект имеет мутацию, ассоциированную с AIP, НСР, VP или 
ADP. 

Согласно некоторым вариантам осуществления порфирия представляет собой AIP. Согласно неко-
торым таким вариантам осуществления субъект имеет изменение, например, по меньшей мере одну му-
тацию, в гене PBG-дезаминазы. Многие мутации PBG-дезаминазы известны из уровня техники, напри-
мер, описанные в Hrdinka, M. et at. Physiological Research, 55 (Suppl 2):S119-136 (2006). Согласно некото-
рым вариантам осуществления субъект является гетерозиготным по мутации PBG-дезаминазы. Согласно 
другим вариантам осуществления субъект является гомозиготным по мутации PBG-дезаминазы. Гомози-
готный субъект может иметь две идентичные мутации или две различные мутации в гене PBG-
дезаминазы. 

Согласно некоторым вариантам осуществления порфирия представляет собой НСР. Согласно неко-
торым таким вариантам осуществления субъект имеет изменение, например по меньшей мере одну му-
тацию, в гене, который кодирует фермент копропорфириноген III оксидазу. 

Согласно некоторым вариантам осуществления порфирия представляет собой VP. Согласно неко-
торым таким вариантам осуществления субъект имеет изменение, например по меньшей мере одну му-
тацию, в гене, который кодирует протопорфириногеноксидазу. 

Согласно вариантам осуществления порфирия представляет собой ADP, например аутосомно-
рецессивную ADP. Согласно некоторым таким вариантам осуществления субъект имеет изменение, на-
пример по меньшей мере одну мутацию, в гене, который кодирует ALA-дегидратазу. 

Способы лечения, представленные в данном документе, могут служить для облегчения одного или 
нескольких симптомов, ассоциированных с порфирией, снижения частоты приступов, ассоциированных 
с порфирией, снижения вероятности того, что приступ, состоящий из одного или нескольких симптомов, 
ассоциированных с порфирией, возникнет при воздействии провоцирующего фактора, и/или снижения 
риска развития состояний, ассоциированных с порфирией (например, нейропатии (например, прогресси-
рующей нейропатии), гепатоцеллюлярного рака). Кроме того, способы, представленные в данном доку-
менте, могут служить для снижения уровня одного или нескольких предшественников порфиринов, пор-
фиринов и/или связанных продуктов или метаболитов порфирина. Уровень предшественника порфирина 
или порфирина можно измерять в любом биологическом образце, таком как, например, моча, кровь, кал, 
спинномозговая жидкость или образец ткани. Образец может находиться в субъекте или может быть по-
лучен или выделен из субъекта. Согласно некоторым вариантам осуществления порфирия представляет 
собой AIP, а уровень PBG и/или ALA снижен. Согласно некоторым вариантам осуществления продукт 
или метаболит порфирина представляет собой порфобилин, порфобилиноген или уропорфирин. Сниже-
ние уровня продукта или метаболита порфирина можно измерять при помощи любого способа, известно-
го из уровня техники. Например, уровень PBG и/или ALA в моче или плазме можно оценивать при по-
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мощи теста Уотсона-Шварца, ионообменной хроматографии или высокоэффективной жидкостной хро-
матографии - масс-спектрометрии. См., например, Thunell (1993). 

Способы, описанные в данном документе, могут также служить для снижения хронически повы-
шенных уровней предшественников порфиринов (например, ALA и/или PBG) у субъектов, страдающих 
порфирией (например, острой печеночной порфирией, например, AIP) или подверженных риску развития 
порфирии. Способы оценки уровней (например, хронически повышенных уровней) предшественников 
порфиринов в плазме и моче включают, например, HPLC-масс-спектрометрию и ионообменную хрома-
тографию. Уровни предшественников порфиринов можно выражать в виде уровня относительно другого 
белка или соединения, например, креатинина. См., например, Floderus, Y. et al, Clinical Chemistry, 52(4): 
701-707, 2006; Sardh et al., Clinical Pharmacokinetics, 46(4): 335-349, 2007. 

Используемое в данном документе выражение "провоцирующий фактор" относится к эндогенному 
или экзогенному фактору, который может индуцировать острый приступ, состоящий из одного или не-
скольких симптомов, ассоциированных с порфирией. Провоцирующие факторы включают голодание 
(или другие формы пониженной или недостаточной калорийности потребляемой пищи вследствие жест-
ких диет, занятий спортом, связанных с длинными дистанциями и т. д.), формы стресса, связанные с ме-
таболизмом (например, инфекции, оперативное вмешательство, международные авиаперелеты и психо-
логический стресс), эндогенные гормоны (например, прогестерон), курение сигарет, жирорастворимые 
чужеродные химические соединения (в том числе, например, химические соединения, присутствующие в 
табачном дыме, определенные лекарственные средства рецептурного отпуска, органические растворите-
ли, биоциды, соединения в алкогольных напитках), эндокринные факторы (например, половые гормоны 
(женщины могут испытывать обострения болезни во время менструального периода), синтетические эст-
рогены, прогестероны, стимуляторы овуляции и гормональная заместительная терапия). См., например, 
Thunell (1993). Распространенные провоцирующие факторы включают лекарственные средства, индуци-
рующие цитохром Р450, и фенобарбитал. 

Симптомы, ассоциированные с порфирией, могут включать боль или спазмы в животе, головные 
боли, эффекты, вызванные патологиями нервной системы, и светочувствительность, вызывающую появ-
ление сыпи, образование волдырей и рубцов на коже (фотодерматит). Согласно определенным вариантам 
осуществления порфирия представляет собой AIP. Симптомы AIP включают симптомы, связанные с же-
лудочно-кишечным трактом (например, сильная и плохо локализуемая боль в животе, тошнота/рвота, 
запор, диарея, непроходимость кишечника), симптомы, связанные с мочевой системой (дизурия, задерж-
ка мочеиспускания/недержание мочи или темная моча), неврологические симптомы (например, сенсор-
ная нейропатия, моторная нейропатия (например, поражающая черепные нервы и/или приводящая к сла-
бости мышц в руках или ногах), судороги, нейропатическую боль, прогрессирующую нейропатию, го-
ловные боли, нейропсихиатрические симптомы (например, спутанность сознания, тревожность, возбуж-
дение, галлюцинация, истерия, делирий, апатия, депрессия, фобии, психоз, бессонница, сонливость, ко-
ма), вовлечение автономной нервной системы (приводящее, например, к симптомам, связанным с сер-
дечно-сосудистой системой, таким как тахикардия, гипертензия и/или аритмии, а также другим симпто-
мам, таким как, например, повышенные уровни катехоламинов в крови, потение, возбужденность и/или 
тремор), обезвоживание и нарушения баланса электролитов. 

Согласно некоторым вариантам осуществления iRNA, нацеленную на ALAS1, вводят вместе (на-
пример, до, после или одновременно) с другим лекарственным препаратом, который может служить для 
ослабления одного или нескольких из упомянутых выше симптомов. Например, боль в животе можно 
лечить, например, наркотическими анальгетиками, судороги можно лечить, например, противосудорож-
ными препаратами, тошноту/рвоту можно лечить, например, фенотиазинами, и тахикардию/гипертензию 
можно лечить, например, бета-блокаторами. 

Выражение "снижать" (или "повышать"), как предполагается, относится к измеряемому изменению, 
например, статистически значимому изменению. Изменение может составлять, например, изменение 
(например, снижение (или повышение) относительно нормального значения, например, эталонной вели-
чины, где iRNA не вводят) по меньшей мере на 5, 10, 20, 30, 40, 50% или более. 

Настоящее изобретение дополнительно относится к применению iRNA или фармацевтической ком-
позиции на ее основе, например, для лечения нарушения, связанного с экспрессией ALAS1, в комбина-
ции с другими фармацевтическими препаратами и/или другими терапевтическими способами, например, 
с известными фармацевтическими препаратами и/или известными терапевтическими способами, такими 
как, например, применяемые в настоящее время для лечения нарушения. Согласно одному варианту 
осуществления iRNA или фармацевтическую композицию на ее основе можно вводить совместно с пре-
паратом на основе гема (например, гемином, аргинатом гема или гемальбумином, описанными в данном 
документе) и/или совместно с внутривенными инфузиями глюкозы. Согласно некоторым вариантам 
осуществления iRNA или фармацевтическую композицию на ее основе применяют профилактически, 
например, для предупреждения или облегчения симптомов прогнозируемого приступа острой порфирии. 
Профилактическое применение может планироваться по времени в соответствии с воздействием или 
прогнозируемым воздействием провоцирующего фактора на субъекта. Описанный в данном документе 
провоцирующий фактор может представлять собой любой эндогенный или экзогенный фактор, который, 
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как известно, провоцирует острый приступ. Например, предменструальная фаза представляет собой эн-
догенный провоцирующий фактор, а лекарственное средство, провоцирующее цитохром Р450, представ-
ляет собой экзогенный провоцирующий фактор. 

Количество, эффективное для лечения нарушения, связанного с экспрессией ALAS1 (например, 
порфирии, такой как AIP), зависит от типа нарушения, подлежащего лечению, тяжести симптомов, субъ-
екта, который подлежит лечению, пола, возраста и общего состояния субъекта, способа введения и т.д. 
Для каждого отдельно взятого случая соответствующее "эффективное количество" может определить 
специалист в данной области с помощью стандартного проведения экспериментов. Контролирование 
эффективности лечения или предупреждения путем измерения любого из таких показателей или любой 
комбинации показателей относится к компетенции специалиста в данной области. Применительно к вве-
дению iRNA, нацеленной на ALAS1, или фармацевтической композиции на ее основе выражение "эф-
фективный против" нарушения, связанного с экспрессией ALAS1, указывает, что введение способом, 
принятым в клинической практике, приводит к благоприятному эффекту, например, для отдельного па-
циента или по меньшей мере для части пациентов, например, статистически значимой части пациентов. 
Благоприятные эффекты включают, например, предупреждение или снижение симптомов, или другие 
эффекты. Например, благоприятные эффекты включают, например, улучшение (например, снижение 
тяжести или частоты) симптомов, снижение тяжести или частоты приступов, сниженный риск развития 
сопутствующего заболевания (например, нейропатии (например, прогрессирующей нейропатии), гепато-
целлюлярного рака), повышенную способность переносить провоцирующий фактор, улучшение качества 
жизни, снижение экспрессии ALAS1, снижение уровня (например, уровня в плазме или моче) порфирина 
или предшественника порфирина (например, ALA и/или PBG) или другой эффект, как правило, расцени-
ваемый как положительный лечащими врачами, хорошо осведомленными в лечении определенного типа 
нарушения. 

Эффект лечения или предупреждения является очевидным, когда наблюдается улучшение, напри-
мер, статистически значимое улучшение, одного или нескольких показателей болезненного состояния, 
или когда отсутствует усугубление или развитие симптомов в тех случаях, когда, при иных обстоятель-
ствах, они прогнозировались. В качестве примера, положительное изменение измеряемого показателя 
заболевания по меньшей мере на 10%, например, по меньшей мере на 20, 30, 40, 50% или более, может 
служить признаком эффективного лечения. Об эффективности данного лекарственного средства на осно-
ве iRNA или состава с таким лекарственным средством можно также судить при помощи эксперимен-
тальной животной модели данного заболевания, которая известна из уровня техники. При использовании 
экспериментальной животной модели эффективность лечения подтверждается, когда наблюдают стати-
стически значимое снижение маркера (например, ALA или PBG в плазме или моче) или ослабление сим-
птома. 

Пациентам можно вводить терапевтическое количество iRNA. Терапевтическое количество может 
составлять, например, 0,05-50 мг/кг. Например, терапевтическое количество может составлять 0,05, 0,1, 
0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1,0, 1,5, 2,0 или 2,5, 3,0, 3,5, 4,0, 4,5, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 или 50 
мг/кг dsRNA. 

Согласно некоторым вариантам осуществления iRNA составлена в виде липидного состава, напри-
мер, состава LNP, описанного в данном документе. Согласно некоторым таким вариантам осуществле-
ния терапевтическое количество может составлять 0,05-5 мг/кг, например, 0,05, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 
0,7, 0,8, 0,9, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0, 3,5, 4,0, 4,5 или 5,0 мг/кг dsRNA. Согласно некоторым вариантам осуще-
ствления липидный состав, например, состав LNP, вводят внутривенно. 

 Согласно некоторым вариантам осуществления iRNA вводят путем внутривенной инфузии в тече-
ние определенного периода времени, как, например, в течение периода 5, 10, 15, 20 или 25 мин. 

Согласно некоторым вариантам осуществления iRNA находится в форме конъюгата GalNAc, опи-
санного в данном документе. Согласно некоторым таким вариантам осуществления терапевтическое ко-
личество может составлять 0,5-50 мг, например, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0, 3,5, 4,0, 4,5, 5,0, 
6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 или 50 мг/кг dsRNA. Согласно некоторым вариантам осуществления 
конъюгат GalNAc вводят подкожно. 

Согласно некоторым вариантам осуществления введение повторяют, например, регулярно, как, на-
пример, ежедневно, раз в две недели (т.е. каждые две недели) в течение одного месяца, двух месяцев, 
трех месяцев, четырех месяцев или дольше. После осуществления схемы первичного лечения лекарст-
венные препараты можно вводить менее часто. Например, после введения раз в две недели в течение 
трех месяцев введение можно повторять один раз в месяц в течение шести месяцев, или года, или доль-
ше. 

Согласно некоторым вариантам осуществления средство на основе iRNA вводят двумя или более 
дозами. Согласно некоторым вариантам осуществления число или величина последующих доз зависят от 
достижения необходимого эффекта, например, подавления гена ALAS, снижения уровня порфирина или 
предшественника порфирина (например, ALA и/или PBG), или достижения терапевтического или про-
филактического эффекта, например, снижения или предупреждения одного или нескольких симптомов, 
ассциированных с порфирией (например, болевых ощущений, например, нейропатической боли), и/или 
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предупреждения приступов или снижения частоты и/или тяжести приступов, ассоциированных с порфи-
рией. 

Согласно некоторым вариантам осуществления средство на основе iRNA вводят в соответствии со 
схемой. Например, средство на основе iRNA можно вводить раз в неделю, два раза в неделю, три раза в 
неделю, четыре раза в неделю или пять раз в неделю. Согласно некоторым вариантам осуществления 
схема предусматривает введения с равными интервалами, например, ежечасно, каждые четыре часа, ка-
ждые шесть часов, каждые восемь часов, каждые двенадцать часов, ежедневно, каждые 2 дня, каждые 3 
дня, каждые 4 дня, каждые 5 дней, еженедельно, раз в две недели или раз в месяц. Согласно вариантам 
осуществления средство на основе iRNA вводят еженедельно или раз в две недели для достижения необ-
ходимого эффекта, например, снижения уровня ALA и/или PBG, уменьшения болевых ощущений и/или 
предупреждения острых приступов. 

Согласно вариантам осуществления схема предусматривает введения с небольшими интервалами с 
последующим более длительным периодом времени, в течение которого средство не вводят. Например, 
схема может предусматривать первоначальный набор доз, которые вводят за относительно короткий пе-
риод времени (например, приблизительно каждые 6 ч, приблизительно каждые 12 ч, приблизительно ка-
ждые 24 ч, приблизительно каждые 48 ч или приблизительно каждые 72 ч) с последующим более дли-
тельным периодом времени (например, приблизительно 1, приблизительно 2, приблизительно 3, прибли-
зительно 4, приблизительно 5 приблизительно 6 н приблизительно 7 или приблизительно 8 недель), в 
течение которого средство на основе iRNA не вводят. Согласно одному варианту осуществления средст-
во на основе iRNA первоначально вводят ежечасно, а впоследствии вводят с более длительными интер-
валами (например, ежедневно, еженедельно, раз в две недели или раз в месяц). Согласно другому вари-
анту осуществления средство на основе iRNA первоначально вводят ежедневно, а впоследствии вводят с 
более длительными интервалами (например, еженедельно, раз в две недели или раз в месяц). Согласно 
определенным вариантам осуществления более длительный интервал увеличивается со временем, или 
его определяют на основе достижения необходимого эффекта. Согласно конкретному варианту осущест-
вления средство на основе iRNA вводят один раз в день в течение острого приступа с последующим 
еженедельным введением доз, начиная с восьмого дня введения. Согласно другому конкретному вариан-
ту осуществления средство на основе iRNA вводят через день в течение первой недели с последующим 
еженедельным введением доз, начиная с восьмого дня введения. 

Согласно одному варианту осуществления средство на основе iRNA вводят для предупреждения 
или снижения тяжести или частоты рецидивирующих приступов, например циклических приступов, ас-
социированных с провоцирующим фактором. Согласно некоторым вариантам осуществления провоци-
рующим фактором является менструальный цикл. Согласно некоторым вариантам осуществления iRNA 
вводят периодически, например, через равные промежутки для предупреждения или снижения тяжести 
или частоты рецидивирующих приступов, например, циклических приступов, ассоциированных с прово-
цирующим фактором, например, менструальным циклом, например, определенной фазой менструально-
го цикла, например, лютеиновой фазой. Согласно некоторым вариантам осуществления iRNA вводят во 
время определенной фазы менструального цикла или на основе уровней гормонов у пациента, получаю-
щего лечение (например, на основе уровней гормонов, которые ассоциированы с определенной фазой 
менструального цикла). Согласно некоторым вариантам осуществления iRNA вводят в один или не-
сколько определенных дней менструального цикла, например, в 1-й, 2-й, 3-й, 4-й, 5-й, 6-й, 7-й, 8-й, 9-й, 
10-й, 11-й, 12-й, 13-й, 14-й, 15-й, 16-й, 17-й, 18-й, 19-й, 20-й, 21-й, 22-й, 23-й, 24-й, 25-й, 26-й, 27-й день 
или в 28-й день (или более поздний день для субъектов, которые имеют более длинный менструальный 
цикл). Согласно некоторым вариантам осуществления iRNA вводят во время лютеиновой фазы, напри-
мер, в один или несколько дней между 14-м - 28-м днями менструального цикла (или позже у субъектов, 
которые имеют менструальный цикл, который составляет более 28 дней). Согласно некоторым вариан-
там осуществления у субъекта оценивают время наступления овуляции (например, с помощью анализа 
крови или мочи, который определяет гормон, ассоциированный с овуляцией, например, LH) и iRNA вво-
дят через заранее определенный интервал после овуляции. Согласно некоторым вариантам осуществле-
ния iRNA вводят непосредственно после овуляции. Согласно некоторым вариантам осуществления iRNA 
вводят через 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 или 18 дней после овуляции. Любую из 
этих схем необязательно можно повторять в течение одного или нескольких циклов. Число циклов может 
зависеть от достижения необходимого эффекта, например подавления гена ALAS1 и/или достижения 
терапевтического или профилактического эффекта, например, снижения или предупреждения одного или 
нескольких симптомов, ассоциированных с порфирией, снижения частоты приступов, ассоциированных 
с порфирией. 

Согласно некоторым вариантам осуществления вводят первоначальную дозу средства на основе 
iRNA и проверяют уровень ALA или PBG, например через 1-48 ч, например 2, 4, 8, 12 или 24 ч, после 
введения первоначальной дозы. Согласно некоторым вариантам осуществления, если уровень ALA и/или 
PBG снизился (например, с достижением заранее определенного снижения, например, нормализации), 
и/или если симптомы, ассоциированные с порфирией (например, болевые ощущения), улучшились (на-
пример, так что у пациента не наблюдаются симптомы), дальнейшую дозу не вводят, в то же время, если 



036477 

- 92 - 

уровень ALA и/или PBG не снизился (например, не достиг заранее определенного снижения, например, 
не нормализовался), то дальнейшую дозу ALA или PBG вводят. Согласно некоторым вариантам осуще-
ствления дальнейшую дозу вводят через 12, 24, 36, 48, 60 или 72 ч после первоначальной дозы. Согласно 
некоторым вариантам осуществления, если первоначальная доза не является эффективной в снижении 
уровня ALA и/или PBG, то дальнейшую дозу модифицируют, например повышают, для достижения не-
обходимого понижения (например, заранее определенного снижения, например, нормализации) уровней 
ALA или PBG. 

Согласно некоторым вариантам осуществления заранее определенное снижение представляет собой 
понижение по меньшей мере на 10, 20, 30, 40 или 50%. Согласно некоторым вариантам осуществления 
заранее определенное снижение представляет собой снижение, которое является эффективным в преду-
преждении или облегчении симптомов, например, болевых ощущений, продромальных симптомов, или 
рецидивирующих приступов. 

Согласно некоторым вариантам осуществления заранее определенное снижение представляет собой 
снижение по меньшей мере на 1, 2, 3 или более стандартных отклонений, где стандартное отклонение 
определяют на основе значений из эталонной выборки, например, эталонной выборки, описанной в дан-
ном документе. 

Согласно некоторым вариантам осуществления заранее определенное снижение представляет собой 
снижение, которое доводит уровень порфирина или предшественника порфирина до уровня, который 
меньше нормального значения, или до уровня, который меньше или равен нормальному значению (на-
пример, нормальному значению, описанному в данном документе). 

