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Область техники, к которой относится изобретение 

Это изобретение относится к двухцепочечной рибонуклеиновой кислоте (дцРНК), поражающей ген 

транстиретина (TTR), и к способам применения этой дцРНК для ингибирования экспрессии TTR. 

Перекрестная ссылка на родственные заявки 

Эта заявка заявляет приоритет Предварительной заявки США с порядковым номером 61/106956, 

поданной 20 октября 2008 года; Предварительной заявки США с порядковым номером 61/156670, подан-

ной 2 марта 2009 года; Предварительной заявки США с порядковым номером 61/185545, поданной  

9 июня 2009 года; Предварительной заявки США