Используемое в данном документе выражение "нормализация" уровней ALA или PBG (или "нор-
мальный" или "нормализованный" уровень) относится к уровню (например, уровню в моче и/или плазме) 
либо ALA, либо PBG, либо обоих, который находится в пределах ожидаемого диапазона для здорового 
индивида, индивида, у который не наблюдаются симптомы (например, индивида, который не испытыва-
ет болевых ощущений и/или не страдает нейропатией), или индивида, который не имеет мутации, ассо-
циированной с порфирией. Например, согласно некоторым вариантам осуществления нормализованный 
уровень находится в пределах двух стандартных отклонений от нормального среднего. Согласно некото-
рым вариантам осуществления нормализованный уровень находится в пределах нормального диапазона 
значений, например, в пределах 95% доверительного интервала для соответствующей контрольной вы-
борки, например, выборки здоровых индивидов или индивидов, которые не имеют генной мутации, ас-
социированной с порфирией. Согласно некоторым вариантам осуществления уровень ALA и/или PBG у 
субъекта (например, уровень ALA и/или PBG в плазме и/или крови) отслеживают через определенные 
промежутки времени, при этом дальнейшую дозу средства на основе iRNA вводят, если уровень повы-
шается выше нормального значения. 

Введение iRNA может снижать уровни mRNA или белка ALAS1, например, в клетке, ткани, крови, 
моче или другой части организма пациента по меньшей мере на 10%, по меньшей мере на 15%, по мень-
шей мере на 20%, по меньшей мере на 25%, по меньшей мере на 30%, по меньшей мере на 40%, по 
меньшей мере на 50%, по меньшей мере на 60%, по меньшей мере на 70%, по меньшей мере на 80 % или 
по меньшей мере на 90% или более. Введение iRNA может снижать уровни продуктов, ассоциированных 
с экспрессией гена ALAS1, например, уровни одного или нескольких порфиринов или предшественников 
порфиринов (например, уровень ALA и/или PBG). Введение средства на основе iRNA также может инги-
бировать или предупреждать повышение уровней mRNA или белка ALAS1 во время острого приступа 
AIP. 

Перед введением полной дозы iRNA пациентам можно вводить меньшую дозу, такую как 5% инфу-
зионную дозу, и отслеживать у них побочные эффекты, такие как аллергическая реакция, или повышен-
ные уровни липидов или кровяного давления. 

Согласно другому варианту осуществления у пациента можно отслеживать нежелательные эффек-
ты. 

Способы модулирования экспрессии гена ALAS1 

Согласно еще одному аспекту в настоящем изобретении представлен способ модулирования (на-
пример, ингибирования или активации) экспрессии гена ALAS1, например, в клетке или у субъекта. Со-
гласно некоторым вариантам осуществления клетка находится ex vivo, in vitro или in vivo. Согласно не-
которым вариантам осуществления клетка представляет собой эритроидную клетку или гепатоцит. Со-
гласно некоторым вариантам осуществления клетка находится внутри субъекта (например, млекопи-
тающего, такого как, например, человек). Согласно некоторым вариантам осуществления субъект (на-
пример, человек) подвержен риску заболевания, связанного с экспрессией ALAS1, или у него диагности-
ровано такое заболевание, как описано выше. 

Согласно одному варианту осуществления способ включает приведение клетки в контакт с iRNA, 
описанной в данном документе, в количестве, эффективном для снижения экспрессии гена ALAS1 в 
клетке. Используемое в данном документе выражение "приведение в контакт" включает непосредствен-
ное приведение клетки в контакт, а также опосредованное приведение клетки в контакт. Например, клет-
ка внутри субъекта (например, эритроидная клетка или клетка печени, такая как гепатоцит) может быть 
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приведена в контакт, когда композицию, содержащую iRNA, вводят (например, внутривенно или под-
кожно) субъекту. 

Экспрессию гена ALAS1 можно оценивать на основе уровня экспрессии mRNA ALAS1, белка 
ALAS1 или уровня показателя, функционально связанного с уровнем экспрессии гена ALAS1 (например, 
уровня порфирина или частоты или тяжести симптома, связанного с порфирией). Согласно некоторым 
вариантам осуществления экспрессия ALAS1 ингибируется по меньшей мере на 5%, по меньшей мере на 
10%, по меньшей мере на 15%, по меньшей мере на 20%, по меньшей мере на 25%, по меньшей мере на 
30%, по меньшей мере на 35%, по меньшей мере на 40%, по меньшей мере на 45%, по меньшей мере на 
50%, по меньшей мере на 55%, по меньшей мере на 60%, по меньшей мере на 65%, по меньшей мере на 
70%, по меньшей мере на 75%, по меньшей мере на 80%, по меньшей мере на 85%, по меньшей мере на 
90% или по меньшей мере на 95%. Согласно некоторым вариантам осуществления iRNA характеризуется 
IC50 B диапазоне 0,001-0,01 нМ, 0,001-0,10 нМ, 0,001-1,0 нМ, 0,001-10 нМ, 0,01-0,05 нМ, 0,01-0,50 нМ, 
0,02-0,60 нМ, 0,01-1,0 нМ, 0,01-1,5 нМ, 0,01-10 нМ. Значение IC50 может быть нормализовано относи-
тельно соответствующего контрольного значения, например, IC50 нецелевой iRNA. 

Согласно некоторым вариантам осуществления способ предусматривает введение в клетку iRNA, 
описанной в данном документе, и поддержание клетки в течение времени, достаточного для достижения 
разрушения mRNA-транскрипта гена ALAS1, вследствие чего ингибирования экспрессии гена ALAS1 в 
клетке. 

Согласно одному варианту осуществления способ предусматривает введение композиции, описан-
ной в данном документе, например, композиции, содержащей iRNA, которая нацеливается на ALAS1, 
млекопитающему так, что экспрессия целевого гена ALAS1 понижается, например, на протяжении дли-
тельного периода времени, например, по меньшей мере двух, трех, четырех дней или более, например, 
одной недели, двух недель, трех недель или четырех недель или дольше. Согласно некоторым вариантам 
осуществления понижение экспрессии ALAS1 можно выявлять в течение 1 ч, 2 ч, 4 ч, 8 ч, 12 ч или 24 ч 
после первого введения. 

Согласно другому варианту осуществления способ предусматривает введение композиции, описан-
ной в данном документе, млекопитающему так, что экспрессия целевого гена ALAS1 повышается, на-
пример, по меньшей мере на 10% по сравнению с необработанным животным. Согласно некоторым ва-
риантам осуществления активация ALAS1 наблюдается на протяжении длительного периода времени, 
например, по меньшей мере двух, трех, четырех дней или более, например, одной недели, двух недель, 
трех недель, четырех недель или более. Не желая быть связанными теорией, iRNA может активировать 
экспрессию ALAS1 путем стабилизации mRNA-транскрипта ALAS1, взаимодействия с промотором в 
геноме и/или подавления ингибитора экспрессии ALAS1. 

iRNA, применимые для способов и композиций, описанных в настоящем изобретении, специфично 
нацелены на РНК (первичные или процессированные) гена ALAS1. Композиции для ингибирования экс-
прессии гена ALAS1 с использованием iRNA можно получать, а способы такого ингибирования можно 
осуществлять, как описано в другой части данного документа. 

Согласно одному варианту осуществления способ предусматривает введение композиции, содер-
жащей iRNA, где iRNA содержит нуклеотидную последовательность, которая комплементарна по мень-
шей мере части РНК-транскрипта гена ALAS1 млекопитающего, который подлежит лечению. Если орга-
низм, который подлежит лечению, представляет собой млекопитающего, такого как человек, то компо-
зицию можно вводить любым способом, известным из уровня техники, в том числе без ограничения с 
помощью перорального, внутрибрюшинного или парентерального пути введения, в том числе с помо-
щью интракраниального (например, интравентрикулярного, интрапаренхиматозного и интратекального), 
внутривенного, внутримышечного, подкожного, трансдермального, воздушного (аэрозольного), назаль-
ного, ректального и местного (в том числе буккального и сублингвального) введения. 

Согласно определенным вариантам осуществления композиции вводят путем внутривенной инфу-
зии или инъекции. Согласно некоторым таким вариантам осуществления композиции содержат siRNA, 
находящуюся в липидном составе (например, в составе LNP, таком как состав LNP11) для внутривенной 
инфузии. Согласно определенным вариантам осуществления такие композиции можно применять для 
лечения острых приступов порфирии и/или для профилактики (например, для снижения тяжести или 
частоты приступов). 

Согласно другим вариантам осуществления композиции вводят подкожно. Согласно некоторым та-
ким вариантам осуществления композиции содержат iRNA, конъюгированную с лигандом GalNAc. Со-
гласно определенным вариантам осуществления такие композиции можно применять для лечения ост-
рых приступов порфирии или для профилактики (например, для снижения тяжести или частоты присту-
пов). 

Способы снижения уровня порфирина или предшественника порфирина 

Согласно другому аспекту в настоящем изобретении представлен способ снижения уровня порфи-
рина или предшественника порфирина, например, в клетке или у субъекта. 

Согласно некоторым вариантам осуществления клетка находится ex vivo, in vitro или in vivo. Со-
гласно некоторым вариантам осуществления клетка представляет собой эритроидную клетку или гепато-
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цит. Согласно некоторым вариантам осуществления клетка представляет собой гепатоцит. Согласно не-
которым вариантам осуществления клетка находится внутри субъекта (например, млекопитающего, та-
кого как, например, человек). 

Согласно некоторым вариантам осуществления субъект (например, человек) подвержен риску раз-
вития порфирии или у него диагностирована порфирия, как описано в данном документе. Согласно неко-
торым вариантам осуществления способ является эффективным для лечения порфирии, как описано в 
данном документе (например, путем облегчения одного или нескольких симптомов, ассоциированных с 
порфирией, снижения частоты приступов, ассоциированных с порфирией, снижения вероятности того, 
что приступ, состоящий из одного или нескольких симптомов, ассоциированных с порфирией, будет 
возникать при воздействии провоцирующего фактора, и/или снижения риска развития состояний, ассо-
циированных с порфирией (например, нейропатии (например, прогрессирующей нейропатии), гепато-
целлюлярного рака). Согласно одному варианту осуществления способ предусматривает приведение 
клетки в контакт с RNAi, как описано в данном документе, в количестве, достаточном для снижения 
уровня порфирина или предшественника порфирина (например, ALA или PBG) в клетке, или в другой 
соответствующей клетке или группе клеток, или у субъекта. Используемое в данном документе выраже-
ние "приведение в контакт" включает непосредственное приведение клетки в контакт, а также опосредо-
ванное приведение клетки в контакт. Например, клетка внутри субъекта (например, эритроидная клетка 
или клетка печени, такая как гепатоцит) может быть приведена в контакт, когда композицию, содержа-
щую RNAi, вводят (например, внутривенно или подкожно) субъекту. Используемое в данном документе 
выражение "другая соответствующая клетка или группа клеток" включает любую клетку или группу кле-
ток, в которых уровень порфирина или предшественника порфирина снижается в результате приведения 
в контакт. Например, клетка может быть частью ткани, находящейся внутри субъекта (например, клет-
кой печени, находящейся внутри субъекта), и приведение в контакт клетки внутри субъекта (например, 
приведение в контакт одной или нескольких клеток печени, находящихся внутри субъекта) с RNAi мо-
жет приводить к снижению уровня порфирина или предшественника порфирина в другой соответствую-
щей клетке или группе клеток (например, нервных клетках субъекта), или в ткани или жидкости субъек-
та (например, в моче, крови, плазме или спинномозговой жидкости субъекта). 

Согласно некоторым вариантам осуществления порфирин или предшественник порфирина выбира-
ется из группы, состоящей из δ-аминолевулиновой кислоты (ALA), порфобилиногена (PBG), гидкроси-
метилбилана (НМВ), уропорфиногена III, копропорфиногена III, протопорфиногена IX и протопорфири-
на IX. Согласно некоторым вариантам осуществления предшественник порфирина представляет собой 
ALA. Согласно некоторым вариантам осуществления предшественник порфирина представляет собой 
PBG. Согласно некоторым вариантам осуществления способ снижает уровень ALA и PBG. Уровень пор-
фирина или предшественника порфирина можно измерять, как описано в данном документе и как из-
вестно из уровня техники. 

Анализы и способы отслеживания активности RNAi 

Согласно другому аспекту в настоящем изобретении представлены анализы и способы отслежива-
ния уровней mRNA ALAS 1. Активность RNAi в печени можно отслеживать с помощью определения 
уровней mRNA или продукта 5'RACE в ткани, или с помощью определения уровня секретируемого белка 
в крови. 

Альтернативно или в комбинации, можно определять уровни циркулирующей внеклеточной mRNA 
ALAS1, например, при помощи анализов cERD (Circulating Extracellular RNA Detection). Согласно неко-
торым вариантам осуществления уровень mRNA ALAS1 можно определять в образце биологической 
жидкости, например образце сыворотки или мочи. Согласно некоторым вариантам осуществления в био-
логические жидкости из различных типов клеток выделяются экзосомы, которые содержат mRNA и 
miRNA, происходящие из исходной ткани. Такие экзосомы можно использовать для отслеживания уров-
ня циркулирующей RNAi. Согласно одному варианту осуществления образец, например, образец сыво-
ротки или мочи от субъекта, получающего лечение посредством iRNA, описанной в данном документе, 
может быть очищен при помощи низкоскоростного центрифугирования, затем при помощи центрифуги-
рования со скоростью приблизительно 160000g в течение приблизительно 2 ч с образованием осадка. 
RNA можно экстрагировать и анализировать для измерения уровней mRNA ALAS1. Иллюстративные 
способы и анализы раскрыты в PCT/US 2012/043584, опубликованном как WO 2012/177906, содержание 
которых включено при помощи ссылки. 

Соответственно, представлен анализ или способ определения уровня циркулирующей внеклеточной 
mRNA ALAS1 у субъекта. Анализ или способ предусматривают получение РНК (например, внеклеточ-
ной РНК) из образца биологической жидкости (например, образца мочи, крови или плазмы) от субъекта, 
при этом упомянутый образец биологической жидкости содержит mRNA ALAS1; и определение в об-
разце уровня циркулирующей внеклеточной mRNA ALAS1. 

Согласно одному варианту осуществления анализ или способ предусматривают стадию получения 
cDNA ALAS1 из mRNA ALAS1; и приведения в контакт cDNA ALAS1 с нуклеиновой кислотой (напри-
мер, зондом и/или праймером), комплементарной cDNA ALAS1 или ее части, что тем самым приводит к 
образованию реакционной смеси; и определения (например, измерения) уровня cDNA ALAS1 в реакци-
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онной смеси, где уровень cDNA ALAS1 является показателем уровня mRNA ALAS1, тем самым анали-
зируют уровень циркулирующей внеклеточной mRNA ALAS1 у субъекта. 

Согласно одному варианту осуществления анализ или способ предусматривают получение образца 
биологической жидкости от субъекта, где биологический образец отделяют от ткани и где биологиче-
ский образец содержит экзосомы. Анализ или способ могут дополнительно предусматривать определе-
ние уровней РНК в биологическом образце, где РНК экспрессируется за счет гена в ткани субъекта, где 
экзосомы не очищают от биологического образца перед определением уровней РНК в биологическом 
образце. 

Согласно вариантам осуществления упомянутый образец биологической жидкости представляет 
собой образец крови. Согласно вариантам осуществления упомянутый образец биологической жидкости 
представляет собой образец сыворотки. Согласно другому варианту осуществления упомянутый образец 
биологической жидкости представляет собой образец мочи. 

Согласно вариантам осуществления способ включает PCR, qPCR или 5'-RACE. 
Согласно вариантам осуществления упомянутая нуклеиновая кислота представляет собой зонд или 

праймер. 
Согласно вариантам осуществления упомянутая нуклеиновая кислота содержит выявляемый фраг-

мент и уровень mRNA ALAS1 определяют по выявлению количества выявляемого фрагмента. 
Согласно вариантам осуществления упомянутый способ дополнительно предусматривает получе-

ние образца биологической жидкости от субъекта. 
Согласно вариантам осуществления этих способов эффективность лечения порфирии оценивают на 

основе сравнения уровня циркулирующей внеклеточной mRNA ALAS1 у субъекта по отношению к нор-
мальному значению. 

Согласно вариантам осуществления снижение уровня циркулирующей внеклеточной mRNA ALAS1 
у субъекта в ответ на лечение порфирии относительно нормального значения указывает на то, что лече-
ние порфирии является эффективным. Согласно вариантам осуществления нормальное значение пред-
ставляет собой уровень циркулирующей внеклеточной mRNA ALAS1 у субъекта до лечения порфирии. 

Если не указано иное, все технические и научные термины, используемые в данном документе, 
имеют такое значение, которое обычно понятно специалисту в области техники, к которой относится 
настоящее изобретение. Хотя способы и материалы, аналогичные или эквивалентные таковым, описан-
ным в данном документе, можно применять в практическом осуществлении или исследовании iRNA и 
способов, описанных в настоящем изобретении, подходящие способы и материалы описаны ниже. Все 
публикации, заявки на патент, патенты и другие литературные источники, которые упоминаются в дан-
ном документе, включены при помощи ссылки во всей своей полноте. В случае противоречия настоящее 
описание, в том числе определения, будет иметь преимущественную силу. Кроме того, материалы, спо-
собы и примеры являются только иллюстративными и не подразумеваются как ограничивающие. 

Примеры 

Пример 1. Синтез siRNA 
Источник реагентов 

Если источник реагента конкретным образом не указан в данном документе, такой реагент может 
быть получен от любого поставщика реагентов для целей использования в молекулярной биологии в ко-
личестве/с чистотой, стандартными для применения в молекулярной биологии. 

Синтез олигонуклеотидов 

Все олигонуклеотиды синтезировали на синтезаторе AKTAoligopilot. Для синтеза олигонуклеоти-
дов применяли коммерчески доступную твердую подложку из стекла с контролируемым размером пор 
(dT-CPG, 500 , Prime Synthesis) и РНК-фосфорамидиты со стандартными защитными группами, 5'-O-
диметокситритил-N6-бензоил-2'-трет-бутилдиметилсилил-аденозин-3'-О-N,N'-диизопропил-2-циано-
этилфосфорамидит, 5-O-диметокситритил-N4-ацетил-2'-трет-бутилдиметилсилил-цитидин-3'-О-N,N'-
диизопропил-2-цианоэтилфосфорамидит, 5'-О-диметилокситритил-N2-изобутрил-2'-трет-бутилдиме-
тилсилил-гуанозин-3'-O-N,N'-диизопропил-2-цианоэтилфосфорамидит и 5'-О-диметокситритил-2'-трет-
бутилдиметилсилил-уридин-3'-О-N,N'-диизопропил-2-цианоэтилфосфорамидит (Pierce Nucleic Acids 
Technologies). 2'-F-фосфорамидиты, 5'-О-диметокситритил-N4-ацетил-2'-фтор-цитидин-3'-O-N,N'-
диизопропил-2-цианоэтил-фосфорамидит и 5'-О-диметокситритил-2'-фторуридин-3'-O-N,N'-диизопро-
пил-2-цианоэтил-фосфорамидит приобретали у Promega. Все фосфорамидиты применяли в концентрации 
0,2 М в ацетонитриле (CH3CN), за исключением гуанозина, который применяли в концентрации 0,2 М в 
10% THF/ANC (объем/объем). Время связывания/рециркуляции составляло 16 мин. Активатор представ-
ляет собой 5-этилтиотетразол (0,75 М, American International Chemicals); для РО-окисления применяли 
йод/воду/пиридин, а для PS-окисления применяли PADS (2%) в смеси 2,6-лутидин/ACN (1:1 объ-
ем/объем). 

3'-Лиганд-конъюгированные нити синтезировали с помощью твердой подложки, содержащей соот-
ветствующий лиганд. Например, введение единицы холестерина в последовательность выполняли от 
фосфорамидита гидроксипролинол-холестерина. Холестерин привязывали к транс-4-гидроксипролинолу 
с помощью 6-аминогексаноатной связи с получением фрагмента, представляющего собой гидроксипро-
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линол-холестерин. iRNA, меченые на 5'-конце Су-3 и Су-5.5 (флуорофором), синтезировали из соответ-
ствующего фосфорамидита Quasar-570 (Су-3), приобретенного у Biosearch Technologies. Конъюгацию 
лигандов с 5'-концом и/или внутренним положением достигали с помощью соответствующим образом 
защищенного лиганд-фосфорамидитного строительного блока. В течение 15 мин дополнительно выпол-
няли связывание 0,1 М раствора фосфорамидита в безводном CH3CN в присутствии активатора 5-
(этилтио)-1H-тетразола со связанным с твердой подложкой олигонуклеотидом. Окисление межнуклео-
тидного фосфита до фосфата выполняли с использованием стандартной смеси йод-вода, которая описана 
(1), или путем обработки смесью трет-бутилгидропероксида/ацетонитрила/воды (10: 87: 3) с конъюгиро-
ванным олигонуклеотидом при времени задержки окисления 10 мин. Фосфоротиоат вводили с помощью 
окисления фосфита до фосфоротиоата с использованием реагента для переноса серы, такого как DDTT 
(приобретенного у AM Chemicals), PADS и/или реагента Бокажа. Холестерин-фосфорамидит синтезиро-
вали своими силами и использовали в концентрации 0,1 М в дихлорметане. Время связывания для холе-
стерин-фосфорамидита составляло 16 мин. 

Снятие защиты I (снятие защиты с нуклеотидного основания) 

После завершения синтеза подложку переносили в 100 мл стеклянный флакон (VWR). Олигонукле-
отид отделяли от подложки с одновременным снятием защиты с основных и фосфатных групп с исполь-
зованием 80 мл смеси этанольного аммиака [аммиак:этанол (3:1)] в течение 6,5 ч при 55°С. Флакон бы-
стро охлаждали на льду и затем смесь этанольного аммиака фильтровали в новый 250-мл флакон. CPG 
промывали с помощью 2 × 40 мл частей смеси этанола/воды (1:1 объем/объем). Объем смеси затем со-
кращали до ∼30 мл при помощи роторного испарителя. Затем смесь замораживали на сухом льду и су-
шили в условиях вакуума на скоростной вакуумной установке. 

Снятие защиты II (удаление группы 2'-TBDMS) 

Высушенный остаток ресуспендировали в 26 мл триэтиламина, триэтиламинтригидрофторида 
(TEA⋅3HF) или смеси пиридина-HF и DMSO (3:4:6) и нагревали при 60°С в течение 90 минут для удале-
ния групп трет-бутилдиметилсилила (TBDMS) в 2'-положении. Затем реакционную смесь гасили 50 мл 
20 мМ ацетата натрия и рН корректировали до 6,5. Олигонуклеотид хранили в холодильнике до очистки. 

Анализ 

Перед очисткой олигонуклеотиды анализировали при помощи высокоэффективной жидкостной 
хроматографии (HPLC), а выбор буфера и колонки зависел от природы последовательности и/или конъ-
югированного лиганда. 

Очистка при помощи HPLC 

Конъюгированные с лигандом олигонуклеотиды очищали при помощи препаративной HPLC с об-
ращенной фазой. Неконъюгированные олигонуклеотиды очищали при помощи анионообменной HPLC 
на колонке TSKgel, полученной своими силами. Буферами являются 20 мМ фосфат натрия (рН 8,5) в 10% 
CH3CN (буфер А) и 20 мМ фосфат натрия (рН 8,5) в 10% CH3CN, 1 M NaBr (буфер В). Фракции, содер-
жащие олигонуклеотиды полной длины, объединяли, обессоливали и лиофилизировали. Приблизительно 
0,15 OD обессоленных олигонуклеотидов разбавляли в воде до 150 мкл и затем отмеряли пипеткой в 
специальные виалы для CGE- и LC/MS-анализа. Затем соединения анализировали при помощи LC-ESMS 
и CGE. 

Получение siRNA 

Для общего получения siRNA эквимольрные количества смысловой и антисмысловой нитей нагре-
вали в 1xPBS при 95°С в течение 5 мин и медленно охлаждали до комнатной температуры. Целостность 
дуплекса подтверждали с помощью HPLC-анализа. 

Последовательности нуклеиновых кислот представлены ниже с использованием стандартной но-
менклатуры и, в частности, сокращений табл. 1. 

Таблица 1. Сокращения нуклеотидных мономеров, используемые в представлении последователь-
ности нуклеиновой кислоты. Будет понятно, что данные мономеры при их присутствии в олигонуклео-

тиде взаимно связываются с помощью 5'-3'-фосфодиэфирных связей. 
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Химическая структура L96 представлена ниже 

 
Пример 2. Конструирование и синтез siRNA ALAS1 

Экспериментальные способы 

Биоинформатика 

Транскрипты 

Конструирование siRNA выполняли для выявления siRNA, нацеливающихся на транскрипты 
ALAS1 человека, макака-резуса (Масаса mulatto), мыши и крысы, аннотированные в базе данных генов 
NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/). При конструировании использовали следующие транскрипты 
из коллекции эталонных последовательностей в NCBI: человек - NM_000688.4 (см. фиг. 3), 
NM_199166.1; макак-резус - ХМ_001090440.2, ХМ_001090675.2; мышь - NM_020559.2; крыса - 
NM_024484.2. Вследствие высокого расхождения последовательностей примат/грызун дуплексы siRNA 
конструировали в нескольких отдельных партиях, в том числе без ограничения партиях, содержащих 
дуплексы, соответствующие только транскриптам человека и макака-резуса; только транскриптам чело-
века, макака-резуса, мыши и крысы и только транскриптам мыши и крысы. Большинство дуплексов siR-
NA конструировали так, чтобы они были на 100% идентичны приведенному транскрипту человека и 
транскриптам других видов, рассмотренным в каждой партии конструирования (выше). В некоторых 
случаях (см. таблицу 8) ошибочные спаривания между дуплексом и целевой mRNA допускались в пер-
вом антисмысловом (последнем смысловом) положении, в тех случаях если комплементарной парой ос-
нований антисмысловой нити щелевой mRNA была пара GC или CG. В этих случаях дуплексы конст-
руировали с парами UA или AU в качестве первой антисмысловой:последней смысловой пары. Таким 
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образом, дуплексы сохраняли комплементарность, но являлись несовпадающими по отношению к мише-
ни (U:C, U:G, А:С или A:G). Восемнадцать из этих дуплексов с "UA-заменами" конструировали как часть 
набора человек/макак-резус/мышь/крыса (см. дуплексы в табл. 8 с пометками "C19U", "G19U", "С 19А" 
или "G19A" в столбце положения). 

Прогнозирование конструирования, специфичности и эффективности siRNA Прогнозируемую спе-
цифичность всех возможных олигомеров из 19 нуклеотидов прогнозировали исходя из каждой последо-
вательности. Затем выбирали кандидатные олигомеры из 19 нуклеотидов, у которых отсутствовали по-
вторы длиннее 7 нуклеотидов. Эти siRNA, 1510 кандидатных человека/макака-резуса, 114 челове-
ка/макака-резуса/мыши/крысы и 717 мыши/крысы, использовали при обширных поисках в отношении 
соответствующих транскриптом (определенные как набор из записей NM_ и ХМ_ в пределах наборов 
эталонных последовательностей человека, макака-резуса, собаки, мыши или крысы в NCBI) с примене-
нием исчерпывающего алгоритма "грубой силы", включенного в скрипт питон "BruteForce.py". Скрипт 
затем разбирал выравнивания транскрипт-олигомер с получением балла, основанного на положении и 
количестве ошибочных спариваний между siRNA и любым потенциальным "нецелевым" транскриптом. 
"Нецелевой" балл взвешивали для усиления различий в "затравочном" участке siRNA в положениях 2-9 с 
5'-конца молекулы. Каждой паре олигомер-транскрипт из поиска "грубой силы" присваивали балл для 
ошибочного спаривания путем суммирования отдельных баллов для ошибочного спаривания; ошибоч-
ные спаривания в положениях 2-9 определяли как 2,8, ошибочные спаривания в положениях сайта рас-
щепления 10-11 определяли как 1,2 и ошибочные спаривания в участке 12-19 определяли как 1,0. Допол-
нительное нецелевое прогнозирование выполняли путем сравнения встречаемости гептамеров и октаме-
ров, полученных из 3 отличных полученных из затравки гексамеров каждого олигомера. Гексамеры из 
положений 2-7 по отношению к 5'-началу использовали для создания 2 гептамеров и одного октамера. 
'Гептамер1' создавали путем добавления А на 3'-конец гексамера; гептамер2 создавали путем добавления 
А на 5'-конец гексамера; октамер создавали путем добавления А как на 5'-конец, так и на 3'-конец гекса-
мера. Заранее вычисляли встречаемость октамеров и гептамеров в 3'UTRome человека, макака-резуса, 
мыши или крысы (определенные как подпоследовательности транскриптом из базы данных эталонных 
последовательностей в NCBI, где конец кодирующего участка, 'CDS', является четко определенным). 
Встречаемость октамеров нормализовали по отношению к встречаемости гептамеров с использованием 
медианного значения из диапазона встречаемостей октамеров. Затем вычисляли 'mirSeedScore' путем 
вычисления суммы ( (3 X нормализованное подсчитанное число для октамеров ) + ( 2 X подсчитанное 
число для гептамера2) + (1 X подсчитанное число для гептамера1)). 

Обоим нитям siRNA присваивали категорию специфичности согласно рассчитанным баллам: балл 
выше 3 оценивали как высоко специфичная, равный 3 как специфичная и от 2,2 до 2,8 оценивали как 
умеренно специфичная. Упорядочивание проводили по специфичности антисмысловой нити. Затем от-
бирали дуплексы, у антисмысловых олигонуклеотидов которых отсутствовала GC в первом положении, 
отсутствовал G в обоих положениях 13 и 14 и присутствовали 3 или более Us или As в затравочном уча-
стке (характеристики дуплексов с высокой прогнозированной эффективностью). 

Кандидатные коньюгированные с GalNAc дуплексы, 21 и 23 нуклеотида в длину для смысловой и 
антисмысловой нитей соответственно, конструировали путем удлинения антисмысловых олигомеров из 
19 нуклеотидов 4 дополнительными нуклеотидами в 3'-направлении (сохраняя полную комплиментар-
ность с целевым транскриптом). Смысловую нить описывали как обратную комплементарную последо-
вательность первых 21 нуклеотида антисмыслового олигомера из 23 нуклеотидов. Выбирали такие дуп-
лексы, которые сохраняли полные соответствия ко всем выбранным транскриптам видов на протяжении 
всех 23 нуклеотидов. 

Отбор последовательностей siRNA 

Синтезировали олигонуклеотиды siRNA из 19 нуклеотидов, являющиеся дуплексами челове-
ка/макака-резуса, полученными в общей сложности из 90 смысловых и 90 антисмысловых, челове-
ка/макака-резуса/мыши/крысы полученными в общей сложности из 40 смысловых и 40 антисмысловых, 
и мыши/крысы, полученными в общей сложности из 40 смысловых и 40 антисмысловых, и составляли в 
дуплексы. Синтезировали олигонуклеотиды из 21/23 нуклеотидов, являющиеся дуплексами челове-
ка/макака-резус, полученными в общей сложности из 45 смысловых и 45 антисмысловых, с получением 
45 конъюгированных с GalNAc дуплексов. 

Последовательности смысловой и антисмысловой нитей модифицированных дуплексов показаны в 
табл. 2, а последовательности смысловой и антисмысловой нитей немодифицированных дуплексов пока-
заны в табл. 3. 

Синтез последовательностей ALAS1 

Последовательности ALAS1 синтезировали на синтезаторе MerMade 192 с масштабом либо 1, либо 
0,2 мкмоль. Одиночные нити получали с модификациями 2'O-метила для in vitro скрининга с использо-
ванием реагентов для трансфекции. 3'-Конъюгаты GalNAc получали с последовательностями, содержа-
щими модификации 2'F и 2'-О-метила смысловой нити в конструкциях из 21-23 нуклеотидов для свобод-
ного захвата в клетках. Для всех последовательностей в перечне из 21 нуклеотида использовали химию 
'endolight', подробно описанную ниже. 
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Все пиримидины (цитозин и уридин) в смысловой нити содержали 2'-О-метиловые основания (2'-О-
метил-С и 2'-О-метил-U). 

В антисмысловой нити пиримидины, расположенные рядом с (по направлению к 5'-положению) 
рибунуклеозидом А, замещали их соответствующими 2-О-метил-нуклеозидами. 

Вводили удлинение из двух оснований dTsdT на 3'-конце как смысловой, так и антисмысловой по-
следовательностей. 

Файл последовательности конвертировали в текстовый файл, чтобы сделать его совместимым для 
загрузки в компьютерную программу синтеза MerMade 192. 

Для конъюгированных с GalNAc смысловых нитей и комплементарных антисмысловых последова-
тельностей 2'F и другие модифицированные нуклеозиды вводили в комбинации с 2'O-
метилрибонуклеозидами. Синтез осуществляли на модифицированной GalNAc CPG-подложке для смы-
словой нити, а для антисмысловой последовательности на CPG, модифицированной универсальной под-
ложке. 

Синтез, расщепление и снятие защиты 

В синтезе последовательностей ALAS1 применяли синтез нуклеотидов на твердой подложке с ис-
пользованием химии фосфорамидитов. Для последовательностей, отвечающих химии "endolight", из 21 
нуклеотида в качестве твердой подложки использовали дезокситимидин-CPG, в то время как для конъю-
гатов GalNAc для смысловой нити использовали твердую подложку GalNAc, а для антисмысловой нити -
универсальную CPG. 

Синтез упомянутых выше последовательностей выполняли с масштабом либо 1, либо 0,2 мкм в 96-
луночных планшетах. Растворы амидитов получали при концентрации 0,1 М, а этилтиотетразол (0,6 М в 
ацетонитриле) использовали в качестве активатора. 

Синтезированные последовательности расщепляли и снимали защиту в 96-луночных планшетах, 
используя метиламин на первой стадии и фторидный реагент на второй стадии. Для последовательно-
стей, содержащих GalNAc и 2'F-нуклеозид, условия снятия защиты модифицировали. После расщепле-
ния и снятия защиты последовательности осаждали с использованием смеси ацетон:этанол (80:20) и оса-
док ресуспендировали в 0,2 М натрий-ацетатном буфере. Образцы из каждой последовательности анали-
зировали при помощи LC-MS для подтверждения идентичности, УФ - для количественного определения, 
а выбранный набор образцов анализировали при помощи IEX-хроматографии для определения чистоты. 

Очистка и обессоливание 

Последовательности ALAS1 осаждали и очищали на системе очистки AKTA с использованием ко-
лонки с Sephadex. ALAS1 исследовали при температуре окружающей среды. Введение и сбор образца 
выполняли в 96-луночных (лунка с глубиной 1,8 мл) планшетах. В элюенте собирали один пик, соответ-
ствующий последовательности полной длины. Обессоленные последовательности ALAS1 анализировали 
в отношении концентрации (УФ-измерением при А260) и чистоты (ионообменной хроматографией 
HPLC). Комплементарные одиночные нити затем объединяли в стехиометрическом соотношении 1:1 с 
образованием дуплексов siRNA. 
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Таблица 2. Модифицированные последовательности одиночных нитей и дуплексов ALAS1 человека 
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Таблица 3. Немодифицированные последовательности одиночных нитей и дуплексов ALAS1 человека 
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Пример 3. In vitro скрининг дуплексов siRNA ALAS1 в отношении нокдауна активности ALAS1. 
Дуплексы siRNA ALAS1 подвергали скринингу в отношении способности снижать экспрессию 

ALAS1 in vitro. 
In vitro скрининг 

Клеточная культура и трансфекции 

Клетки Нер3В (АТСС, Манассас, Вирджиния) выращивали практически до слияния при 37°С в ат-
мосфере 5% СО2 в MEM (АТСС), дополненной 10% FBS, до отделения от чашки Петри путем обработки 
трипсином. Трансфекцию выполняли путем добавления 14,8 мкл Opti-MEM с 0,2 мкл Lipofectamine 
RNAiMax на лунку (Invitrogen, Карлсбад, Калифорния, № по кат. 13778-150) к 5 мкл дуплексов siRNA на 
лунку в 96-луночном планшете и инкубировали при комнатной температуре в течение 15 мин. 80 мкл 
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полных питательных сред, содержащих ∼2×104 клеток Нер3В, затем добавляли к смеси siRNA. Клетки 
инкубировали в течение либо 24 либо 120 ч перед очисткой РНК. Эксперименты с использованием разо-
вой дозы выполняли при конечной концентрации дуплекса 10 нМ и 0,1 нМ, а эксперименты в отношении 
зависимости эффекта от дозы выполняли при конечной концентрации дуплекса 10, 1,67, 0,27, 0,046, 
0,0077, 0,0013, 0,00021, 0,00004 нМ. 

Выделение общей РНК с использованием набора "DYNABEADS mRNA Isolation Kit" (Invitrogen, № 
по кат. 610-12) 

Клетки собирали и лизировали в 150 мкл лизирующего/связывающего буфера, затем смешивали в 
течение 5 мин при 850 об./мин с помощью Eppendorf Thermomixer (скорость смешивания была одинако-
вой на протяжении процесса). Десять микролитров магнитных гранул и 80 мкл смеси лизирующе-
го/связывающего буфера добавляли в круглодонный планшет и смешивали в течение 1 мин. Магнитные 
гранулы фиксировали при помощи магнитного стенда и супернатант удаляли без смещения гранул. По-
сле удаления супернатанта лизированные клетки добавляли к оставшимся гранулам и смешивали в тече-
ние 5 мин. После удаления супернатанта магнитные гранулы промывали 2 раза 150 мкл промывочного 
буфера А и смешивали в течение 1 мин. Гранулы опять фиксировали и супернатант удаляли. Гранулы 
затем промывали 150 мкл промывочного буфера В, фиксировали и супернатант удаляли. Гранулы затем 
промывали 150 мкл элюирующего буфера, фиксировали и супернатант удаляли. Гранулам давали воз-
можность высохнуть в течение 2 мин. После высыхания добавляли 50 мкл элюирующего буфера и сме-
шивали в течение 5 мин при 70°С. Гранулы фиксировали на магните на 5 мин. Удаляли 40 мкл суперна-
танта и добавляли в другой 96-луночный планшет. 

Синтез cDNA с использованием набора "ABI High capacity cDNA reverse transcription kit" (Applied 
Biosystems, Форстер-Сити, Калифорния, № по кат. 4368813) 

Мастер-микс из 2 мкл 10Х буфера, 0,8 мкл 25Х dNTP, 2 мкл случайных праймеров, 1 мкл обратной 
транскриптазы, 1 мкл ингибитора РНКазы и 3,2 мкл Н2О на реакцию добавляли в 10 мкл общей РНК. 
cDNA получали с использованием термоциклера Bio-Rad С-1000 или S-1000 (Hercules, Калифорния) по-
средством следующих стадий: 25°С 10 мин, 37°С 120 мин, 85°С 5 с, хранение при 4°С. 

PCR в режиме реального времени 

2 мкл cDNA добавляли к мастер-миксу, содержащему 0,5 мкл зонда TaqMan для GAPDH (Applied 
Biosystems, № по кат. 4326317Е), 0,5 мкл зонда TaqMan для ALAS1 (Applied Biosystems, № по кат. 
Hs00167441_m1) и 5 мкл мастер-микса с зондом Lightcycler 480 (Roche, № по кат. 04887301001) на лунку 
в 384-луночные планшеты (Roche, № по кат. 04887301001). PCR в режиме реального времени выполняли 
в системе "Roche LC480 Real Time PCR system" (Roche) с применением ∆∆Ct(RQ)-анализа. Каждый дуп-
лекс исследовали при двух независимых трансфекциях с двумя биологическими повторами каждый и 
каждую трансфекцию оценивали в двух параллельных испытаниях, если не указано иное в итоговых таб-
лицах. 

Для вычисления относительного кратного изменения данные в реальном времени анализировали с 
применением ∆∆Ct-способа и нормализовали в соответствии с таковыми анализов, выполненных с клет-
ками, трансфицированными 10 нМ AD-1955, или имитационными трансфицированными клетками. IC50 
вычисляли с применением модели согласования по 4 параметрам с использованием XLFit и нормализо-
вали в соответствии с данными для клеток, трансфицированных AD-1955, или наивных клеток в таком 
же диапазоне доз или в отношении его наиболее низкой дозы. 

In vitro нокдаун эндогенной экспрессии ALAS1 дуплексами siRNA ALAS1 

В табл. 4 показан нокдаун ALAS1 в клетках Нер3В с помощью модифицированных ALAS1 дуплек-
сов siRNA (см. табл. 2). Сайленсинг выражали в виде доли оставшегося транскрипта РНК относительно 
отрицательного контроля (с люциферазой) siRNA AD-1955. Данные получали, как описано выше, после 
трансфекции 10 или 0,1 нМ каждой siRNA. qPCR проводили с использованием зонда TaqMan ALAS1 
Hs00167441_m1. 
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Таблица 4. Экспрессия ALAS1 в клетках Нер3В после трансфекции siRNA ALAS1 
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IC50 отдельных дуплексов siRNA ALAS1 в in vitro скрининге 

В табл. 5 показаны IC50 отдельных дуплексов siRNA ALAS1, определенные в результате нокдауна 
эндогенно экспрессируемой ALAS1 в клеточной линии Нер3В с помощью модифицированных ALAS1 
дуплексов siRNA (см. табл. 2). Данные были получены, как описано выше, через 24 или 120 ч после 
трансфекции каждого дуплекса siRNA. В этом примере сайленсинг ALAS1 выражают в виде доли ос-
тавшегося транскрипта mRNA относительно siRNA AD-1955, нецелевой siRNA, которую использовали в 
качестве отрицательного контроля. Данные из повторных экспериментов по трансфекции использовали 
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для приведения в соответствие одиночной линии для определения IC50. Несколько из дуплексов (напри-
мер, AD-53541.1, AD-53542.1 и AD-53547.1) характеризовались IC50 до приблизительно 0,03 нМ через 24 
ч. Многие дуплексы характеризовались IC50 до 0,1 нМ (например, AD-53534.1, AD-53536.1, AD-53540.1, 
AD-53541.1, AD-53542.1, AD-53547.1, AD-53548.1, AD-53550.1, AD-53552.1) через 24 часа, и некоторые 
из них также характеризовались IC50 ДО 0,1 нМ (например, AD-53534.1, AD-53540.1, AD-53541.1, AD-
53542.1, AD-53547.1, AD-53552.1) через 120 ч. 

Таблица 5. IC50 выбранных дуплексов siRNA ALAS1, нормализованных относительно AD-1955 

 
Пример 4. In vivo сайленсинг с применением siRNA ALAS1 мыши/крысы, находящейся в составе в 

виде LNP 
Последовательности модифицированных дуплексов AD-53558 показаны ниже в табл. 6. 

Таблица 6. Последовательности дуплекса siRNA ALAS1 AD-53558.4 

 
Данный дуплекс помещали в состав в виде состава LNP11 (см. табл.10 выше). siRNA AD-53558, на-

ходящуюся в составе LNP, исследовали in vivo у мышей (N=25 животных; 5 животных на группу) и крыс 
(N=20 животных; 4 животных на группу) и было доказано, что она in vivo подвергает сайленсингу mRNA 
ALAS1. Результаты показаны на фиг. 5 и фиг. 6. 

На фиг. 5 показано, что у мышей siRNA характеризовалась эффектом доза-ответ. Экспрессия 
mRNA ALAS1 (mALAS1) мыши снижалась приблизительно на 78%, когда siRNA вводили в количестве 1 
мг/кг; mRNA ALAS1 мыши снижалась приблизительно на 60%, когда siRNA вводили в количестве 0,3 
мг/кг и mRNA ALAS1 мыши снижалась приблизительно на 49%, когда siRNA вводили в количестве 0,1 
мг/кг. Эти снижения выражали относительно контроля PBS. Также использовали контроль AD-1955 
LUC, как показано на фиг. 5. 

Аналогично, на фиг. 6 показано, что у крыс siRNA характеризовалась эффектом доза-ответ. Экс-
прессия mRNA ALAS1 крысы снижалась приблизительно на 70%, когда siRNA вводили в количестве 1 
мг/кг; mRNA ALAS1 снижалась приблизительно на 62%, когда siRNA вводили в количестве 0,3 мг/кг, и 
mRNA ALAS1 снижалась приблизительно на 34%, когда siRNA вводили в количестве 0,1 мг/кг. 

Также исследовали длительность сайленсинга у мышей (N=15; 3 животных на временную точку). 
Результаты показаны на фиг. 7, на которой показано, что AD-53558 подавлял mRNA mALAS1 приблизи-
тельно на 80% в течение по меньшей мере 9 дней. Подавление по меньшей мере на 50% сохранялось по 
меньшей мере в течение 14 дней. 

Пример 5. Эффективность siRNA ALAS1 на мышиной модели AIP 
Эффекты состава LNP11 с AD-53558 (siRNA ALAS1 мыши/крысы, описанная в предыдущем при-

мере) исследовали на мышиной модели AIP. PBGD нокаут является нежизнеспособным (-/-, 0% активно-
сти). Гетерозиготные PBGD нокаутированные мыши (+/-, ∼50% активности) способны иметь, но не име-
ют полный биохимический фенотип и, таким образом, не повторяют фенотип заболевания человека. В 
связи с этим была разработана мышиная модель AIP, которая представляет собой сложную гетерозиготу 
с аллелями Т1/Т2, включая нарушение промотора Т1 (+/-) и изменение сайта сплайсинга Т2 (-/-). Было 
показано, что эти мыши характеризуются остаточной активностью PBGD в печени, которая составляет 
приблизительно ∼30% от уровня дикого типа и нормальными или незначительно повышенными исход-
ными уровнями ALA и PBG в плазме. Было обнаружено, что мыши имеют нормальный вид в ранний 
период жизни, а с возрастом становятся несколько более вялыми и атаксичными. При медико-
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патологическом исследовании было отмечено, что к возрасту шести месяцев у мышей развивались на-
рушенная координация движений и мышечная работа, а также дегенерация аксонов. Исследование пато-
логии мышиной модели показало дегенерацию аксонов, нарушенную координацию движений и мышеч-
ную работу у более старых мышей. Было обнаружено, что уровни ALA и PBG в моче и плазме заметно 
повышаются при последовательном интраперитонеальном введении фенобарбитала (см. Lindberg et al., 
(1996), Nature Genetics, 12:195-219 и Lindberg et al., (1999), Journal of Clinical Investigation, 103:1127-34). 
Мышей восстанавливали при помощи AAV-опосредованной экспрессии PBGD в печени (Yasuda et al. 
(2010), Molecular Medicine, 1:17-22 и Unzu et al. (2011), Molecular Medicine, 2:243-50). 

Ha 1 день мышам вводили 1 мг/кг siRNA ALAS1 (n=5) или контрольного LUC AD-1955 (n=3) путем 
внутривенной инъекции. Вводили три инъекции фенобарбитала (1 инъекция в сутки на 2, 3 и 4 дни) для 
индукции ALAS1 в печени и предшественников порфирина, ALA и PBG. Образцы плазмы и ночной мо-
чи собирали на 5 день, а уровни метаболитов измеряли при помощи LC-MS. Уровни метаболитов изме-
ряли в плазме при помощи LC-MS и также измеряли в моче. Исходные уровни метаболитов измеряли 
перед первой обработкой на 1 день. Результаты показаны на фиг. 8-12 и в табл.12 и 13. 

На фиг. 8 и 9 показаны уровни ALA в плазме в мкМ. Исходные уровни ALA были низкими (n=4), а 
обработка фенобарбиталом индуцировала значимые повышения уровней ALA в плазме у контрольных 
животных, обработанных siRNA LUC (n=3). Обработка siRNA ALAS1 ингибировала индукцию ALA в 
плазме (n=5), как показано на фиг. 8. siRNA ALAS1 была неизменно эффективной при блокировании 
индукции ALA в плазме у каждого из отдельных изученных животных (см. фиг. 9). Данные результаты 
указывают на то, что обработка siRNA ALAS1 была эффективной в предупреждении повышений уровня 
ALA в плазме, связанных с индуцированными фенобарбиталом острыми приступами в этой животной 
модели AIP. 

На фиг. 10 и 11 показаны уровни PBG в плазме в мкМ. Исходные уровни PBG были низкими (n=4), 
а обработка фенобарбиталом индуцировала значимые повышения уровней PBG у контрольных живот-
ных, обработанных siRNA LUC (n=3). Обработка siRNA ALAS1 ингибировала индукцию PBG в плазме 
(n=5), как показано на фиг. 10. siRNA ALAS1 была неизменно эффективной при блокировании индукции 
PBG в плазме у каждого из отдельных изученных животных (см. фиг. 11). Данные результаты указывают 
на то, что обработка siRNA ALAS1 была эффективной в предупреждении повышений уровня PBG в 
плазме, связанных с индуцированными фенобарбиталом острыми приступами в этой животной модели 
AIP. 

В табл. 12 и 13 показаны уровни ALA и PBG в моче на исходном уровне и после обработки фено-
барбиталом у контрольных животных, обработанных siRNA LUC (n=2) (CTR, которая относится к жи-
вотному, обработанному PBS буфером, n=1), и животных, обработанных siRNA ALAS1 (n=5). 

Таблица 12. Данные по образцам мочи от отдельных животных, показывающие предупреждение 
индуцированного острого приступа 

 
РВ означает фенобарбитал. А "+" указывает, что вводили фенобарбитал.  

Таблица 13. Средние данные по образцам мочи 

 
Обработка фенобарбиталом индуцировала сильные повышения (∼25-30-кратные повышения) ALA 

(∼9-кратное по сравнению с исходными уровнями) и PBG (∼19-кратное по сравнению с исходными уров-
нями) в моче у мышей, обработанных siRNA LUC, т.е. контроле, в то время как такие повышения не на-
блюдались у животных, обработанных siRNA ALAS1. Таким образом, siRNA ALAS1 блокировала инду-
цированные фенобарбиталом повышения уровней ALA и PBG в моче. Данные результаты согласуются с 
измерениями в плазме и показывают, что обработка siRNA ALAS1 была эффективной в предупреждении 
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повышений уровней метаболитов в моче (ALA и PBG), связанных с индуцированными фенобарбиталом 
острыми приступами в этой животной модели AIP. 

В дополнительных экспериментах (фиг. 12) было обнаружено, что обработка фенобарбиталом ин-
дуцировала большие повышения (∼25-кратные) экспрессии mRNA ALAS1 в печени в мышиной модели. 
Введение siRNA ALAS1 полностью блокировало эту индукцию mRNA ALAS1. Данные результаты пред-
ставляют дополнительное доказательство того, что siRNA ALAS1 является эффективной в животной мо-
дели AIP. 

В обобщенном смысле из результатов, представленных в этом примере, видно, что siRNA ALAS1 
является эффективной в лечении острых приступов в животной модели острой печеночной порфирии, 
AIP. Измерения нескольких результатов подтверждают это заключение, в том числе уровни ALA в плаз-
ме, уровни PBG в плазме, уровни ALA в моче, уровни PBG в моче и уровни экспрессии mRNA ALAS1 в 
печени. 

Пример 6. In vivo сайленсинг при помощи конъюгированных с GalNAc siRNA ALAS1 мыши 
В экспериментах, описанных в этом примере, исследовали in vivo эффективность трех конъюгиро-

ванных с GalNAc siRNA (см. табл.7). Эти siRNA конструировали и получали при помощи способов, та-
ких как описанные в примере 2. 

Таблица 7. Последовательности AD-57929 

 

 
Мышей (n=40; n=4 на экспериментальное условие) разделяли на группы, которые получали PBS 

или дозы по 3 мг/кг, 10 мг/кг или 30 мг/кг siRNA, вводимые подкожно. Уровень mRNA mA-
LAS1/mGAPDH относительно контроля PBS определяли в клетках печени через 72 часа после введения. 
Результаты показаны на фиг. 13. Наблюдался нечеткий эффект доза-ответ для siRNA AD-56211 и AD-
56173. В отличие от этого, siRNA ALAS1 AD-57929 проявил эффект доза-ответ при ингибировании экс-
прессии mALAS1. По данным результатам видно, что конъюгат GalNAc с ALAS1 был эффективным при 
ингибировании экспрессии mRNA ALAS1 in vivo и проявлял эффект доза-ответ. 

Пример 7. siRNA человека 
Дополнительные siRNA человека конструировали и получали, как описано в примере 2. Лучшие 45 

siRNA отбирали на основании их прогнозируемой эффективности. Последовательности из этих 45 siRNA 
представлены в табл. 8 и при этом прилагается перечень последовательностей (например, смысловая по-
следовательность, соответствующая одной из последовательностей с нечетным номером, идентифициро-
ванных под SEQ ID NO: 391-551, и антисмысловая последовательность, соответствующая одной из по-
следовательностей с четным номером, идентифицированных под SEQ ID NO: 392-552 соответственно). 
Табл. 8 раскрыта в международной публикации № WO 2013/155204A2. Содержимое WO 2013/155204 и 
перечень последовательностей, в том числе таблица 8, явным образом включены при помощи ссылки. 

Пример 8. siRNA человека 
Получали дополнительные siRNA человека из 19 нуклеотидов. Последовательности из этих siRNA 

представлены в табл. 9 и при этом прилагается перечень последовательностей (например, смысловая по-
следовательность, соответствующая одной из последовательностей с нечетным номером, идентифициро-
ванных под SEQ ID NO: 553-3365, и антисмысловая последовательность, соответствующая одной из по-
следовательностей с четным номером, идентифицированных под SEQ ID NO: 554-3366 соответственно). 
Табл. 9 раскрыта в международной публикации № WO 2013/155204A2. Содержимое WO 2013/155204 и 
перечень последовательностей, в том числе табл. 9, явным образом включены при помощи ссылки. Эти 
siRNA можно исследовать в отношении эффективности с помощью способов, описанных в данном доку-
менте, и/или способов, известных из уровня техники. 

Пример 9. Подавление предшественников порфиринов при помощи siRNA ALAS1 при парадигме 
неотложного лечения 

Мышиную модель AIP (см. пример 5) использовали для исследования того, будет ли siRNA ALAS1 
функционировать в качестве парадигмы неотложного лечения для снижения уже повышенных уровней 
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ALA и PBG, которые бы присутствовали, например, когда пациент-человек с порфирией испытывает 
острый приступ. Введение siRNA состава LNP11 с AD-53558 в количестве 1 мг/кг через 12 ч после по-
следней дозы фенобарбитала быстро снижало уровни как ALA, так и PBG в плазме мышей, в то время 
как у контрольных животных, обработанных Luc, уровни продолжали расти (фиг. 14). Эти результаты 
указывали на то, что siRNA ALAS является эффективной для лечения острого приступа. siRNA ALAS1 
была эффективной для снижения и предупреждения дальнейших повышений уровней ALA и PBG. 

Как можно видеть на фиг. 14, siRNA ALAS характеризовалась быстрым началом действия в сниже-
нии уровней ALA и PBG. Начало действия происходило в течение нескольких часов после введения siR-
NA. Эффект на уровень ALA в плазме мог наблюдаться в течение 4 ч после введения siRNA (см. фиг. 14; 
siRNA вводили через 12 ч после последней дозы фенобарбитала, а снижение уровня ALA в плазме отно-
сительно контроля можно было наблюдать через 16 ч после последней дозы фенобарбитала). Эффект на 
уровень PBG в плазме мог наблюдаться в течение 8 ч после введения siRNA (см. фиг. 14; siRNA вводили 
через 12 ч после последней дозы фенобарбитала, а снижение уровня ALA в плазме относительно контро-
ля можно было наблюдать через 20 ч после последней дозы фенобарбитала). 

Пример 10. siRNA, которые нацелены на ALAS1 
Конструировали дополнительные немодифицированные и модифицированные последовательности 

siRNA, которые нацеливают siRNA ALAS1, и получали их, как описано в примере 2. Активность in vitro 
модифицированных дуплексов исследовали, как описано ниже.  

Способы 

Опосредованная липидами трансфекция 

Для Нер3В, РМН и первичных гепатоцитов Cynomolgus трансфекцию выполняли путем добавления 
14,8 мкл Opti-MEM с 0,2 мкл Lipofectamine RNAiMax на лунку (Invitrogen, Карлсбад, Калифорния, № по 
кат. 13778-150) к 5 мкл каждого дуплекса siRNA в отдельной лунке в 96-луночном планшете. Смесь за-
тем инкубировали при комнатной температуре в течение 20 мин. Восемьдесят мкл полных питательных 
сред без антибиотика, содержащих соответствующее число клеток, затем добавляли к смеси siRNA. 
Клетки инкубировали в течение 24 ч перед очисткой РНК. 

Эксперименты в отношении разовой дозы выполняли при конечной концентрации дуплекса, моди-
фицированного GalNAc, 1 мкМ, 500, 20, 10 и 0,2 нМ. 

Трансфекция посредством свободного поглощения 

Криоконсервированные первичные гепатоциты Cynomolgus (Celsis In Vitro Technologies, M003055-
P) размораживали на водяной бане при 37°С непосредственно перед использованием и ресуспендировали 
в количестве 0,26×106 клеток/мл в среде InVitroGRO СР (с покрытием) (Celsis In Vitro Technologies, № по 
кат. Z99029). Во время трансфекций клетки помещали в 96-луночный планшет с коллагеном BD BioCoat 
(BD, 356407) по 25000 клеток на лунку и инкубировали при 37°С в атмосфере 5% СО2. Эксперименты по 
свободному поглощению выполняли путем добавления 10 мкл дуплексов siRNA в PBS на лунку в 96-
луночном (96w) планшете. Девяносто мкл полных питательных сред, содержащих соответствующее чис-
ло клеток для типа клеток, затем добавляли к siRNA. Клетки инкубировали в течение 24 ч перед очист-
кой РНК. Эксперименты в отношении разовой дозы выполняли при конечной концентрации дуплекса 1 
мкМ, 500, 20 и 10 нМ. 

Выделение общей РНК с использованием набора "DYNABEADS mRNA Isolation Kit"  

(Invitrogen, № no кат. 610-12) 

Клетки собирали и лизировали в 150 мкл лизирующего/связывающего буфера, затем перемешивали 
в течение 5 мин при 850 об./мин. с помощью Eppendorf Thermomixer (скорость перемешивания была 
одинаковой на протяжении процесса). Десять микролитров магнитных гранул и 80 мкл смеси лизирую-
щего/связывающего буфера добавляли в круглодонный планшет и перемешивали в течение 1 мин. Маг-
нитные гранулы фиксировали при помощи магнитного стенда и супернатант удаляли без смещения гра-
нул. После удаления супернатанта лизированные клетки добавляли к оставшимся гранулам и перемеши-
вали в течение 5 мин. После удаления супернатанта магнитные гранулы промывали 2 раза 150 мкл про-
мывочного буфера А и перемешивали в течение 1 мин. Гранулы снова фиксировали, а супернатант уда-
ляли. Гранулы затем промывали 150 мкл промывочного буфера В, фиксировали и супернатант удаляли. 
Гранулы затем промывали 150 мкл элюирующего буфера, фиксировали и супернатант удаляли. В конце 
гранулы оставляли высыхать в течение 2 мин. После высыхания добавляли 50 мкл элюирующего буфера 
и смешивали в течение 5 мин при 70°С. Гранулы фиксировали на магните на 5 мин. Удаляли сорок пять 
мкл супернатанта и добавляли в другой 96-луночный планшет. 

Синтез cDNA с использованием набора "ABI High capacity cDNA reverse transcription kit" (Applied 
Biosystems, Форстер-Сити, Калифорния, № по кат. 4368813) 

Получали мастер-микс из 2 мкл 10Х буфера, 0,8 мкл 25Х dNTP, 2 мкл случайных праймеров, 1 мкл 
обратной транскриптазы, 1 мкл ингибитора РНКазы и 3,2 мкл Н2О на реакцию. Равные объемы мастер-
микса и РНК смешивали для конечного объема в 12 мкл для in vitro отслеживаемых образцов или 20 мкл 
для in vivo отслеживаемых образцов. cDNA получали с использованием термоциклера Bio-Rad С-1000 
или S-1000 (Hercules, Калифорния) посредством следующих стадий: 25°С 10 мин, 37°С 120 мин, 85°С 5 с 
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и хранение при 4°С. 
PCR в режиме реального времени 

Два мкл cDNA добавляли к мастер-миксу, содержащему 2 мкл Н2О, 0,5 мкл зонда TaqMan GAPDH 
(Life Technologies, № по кат. 4326317Е для клеток Нер3В, № по кат. 352339Е для первичных гепатоцитов 
мыши или сделанный по индивидуальному заказу зонд для первичных гепатоцитов макак-крабоедов), 0,5 
мкл зонда TaqMan C5 (Life Technologies, № по кат. Hs00167441_ml для клеток Нер3В или 
Mm00457879_m1 для первичных гепатоцитов мыши или сделанный по индивидуальному заказу зонд для 
первичных гепатоцитов макак-крабоедов) и 5 мкл мастер-микса с зондом Lightcycler 480 (Roche, № по 
кат. 04887301001) на лунку в 384-луночных (384 w) планшетах (Roche, № по кат. 04887301001). PCR в 
режиме реального времени выполняли в системе "Roche LC480 Real Time PCR system" (Roche) с приме-
нением ∆∆Ct(RQ)-анализа. Для in vitro скрининга каждый дуплекс исследовали с двумя биологическими 
повторами, если не указано иное, и каждую PCR в реальном времени выполняли с двойными техниче-
скими повторами. Для in vivo скрининга каждый дуплекс исследовали в одном или нескольких экспери-
ментах (3 мыши на группу) и каждую PCR в реальном времени выполняли с двойными техническими 
повторами. 

Для вычисления относительного кратного изменения уровней mRNA ALAS1 данные в реальном 
времени анализировали с применением ∆∆Ct-способа и нормализовали в соответствии с таковыми ана-
лизов, выполненных с клетками, трансфицированными 10 нМ AD-1955, или имитационными трансфици-
рованными клетками. IC50 рассчитывали с применением модели согласования по 4 параметрам с исполь-
зованием XLFit и нормализовали в соответствии с данными для клеток, трансфицированных AD-1955, в 
таком же диапазоне доз или в отношении его наиболее низкой дозы. 

Смысловая и антисмысловая последовательности AD-1955 являются такими, которые приведены 
ниже. 

Смысловая: cuuAcGcuGAGuAcuucGAdTsdT (SEQ ID NO: 3682); 
Антисмысловая: UCGAAGuACUcAGCGuAAGdTsdT (SEQ ID NO: 3683). 
Последовательности одиночных нитей и дуплексов модифицированных и немодифицированных 

siRNA представлены в табл. 14 и 5 соответственно. 
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Таблица 14. Модифицированные последовательности одиночных нитей и дуплексов  
ALAS1 человека 
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Таблица 15. Немодифицированные последовательности одиночных нитей и дуплексов  
ALAS1 человека 
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Результаты этих анализов in vitro представлены в табл.16. В табл.16 также указаны целевые виды 

каждой из siRNA. 
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Таблица 16. Результаты функциональных анализов 
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В табл. 17 показаны IC50 отдельных дуплексов siRNA ALAS1. IC50 определяли в результате нок-

дауна эндогенно экспрессируемой ALAS1 в клеточной линии Нер3В через 24 ч после трансфекции каж-
дого модифицированного ALAS1 дуплекса siRNA (см. табл.4). По меньшей мере семь дуплексов, в том 
числе AD-58882, AD-58878, AD-58886, AD-58877, AD-59115, AD-58856 и AD-59129, неизменно прояв-
ляли IC50 менее 0,1 нм, указывая на то, что эти дуплексы были особенно эффективными в подавлении 
экспрессии ALAS1. 
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Таблица 17. IC50 отдельных дуплексов siRNA ALAS1 

 

 
Пример 11. Активность ALAS1-GalNAc в мышиной модели при индукции AIP фенобарбиталом 
Мышиную модель AIP использовали для исследования эффекта siRNA, которая представляла собой 

конъюгат ALAS1-GalNAc. siRNA характеризовалась последовательностью дуплекса AD-58632 (см. табл. 
20). 

Таблица 20. Последовательности дуплекса AD-58632 с siRNA ALAS1 

 
Мышей с AIP не обрабатывали (исходный уровень) или им вводили подкожно на 1 день солевой 

раствор или конъюгат ALAS1-GalNAc в количестве 20 мг/кг. На 2, 3 и 4 дни их оставляли необработан-
ными (исходный уровень) или им вводили интраперитонеально инъекции фенобарбитала. На 5 день за-
бирали плазму и измеряли уровни ALA и PBG с использованием анализа LC-MS. Как показано на фиг. 
15, конъюгат ALAS1-GalNAc снижал образование ALA и PBG в плазме приблизительно на 84 и 80% со-
ответственно. По данным результатам видно, что обработка конъюгатом ALAS1-GalNAc была эффек-
тивной в предупреждении повышений уровней как ALA, так и PBG в плазме, связанных с индуцирован-
ными фенобарбиталом острыми приступами в этой животной модели AIP. 

Пример 12. Дополнительные siRNA, которые нацелены на ALAS1 и ингибируют экспрессию 
ALAS1 

Конструировали модифицированные последовательности siRNA, которые нацеливают siRNA 
ALAS1, и получали их, как описано в примере 2. Последовательности представлены в табл. 18. Актив-
ность in vitro модифицированных дуплексов исследовали, как описано ниже. 
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Таблица 18. Модифицированные последовательности одиночных нитей и дуплексов ALAS1 человека 
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In vitro активность siRNA в подавлении mRNA ALAS1 исследовали в скрининге разовой дозы в 

клетках Нер3В, которые трансфицировали с использованием Lipofectamine2000 в качестве средства 
трансфекции. Эксперименты по разовой дозе выполняли при концентрации дуплекса 10 нМ и анализиро-
вали при помощи анализа с разветвленной ДНК (bDNA). Результаты показаны в табл. 19 и выражены в 
виде процента оставшейся mRNA. 
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Таблица 19. Подавление mRNA ALAS1, определенное при помощи анализа с bDNA 
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Двести тридцать два дуплекса, которые были исследованы, подавляли mRNA ALAS1 в различной 
степени в этом анализе разовой дозы. Согласно этому анализу, по меньшей мере четыре из дуплексов 
(AD-59453, AD-59395, AD-59477 и AD-59492) подавляли mRNA ALAS1 на 85% или более, 39 из дуплек-
сов подавляли mRNA ALAS1 на 80% или более, 101 из дуплексов подавляли mRNA ALAS1 на 70% или 
более, и 152 из дуплексов подавляли mRNA ALAS1 на 50% или более. В противоположность, некоторые 
дуплексы не характеризовались заметным подавлением в данном анализе. 

Пример 13. Дозочувствительное ингибирование предшественников порфиринов ALA и PBG при 
помощи siRNA ALAS1 

Дозочувствительные эффекты siRNA ALAS1 исследовали в мышиной модели AIP (см. пример 5). В 
этой модели показана ∼30% остаточная активность PBGD, ∼2-кратное повышение исходных уровней 
ALA и PBG, ∼30-100-кратное повышение уровней ALA и PBG после индукции инъекциями фенобарби-
тала раз в день в течение 3-4 дней. У более старых животных наблюдалась дегенерация аксонов и нару-
шенная двигательная функция. 

siRNA ALAS1, используемая в этом примере, представляла собой дуплекс AD-53558 в составе 
AF11. На 1 день мышам вводили 1, 0,5, 0,1 или 0,05 мг/кг siRNA ALAS1 или контроль LUC AD-1955 пу-
тем внутривенной инъекции. Вводили три инъекции фенобарбитала (1 инъекция в сутки на 2, 3 и 4 дни) 
для индукции ALAS1 в печени и предшественников порфирина, ALA и PBG. Образцы плазмы и ночной 
мочи собирали на 5 день, а уровни метаболитов измеряли при помощи LC-MS. Исходные уровни ALA и 
PBG измеряли перед первой обработкой на 1 день. Результаты показаны на фиг. 16. siRNA ALAS1 инги-
бировала уровни ALA и PBG дозозависимым образом. Ингибиторный эффект на уровни ALA в плазме 
наблюдали в дозах siRNA ALAS1 до 0,05 мг/кг, а ингибиторный эффект на уровни PBG в плазме отмеча-
ли в дозах siRNA до 0,1 мг/кг. 

Пример 14. Стойкое ингибирование предшественников порфиринов ALA и PBG ПРИ помощи siRNA 
ALAS1 

Стойкость эффектов siRNA ALAS1 исследовали в мышиной модели AIP (см. пример 5). siRNA 
ALAS1, используемая в этом примере, представляла собой дуплекс AD-53558 в составе AF11. Схема 
эксперимента и результаты этого эксперимента показаны на фиг. 17. На 1 день мышам вводили 1 мг/кг 
siRNA ALAS1 или контроль LUC AD-1955 путем внутривенной инъекции. Три инъекции фенобарбитала 
вводили на 0 неделе (1 инъекция в день на 2, 3 и 4 дни), 2 неделе (1 инъекция в день на 15, 16 и 17 дни) и 
4 неделе (1 инъекция в день на 29, 30 и 31 дни) для индукции ALAS1 в печени и предшественников пор-
фиринов ALA и PBG. Образцы плазмы и ночной мочи собирали на 5, 18 и 32 дни, а уровни метаболитов 
измеряли при помощи LC-MS. Исходные уровни ALA и PBG измеряли перед первой обработкой на 1 
день. 

Как показано на фиг. 17, siRNA ALAS1 оказывала стойкий эффект в снижении уровней ALA и PBG 
в плазме. Введение siRNA ALAS1 подавляло уровни ALA и PBG в плазме по меньшей мере в течение 2 
недель. Из этих результатов видно, что siRNA ALAS1 является эффективным лекарственным препаратом 
для снижения повышенных уровней ALA и PBG и, таким образом, может использоваться в профилакти-
ке, например, для снижения хронически повышенных уровней ALA и PBG и для предупреждения реци-
дивирующих приступов порфирии. 

Пример 15. siRNA ALAS1 обеспечивает более быстрое наступление действия по сравнению с лече-
нием гемином 

Эффекты обработки siRNA ALAS1 сравнивали с эффектами обработки гемином в мышиной модели 
AIP (см. пример 5). siRNA ALAS1, используемая в этом примере, представляла собой дуплекс AD-53558 
в составе AF11. Схема эксперимента и результаты этого эксперимента показаны на фиг. 18. Фенобарби-
тал (РВ) и диэтилдитиокарбамат (DDC) вводили на 1, 2 и 3 дни. DDC представляет собой другой индук-
тор р450, который, как и фенобарбитал, повышает потребность в геме и способствует продлению индук-
ции метаболитов ALA/PBG. 

Гемин в дозе 4 мг/кг, siRNA ALAS1 в дозе 2 мг/кг или контрольный лекарственный препарат вво-
дили внутривенно через 8 ч после последней дозы РВ и DDC. 

Как показано на фиг. 18, наступление действия лекарственного препарата было более быстрым при 
лечении siRNA ALAS1 по сравнению с лечением гемином. Быстрое снижение уровней ALA и PBG при 
лечении siRNA указывает на то, что siRNA является эффективным лекарственным препаратом для лече-
ния острых приступов, поскольку ожидается, что быстрое улучшение клинических симптомов будет со-
провождаться снижением уровней ALA и PBG. 

Пример 16. Эффекты AD-58632 на основе конъюгата GalNAc с siRNA ALAS1 
AD-58632 представляет собой дуплекс из 21/23 нуклеотидов, раскрытых в примере 11. AD-58632 

нацелен на транскрипт человека NM_ 000688.4, а также является кросс-реактивным по отношению к 
mRNA-транскриптам мышей, крыс и макак-крабоедов. AD-58632 был единственным кросс-реактивным 
дуплексом из 21/23 нуклеотидов, идентифицированным в результате скрининга приблизительно 45 со-
единений. Дополнительные эксперименты с этим дуплексом описаны в данном примере. 
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Дозозависимые эффекты AD-58632 в подавлении mRNA ALAS1 

У крыс исследовали дозозависимый эффект AD-58632 в подавлении mRNA ALAS1 относительно 
mRNA GAPDH. Исследовали дозы 30, 10 и 3 мг/кг. Уровни mRNA ALAS1 измеряли в печени через 72 
часа после последней дозы. AD-58632, по сравнению с контролем PBS, подавлял mRNA ALAS1 дозоза-
висимым образом (см. фиг. 19). AD-58632 характеризовался разовой дозой ED50 приблизительно 10 
мг/кг. 

Эффекты AD-58632 в крысиной модели AIP 

Дозозависимый эффект конъюгата AD-58632 на основе GalNAc с siRNA ALAS1 дополнительно ис-
следовали в крысиной модели AIP. В этой модели siRNA в LNP использовали для нокдауна уровня 
PBGD исключительно в печени до индукции потребности в геме фенобарбиталом. Крысиная модель AIP 
характеризуется временным нокдауном siRNA PBGD в печени, характеризуется ∼15% остаточной актив-
ностью mRNA PBGD и характеризуется приблизительно 10-50-кратным повышением уровней ALA и 
PBG при индукции суточной инъекцией фенобарбитала в течение трех дней. 

Схема эксперимента показана на фиг. 20. Исследовали четыре группы крыс. Одну группу обраба-
тывали только фенобарбиталом (РВ) в указанные временные точки. Вторую группу обрабатывали фено-
барбиталом и siRNA порфобилиногендезаминазы (PBGD). Третья группа получала фенобарбитал, siRNA 
PBGD и дозу в 30 мг/кг siRNA ALAS1. Четвертая группа получала фенобарбитал, siRNA PBGD и дозу в 
10 мг/кг siRNA ALAS1. Как показано на фиг. 20, siRNA PBGD вводили внутривенно на 1 день. siRNA 
ALAS1 с GalNAc вводили на 4 день. Инъекции фенобарбитала вводили на 4, 5, 6 и 7 дни. Мочу собирали 
в течение 24-часового периода, начиная на 7 день и заканчивая на 8 день. Уровни mRNA PBGD, mRNA 
GAPDH и mRNA ALAS-1 оценивали на 8 день при помощи анализа с bDNA. Уровни PBG и ALA в моче 
определяли при помощи LC-MS. 

Результаты по mRNA показаны на фиг. 21. siRNA PBGD снижала уровень mRNA PBGD, но не сни-
жала уровень mRNA ALAS1. siRNA ALAS1 снижала уровни mRNA ALAS1 дозозависимым образом (см. 
фиг. 21). Результаты по уровням ALA и PBG показаны на фиг. 22. siRNA ALAS1 снижала уровни ALA и 
PBG дозозависимым образом (см. фиг. 22). 

Пример 17. Введение дробных доз AD-58632 
Эффективность конъюгата GalNAc с siRNA ALAS1 AD-58632 исследовали в двух отдельных пара-

дигмах с введением дробных доз. Для каждого из этих исследований использовали самок крыс линии 
Sprague Dawley. Крыс содержали в SCLR (комната со световым циклом, в которой в течение 12 ч свет 
включен и в течение 12 ч свет выключен) и выводили из эксперимента через 72 ч после последней инъ-
екции. Уровни mRNA ALAS1 и GAPDH в печени измеряли при помощи анализа с разветвленной ДНК 
(bDNA). 

Парадигма пяти суточных доз против разовой болюсной дозы 

В первой парадигме группам крыс вводили либо пять доз siRNA (по одной дозе каждый день), либо 
разовую болюсную дозу, которая содержала такую же общую концентрацию, как и сумма из пяти от-
дельных доз. В частности, крыс закрепляли за одним из следующих условий обработки: (1) подкожная 
инъекция по 6 мг/кг siRNA раз в день в течение пяти дней, (2) подкожная инъекция по 2 мг/кг siRNA раз 
в день в течение пяти дней, (3) подкожная инъекция по 1 мг/кг siRNA раз в день в течение пяти дней, (4) 
подкожная инъекция разовой болюсной дозы из 30 мг/кг siRNA, (5) подкожная инъекция разовой болюс-
ной дозы из 10 мг/кг siRNA, (6) подкожная инъекция разовой болюсной дозы из 5 мг/кг siRNA или (7) 
контрольный лекарственный препарат, представляющий собой PBS. 

Результаты показаны на фиг. 23. В этой парадигме разовая болюсная доза siRNA оказывала боль-
шее подавление mRNA ALAS1, чем повторное введение доз той же концентрации siRNA в течение пяти 
дней. Это было справедливо для всех изученных доз. 

Введение дозы раз в неделю в течение четырех недель 

При второй парадигме крысам вводили подкожные инъекции siRNA в одной из трех доз (10 мг/кг, 5 
мг/кг или 2,5 мг/кг) раз в неделю в течение четырех недель. Контрольная группа получала инъекции PBS. 

Результаты показаны на фиг. 24. По сравнению с введением разовой дозы, введение четырех доз раз 
в неделю по 10 мг/кг повышало достигаемый максимальный нокдаун (ED50 составляет 10 мг/кг в разо-
вой дозе). В отличие от этого введение нескольких доз по 5 и 2,5 мг/кг в неделю при этой парадигме не 
повышало сайленсинг.  

Пример 18. Идентификация и исследование siRNA ALAS1 с более КОРОТКИМИ смысловой и анти-
смысловой нитями 

Дополнительные эксперименты проводили для исследования эффектов укорочения дуплексов siR-
NA до 19-19 нуклеотидов. Были выявлены пять дополнительных новых кросс-реактивных дуплексов из 
19-19 нуклеотидов, которые связываются с mRNA-транскриптами ALAS1 человека (h) (NM_000688.4), 
макака-резус (rh) (XM_001090440.2), мыши (m) (NM_020559.2) и крысы (r) (NM_024484.2). Ни один из 
этих дуплексов не характеризовался такими же хорошими результатами, как AD-58632 из 21/23 нуклео-
тидов (см. фиг. 25). 

Исследовали эффекты модификации длины и выступающих концов в отношении двух лучших дуп-
лексов из 19-19 нуклеотидов (AD-59115 и AD-59125) (фиг. 26 и 27). Модифицированные последователь-
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ности показаны в табл. 21. 
Таблица 21. Последовательности для оценки длины/выступающего конца лучших двух дуплексов 

из 19-19 нуклеотидов 

 
*Некомплементарный выступающий конец 

Выступающие концы повышали эффективность. Они также представляли дополнительную произ-
водную последовательность (AD-60489, который был основан на AD-60095) для дополнительных иссле-
дований связи структура-активность (SAR) (1 ошибочно спаренное основание в положении 23 грызуна). 

Пример 19. Эффекты AD-60489 и AD-58632 на основе конъюгатов GalNAc с siRNA ALAS1 
Исследовали эффекты дополнительного дуплекса AD-60489 на основе конъюгата GalNAc с siRNA 

ALAS1 и сравнивали их с эффектами AD-58632. Последовательности таких дуплексов показаны в табл. 
22А. AD-60489 содержит одно ошибочно спаренное основание по отношению к mRNA ALAS1 грызуна 
на 3'-конце антисмысловой нити. Таким образом, в случае если AD-58632 полностью комплементарен 
последовательностям человека, макака-крабоеда, мыши и крысы, то AD-60489 полностью комплемента-
рен только последовательностям человека и макака-крабоеда. 

Таблица 22А. Последовательности дуплексов AD-58632 и AD-60489 с siRNA ALAS1 

 
Подавление mRNA ALAS1 показано на фиг. 28. По сравнению с AD-58632, AD-60489 обеспечивал 

более эффективное подавление при 3 и 10 мг/кг и характеризовался приблизительно двукратным улуч-
шением ED50. Разовая доза ED50 AD-60489 составляла приблизительно 5 мг/кг. 

Пример 20. Эффекты AD-60489 и AD-58632 на основе конъюгатов GalNAc с siRNA ALAS1 в ис-
следованиях на отличных от человека приматах 

Эффективность AD-58632 и AD-60489 в подавлении mRNA в печени исследовали у отличных от 
человека приматов. Схема эксперимента показана на фиг. 29. Дозы siRNA (5, 2,5 или 1,25 мг/кг) или кон-
троля PBS в объеме 2 мл/кг вводили подкожно каждый день в течение 5 дней, затем каждые 2 дня в тече-
ние 3 недель. Сайленсинг mRNA 

ALAS1 оценивали в ткани печени, полученной в результате биопсии печени на 15 день. Биопсию 
брали после забора сыворотки и до введения дозы 10 (см. фиг. 29). Образцы сыворотки для способа оп-
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ределения циркулирующей внеклеточной РНК (cERD) (см. пример 21) собирали на -10, -3, 7, 15, 23, 31 и 
43 дни. Сыворотки собирали для биохимического анализа крови на -3, 6, 30 и 43 дни. Биохимический 
анализ включал оценку уровней аланинтрансферазы (ALT), аспартатаминотрансферазы (AST) и щелоч-
ной фосфатазы (ALP). 

AD-58632 и AD-60489 подавляли уровни mRNA ALAS1 в печени дозозависимым образом (см. фиг. 
30). AD-60489 характеризовался более высокой эффективностью, чем AD-58632. Например, в наимень-
шей изученной дозе (1,25 мг/кг) AD-60489 подавлял относительный транскрипт ALAS1 на приблизи-
тельно 42% от контрольного уровня, в то время как AD-58632 характеризовался незначительным подав-
лением в этой дозе. При 2,5 мг/кг AD-60489 подавлял относительный транскрипт ALAS1 на приблизи-
тельно 26% от контрольного уровня, в то время как AD-58632 подавлял относительный транскрипт 
ALAS1 на приблизительно 64% от контрольного уровня. При 5 мг/кг AD-60489 подавлял относительный 
транскрипт ALAS1 на приблизительно 21% от контрольного уровня, a AD-58632 подавлял относитель-
ный транскрипт ALAS1 на приблизительно 55% от контрольного уровня. 

Результаты клинической биохимии указывали, что длительный нокдаун ALAS1 при помощи siRNA 
ALAS1 был безопасным и хорошо переносился. Повышений уровней ALT, AST или ALP отмечено не 
было. 

Пример 21. Эффекты AD-60489 и AD-58632 на основе конъюгатов GalNAc с siRNA ALAS1 в ис-
следованиях на отличных от человека приматах, которые оценивали при помощи анализа cERD 

Эффекты AD-60489 и AD-58632 на основе конъюгатов GalNAc с siRNA ALAS1 оценивали у отлич-
ных от человека приматов при помощи способа определения циркулирующей внеклеточной РНК (cERD). 
Этот способ описан, например, в Sehgal, A. et al. Quantitation of tissue-specific target gene modulation using 
circulating RNA (постер, представленный 9 февраля 2012 г. на симпозиуме Keystone Gene Silencing by 
small RNAs (Ванкувер, 7-12 февраля, 2012 г.) и Sehgal, A. et al. Tissue-specific gene silencing monitored in 
circulating RNA, RNA, 20: 1-7, опубликованном во всемирной сети Интернет 19 декабря 2013 г. Как пока-
зано на фиг. 29, образцы сыворотки для способа определения циркулирующей внеклеточной РНК (cERD) 
собирали на -10, -3, 7, 15, 23, 31 и 43 дни. 

Для анализа cERD образцы сыворотки размораживали на льду. 375-400 мкл 8 М LiCl добавляли к 3-
3,5 мл сыворотки в ультрацентрифужные (UC) пробирки и инкубировали при температуре 4°С в течение 
по меньшей мере 1 ч. PBS добавляли сверху каждой UC пробирки, оставляя приблизительно 1 см сухого 
пространства сверху, чтобы предупредить сжатие стенок пробирок во время вращения. Пробирки суши-
ли с удалением любого конденсата вследствие инкубации на льду. Образцы загружали в МС 55 Rotor под 
крышку и образцы центрифугировали при 150000-200000 g в течение 100-120 мин. Супернатант удаляли 
из осадка. 1 мл тризола добавляли к осадку в UC пробирке, пробирку перемешивали на вортексе и со-
держимое переносили в 1,5 мл микроцентрифужную пробирку. В каждую пробирку добавляли 200 мкл 
хлороформа и пробирку несколько раз опрокидывали верх дном для перемешивания. За один раз полу-
чали один образец. Образцы центрифугировали при 13000 об./мин в течение 10-20 мин при 4°С. Верх-
нюю водную фазу переносили в свежую 1,5 мл пробирку (объем ∼500 мкл). Равные объемы 100% изо-
пропанола, 1 мкл линейного акриламида (4°) и 1/10ую объема 3M NaoAc с рН 5,5 или менее добавляли к 
каждому образцу (как правило, 500 мкл изопропанола и 50 мкл NaoAc). Образец центрифугировали при 
13000 об./мин в течение 10 мин при 4°С. Супернатанты откладывали. Осадок промывали два раза охлаж-
денным 70% EtOH (500 мкл при каждой промывке) и центрифугировали при 13000 об./мин в течение ∼5 
мин при 4°С после каждой промывки. Осадку позволяли высохнуть на воздухе в течение ∼5 мин и затем 
ресуспендировали в 20 мкл NF Н2О. 10 мкл использовали в реакции с cDNA. Ресуспендированную РНК 
хранили при -80°С.  

Результаты 

Нокдаун mRNA в сыворотке, как было оценено при помощи анализа cERD, коррелировал с резуль-
татами, полученными в результате биопсии печени. См. фиг. 31. Это является неожиданным результа-
том, поскольку ALAS1 не является сывороточным белком. Анализ cERD, представленный в данном до-
кументе, способствует отслеживанию циркулирующей mRNA ALAS1. Это имеет преимущество, напри-
мер, в том, что уровни mRNA ALAS1 можно измерять со временем без периодических биопсий печени, 
что было бы технически сложным и дорогостоящим. 

Кинетику нокдауна mRNA определяли с помощью результатов анализа cERD. См. фиг. 32. AD-
60489 обеспечивал более чем 50% нокдаун, даже в дозе лишь 1,25 мг/кг. 

Пример 22. Исследования безопасности siRNA ALAS1 
Дополнительные исследования безопасности указывают на то, что длительный нокдаун ALAS1 яв-

ляется безопасным и хорошо переносится. 
Исследования на отличных от человека приматах 

Как описано выше (см. пример 20), в исследованиях на отличных от человека приматах повышений 
уровней ALT, AST или ALP после введения AD-60489 и AD-58632 не наблюдали. 

Исследования на крысах 

На крысах в течение четырех недель проводили исследование с применением AD-58632. siRNA 
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вводили каждый день в течение 5 дней по 10 мг/кг в первую неделю, затем через день по 10 мг/кг в тече-
ние 2-4 недель исследования. Общее воздействие составило 140 мг. Побочных клинических признаков 
или изменений веса тела не наблюдали. Изменений, связанных с исследуемым препаратом, в параметрах 
крови или свертываемости крови не наблюдали. Кроме того, не наблюдали побочной гистопатологиче-
ской картины. Наблюдали минимальную вакуолизацию в селезенке и минимальный субкапсулярный 
фиброз в почке. 

Исследования на мышах 

У мышей mRNA P450 оценивали после нокдауна ALAS1. Наблюдали незначительные дозозависи-
мые повышения Сур2b10 через 48 ч после введения состава LNP с ALAS1. Через 168 ч происходил воз-
врат к норме. 

Пример 23. Идентификация дополнительных эффективных siRNA ALAS1 с помощью исследований 
связи структура-активность 

Исследования связи структура-активность (SAR), в том числе исследования, описанные в других 
примерах в данном документе, проводили для идентификации дополнительных эффективных siRNA 
ALAS1, полученных из таковых, которые уже были идентифицированы, например, AD-58632 и AD-
60489. Исследовали эффекты химических модификаций. Химические модификации включают 1) 2'-О-
метил- против 2'-фтор-модификаций, 2) снижение 2'Uf (2'-фтор-модификации), 3) добавление PS (фосфо-
ротиоата), 4) использование внутренних dT, и/или 5) гликоль-нуклеиновые кислоты (GNA). Не желая 
быть связанными теорией, модификации могут усиливать эффективность, например, посредством 1) 
лучшего раскручивания или повышенной нагрузки RISC или 2) лучшим каталитическим захватом цели. 
Модификации также могут усиливать стабильность таким образом, что соединения могут накапливаться 
и функционировать эффективнее при введении нескольких доз. 

Повышенную активность относительно других дуплексов (например, AD-58632 и/или AD-60489) 
наблюдали в некоторых случаях (см. табл. 22В), в то время как в других случаях наблюдали подобную 
активность (см. табл. 23) или сниженную активность (табл. 24). Эти случаи представлены лишь в качест-
ве примеров на основании скрининга более чем 150 siRNA. В данном документе представлены дополни-
тельные примеры исследований SAR. 

Таблица 22В. Повышенная активность относительно исходных соединений 

 
*Число после десятичной точки в названии дуплекса в этой и других таблицах относится 

просто к серийному номеру изделия. 
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Таблица 23. Подобная активность относительно исходных соединений и повышенная стабильность 

 
Таблица 24. Сниженная активность относительно исходных соединений 

 
Пример 24. In vitro исследования связи структура-активность AD-58632 
Получали AD-58632 и производные siRNA AD-58632 и некоторые siRNA отслеживали in vitro в от-

ношении активности. Сокращения химических модификаций представлены в табл.1. In vitro активность 
при 10 и 0,1 нМ siRNA 

In vitro активность siRNA в подавлении mRNA ALAS1 исследовали в клетках Нер3В, которые 
трансфицировали с использованием Lipofectamine2000 в качестве средства трансфекции. Эксперименты 
проводили при указанных концентрациях siRNA (например, 0,1, 10 нМ) и анализировали при помощи 
анализа с разветвленной ДНК (bDNA) через 24 ч после трансфекции. Результаты выражали в виде про-
цента оставшейся mRNA относительно siRNA AD-1955, нецелевой siRNA, которую использовали в каче-
стве отрицательного контроля. 

Последовательности siRNA и результаты in vitro исследования представлены в табл. 25, 26 и 27. 
Таблица 25. Последовательности и результаты in vitro скрининга для siRNA AD-58632 и siRNA 

производных AD-58632 
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Как показано в табл. выше, в данном in vitro скрининге siRNA, которые обеспечивали наибольшее 

подавление mRNA ALAS1 (более чем 80% подавление, так что оставалось менее 20% mRNA) при кон-
центрации 10 нМ, включали AD-58632, AD-60472, AD-60423, AD-60445, AD-60423, AD-60417, AD-
60466, AD-60473, AD-60434, AD-60448, AD-60460, AD-60411, AD-60481, AD-60486, AD-60453, AD-
60480, AD-60405, AD-60477, AD-60461, AD-60470, AD-60467, AD-60482, AD-60446, AD-60555, AD-
60454, AD-60469 и AD-60463. Кроме того, в данном in vitro скрининге siRNA, которые обеспечивали 
наибольшее подавление mRNA ALAS1 (более чем 30% подавление, так что оставалось менее 70% 
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mRNA) при концентрации 0,1 нМ, включали AD-60423, AD-58632, AD-60434, AD-60423, AD-60466, AD-
60419, AD-60438, AD-60448, AD-60460, AD-60473, AD-60411, AD-60405, AD-60472, AD-60477, AD-
60417, AD-60480, AD-60482, AD-60421, AD-60560, AD-60433, AD-60481, AD-60475, AD-60555, AD-
60437, AD-60550, AD-60415, AD-60463 и AD-60443. 

Как показано в табл. ниже, исследование дополнительных siRNA показало, что следующие дуплек-
сы обеспечивали более чем 80% подавление при концентрации 10 нМ: AD-58632, AD-60405, AD-60423, 
AD-60434, AD-60445, AD-60480, AD-60460 и AD-60466, а следующие дуплексы обеспечивали более чем 
30% подавление при концентрации 0,1 нм: AD-58632, AD-60405, AD-60423, AD-60434, AD-60419, AD-
60480, AD-60460 и AD-60466. 

Таблица 26. Дополнительные последовательности и результаты in vitro скрининга для siRNA  
AD-58632 и siRNA производных AD-58632 
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Таблица 27. Дополнительные последовательности siRNA производных AD-58632 

 
IC50 на основе активности in vitro 

Аналогично экспериментам, описанным выше, проводили дополнительные эксперименты доза-
ответ при конечной концентрации дуплексов 10, 1,66667, 0,277778, 0,046296, 0,007716, 0,001286, 
0,000214 и 3,57Е-05 нМ и рассчитывали величины IC50. 
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Таблица 28. Дополнительные последовательности и IC50 siRNA AD-58632 и siRNA  
производных AD-58632 
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Как показано в табл. 28, следующие дуплексы характеризовались IC50 менее чем 0,01 нМ: AD-

60845, AD-60843, AD-60849, AD-60820, AD-60848, AD-60822, AD-60826, AD-60819, AD-60460. 
Следующие дуплексы характеризовались IC50 менее чем 0,02 нМ: AD-60845, AD-60843, AD-60849, 

AD-60820, AD-60848, AD-60822, AD-60826, AD-60819, AD-60460, AD-60841, AD-60842, AD-60846, AD-
60847, AD-60838, AD-60419, AD-60839, AD-60835, AD-586320, AD-60844, AD-60850 и AD-60830. 

Следующие дуплексы характеризовались IC50 менее чем 0,05 нМ: AD-60845, AD-60843, AD-60849, 
AD-60820, AD-60848, AD-60822, AD-60826, AD-60819, и AD-60460, AD-60841, AD-60842, AD-60846, 
AD-60847, AD-60838, AD-60419, AD-60839, AD-60835, AD-586320, AD-60844, AD-60850, AD-60830, AD-
60423, AD-60834, AD-60419, AD-60434, AD-60825, AD-60837, AD-60823, AD-60824, AD-60840, AD-
60829, AD-60893, AD-60832 и AD-60827. 

Пример 25. In vivo исследования связи структура-активность AD-58632 
Получали производные исходной siRNA AD-58632 и подвергали скринингу in vivo на крысах. По-

следовательности siRNA, которые отслеживали, представлены в табл. ниже. 
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Таблица 29. Последовательности дуплексов siRNA ALAS1 

 
Вводили разовую дозу 5 мг/кг siRNA. Через 5 дней после введения siRNA, проводили измерения 

уровней mRNA, mRNA ALAS1 крыс (rALAS1) и mRNA GAPDH крыс (rGAPDH), при помощи анализа с 
bDNA, и уровни лекарственного средства в ткани определяли при помощи qPCR. Результаты представ-
лены на фиг. 33 и 34. Как показано на фиг. 33, по меньшей мере десять дуплексов (AD-60405, AD-60887, 
AD-60923, AD-60434, AD-60892, AD-60419, AD-60924, AD-60445, AD-60925 и AD-60926), которые от-
слеживали, характеризовались повышенным подавлением mRNA ALAS1 по сравнению с AD-58632. 
Кроме того, как показано на фиг. 34, эти дуплексы (за исключением AD-60926) обеспечивали более вы-
сокие концентрации в печени, чем AD-58632. 

Пример 26. Эффективность AD-60925 и AD-60926 в КРЫСИНОЙ модели AIP 
Терапевтическую эффективность AD-60925 и AD-60926 (описанных в предыдущем примере) ис-

следовали на крысиной модели AIP. Схема эксперимента показана вверху фиг. 35. Крыс обрабатывали 
PBS или 3 мг/кг siRNA ALAS1-GalNAc t.i.w., фенобарбиталом (РВ) и siRNA PBGD в составе LNP с AF11 
(AF11-PBGD) в периоды времени, указанные на фиг. 35. Контрольные крысы получали только siRNA 
PBGD без индукции фенобарбиталом. 

Результаты показаны на фиг. 35, 36 и 37. Введение фенобарбитала индуцировало экспрессию 
mRNA ALAS1 и повышало уровни PBG и ALA в моче по сравнению с контролем. Обработка суммарно 
восемью дозами в 3 мг/кг AD-60925 или AD-60926 три раза в неделю подавляла mRNA ALAS1 (фиг. 35), 
PBG в моче (фиг. 36 и 37, вверху) и ALA в моче (фиг. 36 и 37, внизу). Фенобарбитал индуцировал повы-
шения mRNA ALAS1, PBG и ALA в моче. Динамика эффектов лечения показана на фиг. 37. Стрелки 
указывают на временные точки при введении РВ. Обработка siRNA предупреждала индуцированные 
фенобарбиталом повышения mRNA ALAS1, PBG и ALA в моче. 

Как AD-60925, так и AD-60926 характеризовались терапевтической эффективностью лечения AIP. 
AD-60925 был более эффективным, чем AD-60926 в подавлении mRNA ALAS1, ALA в моче и PBG в 
моче. 

Пример 27. Дополнительные in vivo исследования связи структура-активность AD-58632 
Получали производные исходной siRNA AD-58632 и подвергали скринингу in vivo на крысах. 

In vivo скрининг, часть I 

Последовательности siRNA, которые подвергали скринингу, представлены в таблице ниже. 



036477 

- 148 - 

Таблица 30. Последовательности дуплексов siRNA ALAS1 

 
Крысам вводили четыре дозы по 2,5 мг/кг siRNA дважды в неделю (два раза в неделю) в течение 

двух недель. Через 72 ч после введения последней дозы siRNA животных выводили из эксперимента и 
выполняли измерения уровней mRNA ALAS1 крыс (rALAS1) и mRNA GAPDH крыс (rGAPDH) при по-
мощи анализа с bDNA. 

Как показано на фиг. 38, по меньшей мере четыре из siRNA (AD-60820, AD-60843, AD-60819 и AD-
61140), которые исследовали, характеризовались повышенным подавлением mRNA ALAS1 по сравне-
нию с AD-58632.  

In vivo скрининг, часть II 

Последовательности siRNA, которые подвергали скринингу, представлены в табл. ниже. 
Таблица 31. Последовательности дуплексов siRNA ALAS1 

 
Крысам вводили разовую дозу 2,5 мг/кг siRNA. Через 72 ч после введения siRNA измерения уров-
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ней mRNA, mRNA ALAS1 крыс (rALAS1) и mRNA GAPDH крыс (rGAPDH) выполняли при помощи 
анализа с bDNA. 

Как показано на фиг. 39, siRNA AD-61141, AD-61142, AD-60835, AD-60839, AD-61143, AD-61144, 
AD-61145 и AD-61146 характеризовались повышенным подавлением mRNA ALAS1 по сравнению с AD-
58632. siRNA, которая обеспечивала наибольшее подавление в этом эксперименте, была AD-60835. 

Пример 28. In vitro исследования связи структура-активность AD-60489 
Получали AD-60489 и производные siRNA AD-60489 и некоторые siRNA подвергали скринингу in 

vitro в отношении активности. In vitro активность siRNA в подавлении mRNA ALAS1 исследовали, как 
описано в примере 24. Последовательности siRNA и результаты in vitro исследования представлены ни-
же в таблицах. 

Таблица 32. Последовательности и результаты in vitro скрининга для siRNA AD-60489 и  
siRNA производных AD-60489 
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Таблица 33. Последовательности и результаты in vitro скрининга для siRNA AD-60489 и  
siRNA производных AD-60489 

 

 
В in vitro скрининге, для которого результаты показаны в таблицах выше, siRNA, которые обеспе-

чивали наибольшее подавление mRNA ALAS1 (более чем 80% подавления, так что оставалось менее 
20% mRNA) при концентрации 10 нМ, включали AD-60501, AD-60592, AD-60591, AD-60513, AD-60507, 
AD-60587, AD-60519, AD-60593, AD-60583, AD-60524, AD-60489, AD-60495, AD-60506, и AD-60582. 

В in vitro скрининге, для которого результаты показаны в таблицах выше, siRNA, которые обеспе-
чивали наибольшее подавление mRNA ALAS1 (более чем 30% подавления, так что оставалось менее 
70% mRNA) при концентрации 0,1 нМ, включали AD-60592, AD-60591, AD-60593, AD-60587, AD-60583, 
AD-60589, AD-60501, AD-60507, AD-60585, AD-60489, AD-60513, AD-60582, AD-60519, AD-60541, AD-
60570, AD-60584, AD-60569, AD-60558, AD-60573, AD-60556, AD-60495, AD-60523, AD-60566 и AD-
60544. 

Как показано в табл. ниже, исследование дополнительных siRNA показало, что следующие дуплек-
сы обеспечивали более чем 80% подавление при концентрации 10 нМ: AD-60489, AD-60495, AD-60501, 
AD-60507, AD-60513, AD-60519, AD-60583, AD-60591, AD-60592 и AD-60593, а следующие дуплексы 
обеспечивали более чем 30% подавление при концентрации 0,1 нм: AD-60489, AD-60495, AD-60501, AD-
60507, AD-60513, AD-60519, AD-60583, AD-60591, AD-60592 и AD-60593. 
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Таблица 34. Дополнительные последовательности siRNA производных AD-60489 
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Таблица 35. Дополнительные последовательности и IC50 siRNA AD-60489 и siRNA производных 

AD-60489 
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Как показано в табл. выше, несколько дуплексов характеризовались эффективностью в подавлении 

mRNA ALAS1. Следующие дуплексы характеризовались IC50 менее чем 0,01 нМ: AD-60879, AD-60859, 
AD-60863, AD-60854, AD-60882, AD-60874, AD-60883, AD-60875, AD-60501, AD-60593, AD-60853, AD-
60877, AD-60878, AD-60871, и AD-60873. Следующие дуплексы характеризовались IC50 менее чем 0,02 
нМ: AD-60879, AD-60859, AD-60863, AD-60854, AD-60882, AD-60874, AD-60883, AD-60875, AD-60501, 
AD-60593, AD-60853, AD-60877, AD-60878, AD-60871, AD-60873, AD-60489, AD-60592, AD-60894, AD-
60489, AD-60870, AD-60862, AD-60858, AD-60592, AD-60591, AD-60872, AD-60866, AD-60905, AD-
60857, AD-60513, и AD-60861. Следующие дуплексы характеризовались IC50 менее чем 0,05 нМ: AD-
60879, AD-60859, AD-60863, AD-60854, AD-60882, AD-60874 , AD-60883, AD-60875, AD-60501, AD-
60593, AD-60853, AD-60877, AD-60878, AD-60871, AD-60873, AD-60489, AD-60592, AD-60894, AD-
60489, AD-60870, AD-60862, AD-60858, AD-60592, AD-60591, AD-60872, AD-60866, AD-60905, AD-
60857, AD-60513, AD-60861, AD-60583.2, AD-60902.1, AD-60881.1, AD-60519.2, AD-60507.2, AD-
60591.3, AD-60851.1, AD-60896.1 и AD-60537.2. 

Пример 29. In vivo исследования связи структура-активность AD-60489 
Получали производные исходной siRNA AD-60489 и подвергали скринингу in vivo на крысах. 

In vivo скрининг 1 производных AD-60489 

Последовательности siRNA, которые подвергали скринингу, представлены в табл. ниже. 
Таблица 36. Последовательности дуплексов siRNA ALAS1 

 

 
Крысам вводили разовую дозу 3 мг/кг siRNA. Через 5 дней после введения siRNA, проводили изме-

рения уровней mRNA, mRNA ALAS1 крыс (rALAS1) и mRNA GAPDH крыс (rGAPDH), при помощи 
анализа с bDNA, и уровни лекарственного средства в ткани (siRNA) определяли при помощи qPCR. 

Как показано на фиг. 40 (вверху), siRNA AD-60501, AD-60519, AD-60901, AD-60495, AD-60900 и 
AD-60935 характеризовались повышенным подавлением mRNA ALAS1 по сравнению с AD-60489. siR-
NA AD-60519, AD-60901, AD-60495 и AD-60935 обеспечивали более высокие уровни в печени, чем AD-
60489 (см. фиг. 40, внизу). Таким образом, большинство из дуплексов, которые обеспечивали повышен-
ное подавление mRNA ALAS1, также достигали более высоких уровней в печени. 

По меньшей мере для дуплексов AD-60489, AD-60519 и AD-60901 эффективность коррелировала с 
уровнями siRNA в печени (см. фиг. 41), так что более высокий уровень siRNA в печени был связан с бо-
лее высоким подавлением mRNA ALAS1. 

In vivo скрининг 2 производных AD-60489 

Последовательности siRNA, которые подвергали скринингу, представлены в табл. ниже. 
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Таблица 37. Последовательности дуплексов siRNA ALAS1 

 
Крысам вводили разовую дозу 2,5 мг/кг siRNA. Через 5 дней после введения siRNA измерения 

уровней mRNA, mRNA ALAS1 крыс (rALAS1) и mRNA GAPDH крыс (rGAPDH), выполняли при помо-
щи анализа с bDNA. 

Как показано на фиг. 42, siRNA AD-60879, AD-61190, AD-61191, AD-60865, AD-60861, AD-60876, 
AD-61193 и AD-60519 характеризовались повышенным подавлением mRNA ALAS1 по сравнению с AD-
60489. 

Пример 30. Введение нескольких доз повышает эффективность 
Для исследования эффектов введения нескольких доз siRNA крысам (n=3 на группу) вводили PBS 

или siRNA (AD-58632, AD-60925, AD-60419, AD-60445, AD-60892, AD-60489, AD-60519 или AD-60901) 
в дозе 2,5 мг/кг два раза в неделю в течение 2 недель. Уровни mRNA ALAS1 крыс (rALAS1) и mRNA 
GAPDH крыс (rGAPDH) оценивали при помощи анализа с bDNA. 

Таблица 38. Последовательности дуплексов siRNA ALAS1 

 
Как показано на фиг. 43, производные siRNA AD-58632, AD-60892, AD-60419, AD-60445 и AD-

60925 характеризовались повышенным подавлением mRNA ALAS1 по сравнению с исходным AD-58632. 
Кроме того, производные siRNA AD-60489, AD-60519 и AD-60901 характеризовались повышенным по-
давлением mRNA ALAS1 по сравнению с исходным AD-60489. 



036477 

- 155 - 

Пример 31. Исследования введения нескольких доз AD-60519 и AD-60489 
Терапевтическую эффективность AD-60519 исследовали на крысиной модели AIP. Схема экспери-

мента показана на фиг. 44 (вверху). Крыс обрабатывали PBS или siRNA ALAS1-GalNAc либо в количе-
стве 2,5 мг/кг, либо в количестве 5 мг/кг два раза в неделю в течение трех недель. Фенобарбитал (фено-
барб) и siRNA PBGD в составе LNP с AF11 вводили в периоды времени, указанные на фиг. 44. Кон-
трольная группа получала только PBS и siRNA PBGD, без индукции фенобарбиталом. Мочу собирали на 
18-19 дни исследования. 

Результаты показаны на фиг. 44 (внизу). Введение фенобарбитала и PBS индуцировало экспрессию 
mRNA ALAS1 и повышало уровни PBG и ALA в моче (см. фиг. 44) по сравнению только с PBS. Обра-
ботка суммарно 2,5 или 5 мг/кг из шести доз AD-60519 два раза в неделю подавляла индуцированные 
фенобарбиталом повышения уровней PBG в моче и ALA в моче (фиг. 44). Эти результаты показывают, 
что AD-60519 является эффективным в подавлении уровней ALA и PBG при введении повторных доз до 
2,5 мг/кг. В частности, AD-60519 был эффективным в снижении повышений уровней PBG и ALA в моче, 
связанных с острыми приступами в крысиной модели AIP. 

В дополнительных исследованиях с использованием такой же схемы эксперимента, но в мышиной 
модели (см. схему вверху фиг. 44) исследовали терапевтическую эффективность AD-60519 и AD-60489 в 
подавлении индуцированных фенобарбиталом повышений уровней PBG и ALA в сыворотке. В кон-
трольной группе PBS ("физиологического раствора") введение фенобарбитала повышало уровни PBG и 
ALA в сыворотке (см. фиг. 45) по сравнению только с PBS. Обработка суммарно шестью дозами в 2,5 
или 5 мг/кг AD-60519 или AD-60489 два раза в неделю подавляла индуцированные фенобарбиталом по-
вышения уровней PBG в сыворотке и ALA в сыворотке (фиг. 44). Эти результаты показывают, что как 
AD-60519, так и AD-60489, являются эффективным в подавлении уровней ALA и PBG при введении по-
вторных доз до 2,5 мг/кг. В частности, AD-60519 и AD-60489 были эффективными в снижении повыше-
ний уровней PBG и ALA в сыворотке, связанных с острыми приступами. 

Поскольку лекарственные препараты в этом примере вводили до индукции фенобарбиталом, эти 
результаты указывают, что AD-60519 и AD-60489 оказывают профилактические эффекты. 

Пример 32. Дополнительные последовательности siRNA 
Получали следующие последовательности производных siRNA AD-58632 (табл. 39) и AD-60489 

(табл. 40). 
Таблица 39. Производные последовательности AD-58632 

 
Таблица 40. Производные последовательности AD-60489 
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Пример 33. Дополнительные исследования введения нескольких доз AD-60519 
Терапевтическую эффективность AD-60519 исследовали в крысиной модели AIP, подобной той, ко-

торую использовали в примере 31. Схема эксперимента показана на фиг. 46 (вверху). Крыс обрабатывали 
PBS или siRNA ALAS1-GalNAc в количестве 3, 1 или 0,3 мг/кг раз в неделю в течение четырех недель 
(обработка на 0, 7, 14 и 21 день). Фенобарбитал (фенобарб) и siRNA PBGD в составе LNP с AF11 вводи-
ли в периоды времени, указанные на фиг. 46. Контрольная группа получала только PBS и siRNA PBGD 
без индукции фенобарбиталом. Мочу собирали на 25 день исследования. 

Результаты показаны на фиг. 46 (внизу) и на фиг. 47. Введение фенобарбитала и PBS индуцировало 
экспрессию mRNA ALAS1 и повышало уровни PBG и ALA в моче по сравнению только с PBS. Обработ-
ка суммарно четырьмя дозами в 3, 1 или 0,3 мг/кг AD-60519 раз в неделю подавляла индуцированные 
фенобарбиталом повышения уровней mRNA ALAS1 крыс в печени дозозависимым образом (см. фиг. 46). 
(Уровни mRNA ALAS1 (rALAS1) крыс в печени выражали относительно уровней mRNA GAPDH крыс). 
Уровни PBG в моче и ALA в моче также характеризовались дозозависимыми эффектами. 

Повторные дозы AD-60519 раз в неделю были эффективными в подавлении экспрессии mRNA 
ALAS1 и в снижении повышенных уровней ALA и PBG, связанных с индуцированными острыми при-
ступами в крысиной модели AIP. Эти эффекты лечения были дозозависимыми. Данные результаты пока-
зывают, что AD-60519 может действовать профилактически при введении доз до приступа. 

Пример 34. Эффекты введения нескольких доз конъюгатов GalNAc с siRNA ALAS1 у отличных от 
человека приматов 

Эффекты конъюгатов GalNAc с siRNA ALAS1 в подавлении mRNA ALAS1 в печени и mRNA 
ALAS1 в крови исследовали в исследовании на отличных от человека приматах (NHP). Использовали 
конъюгаты GalNAc AD-58632, AD-60519, AD-61193 и AD-60819. Схема исследования показана в табл. 
41 и на фиг. 48.  

Таблица 41. Схема исследования NHP 
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Каждая группа получала несколько подкожных доз конъюгата GalNAc с ALAS1 siRNA в объеме 
дозы 2 мг/мл. Группа 1 (n=3) получала 2,5 мг/кг с 1,25 мг/мл AD-58632 на 1, 2, 3, 4, 5, 8, 11, 15, 18, 22 и 
25 дни. Группа 2 (n=3) получала 1,25 мг/кг с 0,625 мг/мл AD-60519 на 1,2, 3,4, 5, 8, 11, 15, 18, 22 и 25 дни. 
Группа 3 (n=3) получала 2,5 мг/кг с 1,25 мг/мл AD-60519 на 1,2, 3,4, 5, 8, 11, 15, 18, 22 и 25 дни. Группа 4 
(n=3) получала 2,5 мг/кг с 1,25 мг/мл AD-60519 на 1, 2, 3, 4, 5, 11, 18 и 25 дни. Группа 5 (n=3) получала 5 
мг/кг с 2,5 мг/мл AD-60519 на 1, 2, 3, 4, 5, 11, 18 и 25 дни. Группа 6 (n=3) получала 2,5 мг/кг с 1,25 мг/мл 
AD-61193 на 1, 2, 3, 4, 5, 8, 11, 15, 18, 22 и 25 дни. Группа 7 (n=3) получала 2,5 мг/кг с 1,25 мг/мл AD-
60819 на 1,2, 3, 4, 5, 8, 11, 15, 18, 22 и 25 дни. 

Образцы сыворотки для анализа определения циркулирующей внеклеточной РНК (cERD) (см. при-
мер 21) собирали на - 3, 7, 13, 21, 27, 39, 46 и 60 дни (на фиг. 48, "PD заборы" указывает дни, в которые 
собирали сыворотку). Сыворотки собирали для биохимического анализа крови на - 3 и 6 дни. Биохими-
ческий анализ включал оценку уровней аланинтрансферазы (ALT), аспартатаминотрансферазы (AST) и 
щелочной фосфатазы (ALP). Сайленсинг mRNA ALAS1 оценивали в ткани печени, полученной в резуль-
тате биопсии печени на 21 день (см. фиг. 48). Биопсию выполняли после забора сыворотки. 

Подавление уровней mRNA ALAS1 в печени 

Уровни mRNA ALAS1 в печени на 21 день исследования показаны на фиг. 49. Результаты показаны 
в виде процента от среднего уровня, наблюдаемого в контрольной группе, обработанной PBS. Результа-
ты показаны в виде средних величин для каждой группы обработки. 

Эти результаты, представленные на фиг. 49 показывают, что по сравнению с контрольными живот-
ными, которые получали обработку PBS, все из условий обработки были эффективными в подавлении 
уровней mRNA ALAS1 в печени. Обработки обеспечивали сайленсинг mRNA, находящийся в диапазоне 
приблизительно от 20 до 80% (соответствующий уровням mRNA ALAS1, находящимся в диапазоне при-
близительно от 80 до 20% от контрольных уровней). Отдельные животные, которые получали AD-58632, 
характеризовались сайленсингом приблизительно 20-50%, при этом средний уровень сайленсинга со-
ставлял приблизительно 40% (уровни mRNA ALAS1 составляли в среднем приблизительно 60% от кон-
трольных уровней). При всех используемых схемах введения доз AD-60519 был высокоэффективным в 
подавлении уровней mRNA ALAS1. Отдельные животные, которые получали AD-60519, характеризова-
лись сайленсингом приблизительно 60-80% (уровни mRNA ALAS1 составляли приблизительно 20-40% 
от контрольных уровней). В среднем, режимы обработки AD-60519 обеспечивали сайленсинг приблизи-
тельно 65-75%. Как раскрыто в данном документе, AD-60519 является производным AD-60489. Подоб-
ные результаты для AD-60489 раскрыты в примере 20 и показаны на фиг. 30. Кроме того, AD-61193 
(производное AD-60489) и AD-60819 (производное AD-58632) также обеспечивали сайленсинг на более 
чем 50%. Заслуживает внимания, что уровни сайленсинга, описанные в этом примере и в примере 20 
(например, приблизительно 20-80%), достигались даже в "неиндуцированном" состоянии; ожидается, что 
в индуцированном состоянии, например, когда уровни ALAS1 остро или хронически повышены (напри-
мер, у пациента, имеющего порфирию или с риском развития порфирии, например, острой печеночной 
порфирии, например, AIP), более низкие уровни сайленсинга, например, снижение уровней mRNA 
ALAS1 до нормальных уровней или уровней до приступа, могут быть достаточными для достижения 
терапевтической эффективности. 

Подавление уровней циркулирующей внеклеточной mRNA ALAS1 

На фиг. 50 показаны уровни циркулирующей внеклеточной mRNA ALAS1 (средние величины и 
стандартные отклонения) в каждой временной точке в течение исследования, когда получали образцы 
сыворотки. Результаты по циркулирующей внеклеточной mRNA ALAS1 показывают эффективность 
сайленсинга mRNA после обработки несколькими дозами каждой из изученных siRNA (AD60519, AD-
61193, AD-60819 и AD-58632). Во всех группах наибольший эффект подавления на циркулирующую 
mRNA ALAS1 наблюдали на 27 день, после конечной дозы siRNA на 25 день. Во всех группах обработки 
в течение нескольких недель после прекращения обработки уровни mRNA ALAS1 постепенно повыша-
лись и возвращались к исходному уровню при конечном измерении на 60 день. 

Наиболее выраженное подавление циркулирующей mRNA ALAS1 (максимальный сайленсинг око-
ло 80%) наблюдали в группе 3 (2,5 мг/кг AD-60519, раз в день, 5 дней, два раза в неделю, 3 недели) и 
группе 5 (5 мг/кг AD-60519, раз в день, 5 дней, раз в неделю, 3 недели). Группа 2 (1,25 мг/кг AD-60519, 
раз в день, 5 дней, два раза в неделю, 3 недели), группа 4 (2,5 мг/кг AD-60519, раз в день, 5 дней, раз в 
неделю, 3 недели), группа 7 (2,5 мг/кг AD-60819, раз в день, 5 дней, два раза в неделю, 3 недели) и груп-
па 6 (2,5 мг/кг AD-61193, раз в день, 5 дней, раз в неделю, 3 недели) также характеризовались отличным 
подавлением, при максимальном сайленсинге (27 день) более чем 50%. В группе 1 также был достигнут 
заметный сайленсинг (более чем 30% на 27 день). 

Эти результаты согласуются с результатами по mRNA ALAS1 в печени и подтверждают высокую 
активность AD-60519. При уровнях доз до 1,25 мг/кг AD-60519 обеспечивал 65-75% сайленсинг. 

Корреляция между уровнями циркулирующей mRNA ALAS1 и печени 

На фиг. 27 показаны уровни mRNA ALAS1 в печени (левые столбцы) и в сыворотке (правые столб-
цы). Имеется высокая корреляция между относительными уровнями mRNA ALAS1, измеренными в пе-
чени и в сыворотке, указывая на то, что эти измерения представляют надежные результаты. 
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Пример 35. Исследование введения разовой дозы AD-60519 и AD-60589 крысам при помощи анали-
за cERD мочи для отслеживания длительности подавления mRNA ALAS1 

Исследование введения разовой дозы проводили у крыс с использованием конъюгатов GalNAc с 
siRNA ALAS1 AD-60489 и AD-60519. Эффективность этих конъюгатов GalNAc в ингибировании экс-
прессии mRNA ALAS1 отслеживали на основании оценок мочи при помощи анализа определения цир-
кулирующей внеклеточной РНК. Анализ был подобным анализу, используемому в примерах 21 и 34, за 
исключением того, что использовали образцы мочи. Образцы мочи лиофилизировали для ее концентри-
рования. Лиофилизированную мочу ресуспендировали в 4 мл dH2O и перемешивали на вортексе. Затем 
образец центрифугировали при 4000xg в течение 10-20 мин для осаждения любых клеточных остатков. 
Оставшиеся стадии были подобны таковым, описанным в примере 21. 

Группам крыс вводили разовую дозу 10 мг/кг AD-60489 или AD-60519. Нормализованные уровни 
mRNA ALAS1 в различные временные точки в течение исследования показаны на фиг. 51. Временная 
точка, указанная как "0 часов" представлена для исходного, до введения дозы, образца мочи, отобранно-
го непосредственно перед введением mRNA ALAS1. Результаты для следующих временных точке выра-
жены в виде доли от уровня до введения дозы. 

Как можно увидеть исходя из результатов, показанных на фиг. 51, AD-60519 представлял повы-
шенную эффективность по сравнению с AD-60489. При этой максимальной величине разовая доза AD-
60519 обеспечивала подавление до приблизительно 80%, при этом подавление, предоставленное AD-
60489, составляло приблизительно 60%. Эффект разовой дозы 10 мг/кг этих siRNA ALAS1 в подавлении 
mRNA ALAS1 длился приблизительно 21 день. Эти результаты показывают валидность анализа cERD 
мочи для отслеживания уровней mRNA ALAS1. 

Пример 36. Фармакологические эффекты AD-60519 у отличных от человека приматов 
Дополнительное исследование эффектов конъюгата GalNAc AD-60519 с siRNA ALAS1 проводили у 

отличных от человека приматов. В исследовании изучали эффект введения доз раз в неделю по сравне-
нию с ведением доз два раза в неделю, использования нагрузочной дозы по сравнению с использованием 
не нагрузочной дозы, а также кинетику сайленсинга mRNA ALAS1 после разовой дозы. Схема исследо-
вания показана в табл. 42 и на фиг. 52. 

Таблица 42. Схема фармакологического исследования для исследования с применением AD-60519 

 

 
Каждая группа получала одну или несколько подкожных доз AD-60519, как представлено в табл.42. 

Группа 1 (n=3) получала 2,5 мг/кг в объеме дозы 0,125 мл/кг раз в неделю в течение 8 недель (дозы вво-
дили на 1, 8, 15, 22, 29, 36, 43 и 50 дни). Группа 2 (n=3) получала 5 мг/кг в объеме дозы 0,25 мг/мл раз в 
неделю в течение 8 недель (дозы вводили на 1, 8, 15, 22, 29, 36, 43 и 50 дни). Группа 3 (n=3) получала 
нагрузочную дозу 5 мг/кг в объеме дозы 0,25 мл/кг раз в день в течение трех дней с последующим под-
держанием дозы 5 мг/кг в объеме дозы 0,25 мл/кг раз в неделю в течение 7 недель (дозы вводили на 1, 2, 
3, 8, 15, 22, 29, 36, 43 и 50 дни). Группа 4 (n=3) получала нагрузочную дозу 5 мг/кг в объеме дозы 0,25 
мл/кг раз в день в течение трех дней с последующим поддержанием дозы 2,5 мг/кг в объеме дозы 0,125 
мл/кг раз в неделю в течение 7 недель (дозы вводили на 1, 2, 3, 8, 15, 22, 29, 36, 43 и 50 дни). Группа 5 
(n=3) получала 5 мг/кг в объеме дозы 0,25 мг/мл два раза в неделю в течение 8 недель (дозы вводили на 
1, 4, 8, 11, 15, 18, 22, 25, 29, 32, 36, 39, 43, 46, 50 и 53 дни). Группа 6 (n=3) получала разовую дозу 1 мг/кг 
в объеме дозы 0,05 мл/кг на 1 день. Группа 7 (n=3) получала разовую дозу 10 мг/кг в объеме дозы 0,5 
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мл/кг на 1 день. 
Образцы сыворотки (приведенные в виде "PD заборов" на фиг. 52), образцы плазмы (приведенные в 

виде "PK заборов" на фиг. 52) и образцы мочи собирали, как указано на фиг. 52 и в табл. 43. Образцы 
мочи и сыворотки подлежали анализу cERD. Все образцы крови и мочи, собранные в день биопсии пече-
ни, собирали до биопсии печени. 

Таблица 43. График забора образцов 

 
Результаты по mRNA ALAS1 в печени показаны на фиг. 53. Значимого подавления mRNA ALAS1 

достигали во всех условиях введения. До 75-80% сайленсинга ALAS1 достигали при схемах введения 
нескольких доз с использованием AD-60519. Через три дня после разовой дозы достигали сайленсинг 
приблизительно 15% при использовании разовой дозы 1 мг/кг и достигали сайленсинг приблизительно 
70% при использовании разовой дозы 10 мг/кг (см. фиг. 53). Сравнение данных из групп 1 и 7 показывает 
небольшую разницу в кинетике после разовой дозы (в группе 7) по сравнению с введением нескольких 
доз (группа 1) при одинаковом суммарном количестве (введено 30 мг), как оценено через 3 дня после 
введения дозы в группе 7 и через два дня после четвертой дозы в группе 1. В частности, более сильный 
сайленсинг наблюдали после разовой дозы (сайленсинг приблизительно 70% в среднем в группе 7 по 
сравнению с сайленсингом приблизительно 45% в среднем в группе 1). См. фиг. 54. Такой же результат 
также наблюдали в исследованиях на крысах. 

Результаты по mRNA ALAS1 в сыворотке до 22 дня показаны на фиг. 54 (вверху). Корреляция меж-
ду mRNA ALAS1 в печени, mRNA ALAS1 в сыворотке и mRNA ALAS1 в плазме показаны на фиг. 55. 
Данные результаты показывают высокую корреляцию между уровнями mRNA ALAS1 в печени, сыво-
ротке и моче. Результаты также представляют дополнительное доказательство, показывающее высокую 
активность AD-60519. Сайленсинг на 55-75% наблюдали при всех уровнях дозы во всех схемах введения 
нескольких доз. Введение нагрузочных доз (раз в день в течение 3 дней, как в группах 3 и 4) приводило к 
несколько более быстрому снижению mRNA ALAS1. Группы, которые получали дозы раз в неделю 
(группы 1 и 2) или два раза в неделю (группа 5) в итоге характеризовались сопоставимыми уровнями 
подавления mRNA ALAS1, указывая на то, что накопление в течение времени обеспечивает длительный 
нокдаун. 

Результаты, показывающие кинетику сайленсинга mRNA ALAS1 после разовой дозы, представлены 
на фиг. 54 (внизу). В группе введения 1 мг/кг подавление mRNA ALAS1 приблизительно на 20% наблю-
дали на 6 день. В группе введения 10 мг/кг отмечали быстрое, приблизительно 70% подавление mRNA 
ALAS1 на 4 день, при этом восстановление до 20% от исходного уровня наблюдали на 22 день (через 21 
день после введения дозы). Уровни mRNA ALAS1 в сыворотке возвращались к исходному уровню при-
близительно через 2 или 4 недели после введения разовой дозы 1 или 10 мг/кг соответственно. 

Полная динамика mRNA ALAS в сыворотке до 8 недели после введения AD-60519 показана на фиг. 
56. Все группы достигали максимальной величины 80% подавления mRNA ALAS1 через 5-8 недель по-
сле введения дозы ALN-AS1. Группы введения трех суточных доз на 1 неделе (раз в день, 3 дня) характе-
ризовалась более быстрым наступлением подавления mRNA ALAS1, чем таковые с введением одной 
дозы на первой неделе (раз в неделю, 8 недель). Все животные возвращались к исходным уровням 
ALAS1 приблизительно через 30-40 дней после последней дозы. 

Пример 37. Получение лекарственного препарата на основе siRNA 
ALN-60519 (фиг. 57) представляет собой химически синтезированный двунитевой олигонуклеотид, 
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связанный ковалентными связями с лигандом, содержащим три остатка N-ацетилгалактозамина 
(GalNAc). Все нуклеотиды являются 2'-OMe- или 2'-F-модифицированными и соединены посредством 3'-
5'-фосфодиэфирных связей, образуя, таким образом, сахаро-фосфатный скелет олигонуклеотида. Смы-
словая нить и антисмысловая нить содержат 21 и 23 нуклеотида соответственно. 3'-конец смысловой ни-
ти конъюгирован с фрагментом GalNAc с тремя разветвлениями (называемым в данном документе L96) 
посредством фосфодиэфирной связи. Антисмысловая нить содержит четыре фосфоротиоатных связи - 
две на 3'-конце и две на 5'-конце. Смысловая нить содержит две фосфоротиоатных связи на 5'-конце. 21 
нуклеотид смысловой нити гибридизируется с комплементарным 21 нуклеотидом антисмысловой нити, 
образуя, таким образом, 21 пару нуклеотидных оснований и выступающий конец из двух оснований на 
3'-конце антисмысловой нити. Две одиночные нити, смысловую нить и антисмысловую нить, синтезиро-
вали при помощи стандартного твердо-фазного синтеза олигонуклеотидов, используя стандартную хи-
мическую структуру фосфорамидита с 5'-гидроксильной группой, защищенной в виде диметокситрифе-
нилметилового (DMT) эфира. Каждую нить собирали от 3'- к 5'-концу последовательным добавлением 
защищенных нуклеозидных фосфорамидитов. 

AD-60519, также обозначаемый в данном документе ALN-60519, помещали в состав в виде раство-
ра для инъекции для подкожного применения, обозначаемый в данном документе ALN-AS1. ALN-60519 
растворяли в воде для инъекции (WFI) и корректировали рН (целевой 7,0). Определяли концентрацию 
ALN-60519 и корректировали ее добавлением WFI. Раствор с конечной концентрацией приблизительно 
200 мг/мл затем стерилизовали посредством фильтрации и наполняли в 2 мл стеклянные ампулы типа I. 
Выбирали объем наполнения примерно 0,55 мл для обеспечения полного изъятия 0,5 мл лекарственного 
препарата. 

Пример 38. Измерение уровней mRNA ALAS1 в сыворотке или моче пациентов с AIP или здоровых 
добровольцев при помощи способа cERD 

Исследования фармакологии на отличных от человека приматах с использованием ALN-AS1 указы-
вало на то, что способ определения циркулирующей внеклеточной РНК (cERD) для измерения mRNA 
ALAS1 в сыворотке или моче был надежным и воспроизводимым. Анализ cERD также использовали для 
измерения уровней mRNA ALAS1 в сыворотке и моче от пациентов с AIP и здоровых добровольцев. 
Уровни mRNA ALAS1, как правило, были повышенными у пациентов с AIP относительно здоровых доб-
ровольцев, что согласуется с ролью индукции ALAS1, которую она играет в патофизиологии заболева-
ния (фиг. 58). Важно, что уровни ALAS1 в сыворотке и моче у одного и того же пациента коррелировали 
друг с другом. У двух пациентов, которые имели повторные заборы мочи и сыворотки, уровень mRNA 
ALAS1 был стабильным в течение времени. Образно говоря, эти данные указывают на то, что mRNA 
ALAS1 можно измерять в образцах сыворотки и мочи от субъектов, в том числе пациентов с AIP, a спо-
соб cERD является применимым для отслеживания фармакодинамической активности ALN-AS1. 

Пример 39. Иллюстративные клинические исследования 
Можно провести исследование на человеке для определения безопасности и переносимости ALN-

AS1 при введении в виде разовой дозы и нескольких доз пациентам с AIP, которые являются бессим-
птомными выраженными экскреторам (ASHE) (пациентам, которые имеют повышенные уровни ALA 
и/или PBG, как описано в данном документе) или пациентам с AIP, которые имеют рецидивирующие 
приступы. 

Вторичные цели включают характеристику PK в плазме и моче для ALN-AS1, а также оценку влия-
ния ALN-AS1 после введения дозы на уровни ALA и PBG как в плазме, так и в моче. Анализ cERD, при 
помощи которого измеряют mRNA в экзосомах, использовали для измерения 5-аминолевулинатсинтазы 
(mRNA ALAS-1) в сыворотке (или плазме) и моче. 

Бессимптомным выраженным экскреторам ALN-AS1 вводят в разовых дозах, например, по 0,1, 0,35 
1,0 или 2,5 мг/кг, или повторных дозах раз в неделю, например, по 1 и 2,5 мг/кг, в течение нескольких 
недель (например, в течение 4 недель). В качестве сравнения вводят контрольный лекарственный препа-
рат (например, плацебо). Оценивают безопасность, фармакокинетику и эффекты лекарственного средст-
ва на уровни ALA и PBG. Дозу ALN-AS1, которая снижает ALA и PBG до нормального референтного 
диапазона (например, дозу, которая нормализует уровни ALA и/или PBG до уровней ниже 2 верхних ре-
ферентных величин) можно выбрать для последующих исследований, например, у пациентов с AIP. 

У пациентов с AIP частоту приступов и исходные симптомы оценивают во время вводного периода 
без введения доз (например, в 12 недель). Пациентам вводили ALN-AS1, например, в дозе 1-2,5 мг/кг раз 
в неделю. Оценивали безопасность, фармакокинетику и эффекты лекарственного средства на уровни 
ALA и PBG. Кроме того, отслеживали изменения числа приступов, применения гема, применения обез-
боливающего средства и госпитализации. 

Эквиваленты 

Специалисты в данной области распознают или будут способны определить, используя лишь стан-
дартный экспериментальный подход, многие эквиваленты к конкретным вариантам осуществления на-
стоящего изобретения, описанным в данном документе. Предполагается, что такие эквиваленты охваче-
ны следующей формулой изобретения. 
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ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Двунитевая рибонуклеиновая кислота (dsRNA) для ингибирования экспрессии синтазы 5'-
аминолевулиновой кислоты печени 1 (ALAS1), где упомянутая dsRNA содержит смысловую нить и ан-
тисмысловую нить, которая включает участок комплементарности РНК-транскрипту ALAS1 (например, 
SEQ ID NO:1) и содержит по меньшей мере 20 смежных нуклеотидов последовательности UAAGAU-
GAGACACUCUUUCUGGU (SEQ ID NO: 4153) или UAAGAUGAGACACUCTUUCUGGU (SEQ ID NO: 
4154). 

2. Двунитевая рибонуклеиновая кислота (dsRNA) для ингибирования экспрессии ALAS1, где упо-
мянутая dsRNA содержит смысловую нить и антисмысловую нить, которая включает участок компле-
ментарности РНК-транскрипту ALAS1 (например, SEQ ID NO:1) и содержит по меньшей мере 20 смеж-
ных нуклеотидов из (i) антисмысловой последовательности, приведенной в любой из табл. 21-40, или (ii) 
немодифицированного варианта антисмысловой последовательности, приведенной в любой из табл. 21-
40 (SEQ ID NO: 4172-5237). 

3. DsRNA по п.2, где упомянутая dsRNA содержит по меньшей мере один модифицированный нук-
леотид. 

4. DsRNA по любому из предыдущих пунктов, где дуплексный участок составляет 17-23 пары нук-
леотидов в длину. 

5. DsRNA по любому из предыдущих пунктов, где по меньшей мере одна нить содержит 3'-
выступающий конец по меньшей мере из 2 нуклеотидов. 

6. DsRNA по любому из предыдущих пунктов, где каждая нить составляет не более 26 нуклеотидов 
в длину. 

7. DsRNA по п.3, где по меньшей мере один модифицированный нуклеотид выбран из 2'-O-метила, 
2'-фтор-модифицированного нуклеотида и необязательно одной или нескольких 5'-фосфотиоатных групп 
или любой их комбинации. 

8. DsRNA по любому из предыдущих пунктов, дополнительно содержащая лиганд, при этом лиганд 
конъюгирован либо с 3'-концом, либо с 5'-концом смысловой нити dsRNA. 

9. DsRNA по п.8, где лиганд содержит углевод, при этом лиганд необязательно представляет собой 
лиганд GalNAc. 

10. DsRNA по п.9, где лиганд представляет собой 

 
11. DsRNA по любому из пп.8-10, где лиганд присоединен с помощью двухвалентного или трехва-

лентного разветвленного линкера. 
12. DsRNA по п.11, где лиганд и линкер показаны в формуле XXIV 

 
13. DsRNA по п.8, где dsRNA конъюгирована с лигандом L96 с помощью линкера, как показано 

ниже 

 
14. DsRNA по любому из пп.8-13, где лиганд нацеливает dsRNA в гепатоциты. 
15. DsRNA по любому из предыдущих пунктов, где dsRNA содержит смысловую нить, состоящую 

из последовательности, выбранной из последовательностей, приведенных в табл. 21-40, и антисмысловой 
нити, состоящей из последовательности, выбранной из последовательностей, приведенных в табл. 21-40. 
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16. DsRNA по любому из предыдущих пунктов, где dsRNA характеризуется значением IC50, состав-
ляющим менее 1 нМ, менее 0,05 нМ, менее 0,02 нМ или менее 0,01 нМ. 

17. DsRNA по любому из предыдущих пунктов, где dsRNA характеризуется разовой дозой ED50, 
составляющей менее приблизительно 10 мг/кг или менее приблизительно 5 мг/кг. 

18. DsRNA по любому из предыдущих пунктов, где смысловая нить содержит последовательность 
CAGAAAGAGUGUCUCAUCUUA (SEQ ID NO: 4155) или состоит из нее. 

19. DsRNA no п.l или 2, где: 
(i) антисмысловая нить содержит антисмысловую последовательность AD-60519, где антисмысло-

вая последовательность содержит все модифицированные нуклеотиды из AD-60519; 
(ii) антисмысловая нить состоит из антисмысловой последовательности AD-60519, где антисмысло-

вая последовательность содержит все модифицированные нуклеотиды из AD-60519; 
(iii) смысловая нить содержит смысловую последовательность AD-60519, где смысловая последова-

тельность содержит все модифицированные нуклеотиды из AD-60519; 
(iv) смысловая нить состоит из смысловой последовательности AD-60519, где смысловая последо-

вательность содержит все модифицированные нуклеотиды из AD-60519; 
(v) смысловая нить содержит смысловую последовательность AD-60519, а антисмысловая нить со-

держит антисмысловую последовательность AD-60519, где смысловая и антисмысловая последователь-
ности содержат все модифицированные нуклеотиды из AD-60519, или 

(vi) смысловая нить состоит из смысловой последовательности AD-60519, а антисмысловая нить 
состоит из антисмысловой последовательности AD-60519, где смысловая и антисмысловая последова-
тельности содержат все модифицированные нуклеотиды из AD-60519. 

20. DsRNA по п.1 или 2, где: 
(i) антисмысловая нить содержит антисмысловую последовательность AD-60489 и/или смысловая 

нить содержит смысловую последовательность AD-60489, где антисмысловая и/или смысловая последо-
вательность содержит все модифицированные нуклеотиды из AD-60489, или 

(ii) антисмысловая нить состоит из антисмысловой последовательности AD-60489 и/или смысловая 
нить состоит из смысловой последовательности AD-60489, где антисмысловая и/или смысловая последо-
вательность содержит все модифицированные нуклеотиды из AD-60489. 

21. DsRNA по п.1 или 2, где: 
(i) антисмысловая нить содержит антисмысловую последовательность AD-61193 и/или смысловая 

нить содержит смысловую последовательность AD-61193, где антисмысловая и/или смысловая последо-
вательность содержит все модифицированные нуклеотиды из AD-61193, или 

(ii) антисмысловая нить состоит из антисмысловой последовательности AD-61193 и/или смысловая 
нить состоит из смысловой последовательности AD-61193, где антисмысловая и/или смысловая последо-
вательность содержит все модифицированные нуклеотиды из AD-61193. 

22. DsRNA по п.2, где: 
(i) антисмысловая нить содержит антисмысловую последовательность AD-60819 и/или смысловая 

нить содержит смысловую последовательность AD-60819, где антисмысловая и/или смысловая последо-
вательность содержит все модифицированные нуклеотиды из AD-60819, или 

(ii) антисмысловая нить состоит из антисмысловой последовательности AD-60819 и/или смысловая 
нить состоит из смысловой последовательности AD-60819, где антисмысловая и/или смысловая последо-
вательность содержит все модифицированные нуклеотиды из AD-60819. 

23. Двунитевая рибонуклеиновая кислота (dsRNA) для ингибирования экспрессии ALAS1, где упо-
мянутая dsRNA содержит смысловую нить и антисмысловую нить, причем антисмысловая нить включа-
ет участок комплементарности РНК-транскрипту ALAS1, причем указанная dsRNA находится в форме 
конъюгата, имеющего следующую структуру: 

 
или его фармацевтически приемлемой соли, 
где Af, Cf, Gf, Uf = 2'F рибонуклеозиды;  
Am, Cm, Gm, Um = 2'- OMe рибонуклеозиды;  

= фосфоротиоат; 

= фосфодиэфир и 
где 
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24. Клетка, содержащая dsRNA по любому из пп.1-23. 
25. Фармацевтическая композиция для ингибирования экспрессии гена ALAS1, при этом компози-

ция содержит dsRNA по любому из пп.1-23. 
26. Фармацевтическая композиция по п.25, где dsRNA вводится в безбуферном солевом или водном 

растворе. 
27. Фармацевтическая композиция по п.25 или 26, где упомянутая композиция является пригодной 

для подкожного введения. 
28. Способ ингибирования экспрессии ALAS1 в клетке, при этом способ включает: 
(a) введение в клетку dsRNA по любому из пп.1-22 и 
(b) поддержание клетки, полученной на стадии (а), в течение времени, достаточного для обеспече-

ния разрушения mRNA-транскрипта гена ALAS1, с ингибированием тем самым экспрессии гена ALAS1 
в клетке, 

при этом экспрессия ALAS1 необязательно ингибируется по меньшей мере на 20% или по меньшей 
мере на 30%. 

29. Способ снижения уровня порфирина или предшественника порфирина (например, ALA или 
PBG) в клетке (например, гепатоците), включающий приведение клетки в контакт с dsRNA по любому из 
пп.1-22 в количестве, эффективном для снижения уровня порфирина или предшественника порфирина в 
клетке. 

30. Способ лечения порфирии, при этом способ включает введение субъекту, нуждающемуся в та-
ком лечении, терапевтически эффективного количества: 

(i) dsRNA по любому из пп.1-22 или 
(ii) композиции по любому из пп.25-27, 
с осуществлением тем самым лечения порфирии. 
31. Способ по п.30, где субъектом является субъект с риском развития порфирии или с диагности-

рованной порфирией. 
32. Способ по п.30 или 31, где порфирия представляет собой острую перемежающуюся порфирию 

или порфирию, обусловленную недостаточностью ALA-дегидратазы. 
33. Способ по любому из пп.30-32, где:  
(i) dsRNA или композицию, содержащую dsRNA, вводят после острого приступа порфирии,  
(ii) dsRNA или композицию, содержащую dsRNA, вводят во время острого приступа порфирии или  
(iii) dsRNA или композицию, содержащую dsRNA, вводят профилактически для предупреждения 

острого приступа порфирии. 
34. Способ по любому из пп.30-33, где dsRNA вводят в дозе 0,05-50 мг/кг веса тела субъекта, на-

пример в дозе 0,01-5 мг/кг веса тела субъекта. 
35. Способ по любому из пп.30-34, где с помощью способа: 
(i) снижают уровень порфирина или предшественника порфирина (например, 5-аминолевулиновой 

кислоты (ALA) или порфобилиногена (PBG)) у субъекта, при этом необязательно уровень снижают по 
меньшей мере на 30%, и/или 

(ii) ингибируют экспрессию ALAS1 у субъекта. 
36. Способ по любому из пп.30-35, где с помощью упомянутого способа:  
(i) облегчают симптом, ассоциированный с нарушением, связанным с ALAS1 (например, порфири-

ей),  
(ii) снижают частоту острых приступов симптомов, ассоциированных с порфирией, у субъекта 

и/или 
(iii) снижают вероятность возникновения острых приступов симптомов, ассоциированных с порфи-

рией, у субъекта в случае, когда субъект подвержен воздействию провоцирующего фактора, например 
предменструальной фазы. 

37. Способ по любому из пп.30-36, где dsRNA или композицию, содержащую dsRNA, вводят со-
гласно схеме дозирования, например еженедельно, один раз в две недели или ежемесячно. 

38. Способ по любому из пп.30-37, где dsRNA вводят до острого приступа порфирии, например во 
время продрома. 

39. Способ по любому из пп.30-38, где субъект имеет повышенный уровень (например, уровень в 
плазме или моче) ALA и/или PBG и при этом необязательно субъект испытывает хроническую боль. 

40. Способ по любому из пп.30-39, где с помощью способа снижают повышенный уровень ALA 
и/или PBG. 

41. Способ по любому из пп.30-40, где с помощью способа снижают или предупреждают боль, ней-
ропатию и/или повреждение нервов. 
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42. Способ по любому из пп.30-41, где с помощью способа предупреждают острые приступы пор-
фирии. 

43. Способ по любому из пп.30-42, где dsRNA или композицию, содержащую dsRNA, вводят сис-
тематически. 

44. Способ лечения субъекта с повышенным уровнем ALA и/или PBG, при этом способ включает 
введение субъекту, нуждающемуся в таком лечении, терапевтически эффективного количества: 

(i) dsRNA по любому из пп.1-22 или  
(ii) композиции по любому из пп.26-28, 
при этом необязательно способ является эффективным для снижения уровня ALA и/или PBG. 
45. Способ лечения субъекта с повышенным уровнем ALA и/или PBG, при этом способ включает 

введение dsRNA по любому из пп.1-23 по 1, 2,5 или 5 мг/кг один раз в неделю в течение по меньшей ме-
ре десяти недель со снижением тем самым уровня ALA и/или PBG у упомянутого субъекта. 

46. Способ лечения пациента-человека с AIP, который испытывал несколько рецидивирующих при-
ступов, при этом способ включает введение dsRNA по любому из пп.1-22 в дозе 2,5 мг/кг в течение по 
меньшей мере 6 месяцев с осуществлением тем самым лечения упомянутого пациента, при этом необяза-
тельно с помощью упомянутого способа:  

(i) снижают частоту приступов,  
(ii) сокращают применение гематина, 
(iii) снижают риск госпитализации и/или  
(iv) повышают качество жизни. 
47. Способ анализа уровня циркулирующей внеклеточной mRNA ALAS1 у субъекта, при этом упо-

мянутый способ включает выявление (например, измерение) уровня mRNA ALAS1 в образце биологиче-
ской жидкости (например, образце крови, образце плазмы, образце сыворотки или образце мочи) от 
субъекта, при этом упомянутый образец биологической жидкости содержит mRNA ALAS1, с осуществ-
лением тем самым анализа уровня циркулирующей внеклеточной mRNA ALAS1 у субъекта. 

48. Способ анализа уровня циркулирующей внеклеточной mRNA ALAS1 у субъекта, при этом упо-
мянутый способ включает: 

(i) получение РНК (например, внеклеточной РНК) из образца биологической жидкости (например, 
образца крови, образца плазмы, образца сыворотки или образца мочи) от субъекта, при этом упомянутый 
образец биологической жидкости содержит mRNA ALAS1; 

(ii) получение cDNA ALAS1 с mRNA ALAS1; 
(iii) приведение в контакт cDNA ALAS1 с нуклеиновой кислотой, комплементарной (например, 

зондом и/или праймером) cDNA ALAS1 или ее части, с получением тем самым реакционной смеси, и 
(iv) выявление (например, измерение) уровня cDNA ALAS1 в реакционной смеси, где уровень 

cDNA ALAS1 указывает на уровень mRNA ALAS1, 
с осуществлением тем самым анализа уровня циркулирующей внеклеточной mRNA ALAS1 у субъ-

екта. 
49. Способ по п.48, причем: 
(a) способ включает PCR, qPCR или 5'-RACE, 
(b) нуклеиновая кислота представляет собой зонд или праймер и/или 
(c) нуклеиновая кислота содержит выявляемый фрагмент, а уровень mRNA ALAS1 определяют по-

средством выявления количества выявляемого фрагмента. 
50. Способ по п.49, где эффективность лечения порфирии оценивают на основании сравнения уров-

ня циркулирующей внеклеточной mRNA ALAS1 у субъекта с нормальным значением. 
51. Способ по п.49, где снижение уровня циркулирующей внеклеточной mRNA ALAS1 у субъекта в 

ответ на лечение порфирии относительно нормального значения указывает на то, что лечение порфирии 
является эффективным. 

52. Способ по любому из пп.49-51, дополнительно включающий получение образца биологической 
жидкости от субъекта. 

53. Способ по п.52, в котором образец биологической жидкости является отделенным от ткани и 
при этом образец биологической жидкости содержит экзосомы. 

54. Композиция, содержащая dsRNA по п.19 и воду для инъекции. 
55. Композиция по п.54, содержащая приблизительно 200 мг/мл dsRNA по п.20. 
56. Композиция по п.54 или 55, где композиция характеризуется значением рН 6,0-7,5. 
57. Композиция по любому из пп.54-56, где композиция составлена для подкожной инъекции. 
58. Способ лечения субъекта с порфирией (например, AIP) или повышенным уровнем ALA и/или 

PBG, при этом способ включает подкожное введение субъекту композиции по любому из пп.53-56. 
59. Способ по п.58, где композицию вводят в дозе 0-5 мг/кг, например в дозе 2,5 мг/кг или менее 

или в дозе 1-2,5 мг/кг. 
60. Способ по п.59, где композицию вводят еженедельно. 
61. DsRNA по п.1 или 2 или фармацевтическая композиция по п.25 для применения в лечении пор-

фирии у пациента, причем порфирия необязательно представляет собой печеночную порфирию или ост-
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рую перемежающуюся порфирию (AIP), причем порфирия необязательно представляет собой острую 
печеночную порфирию. 
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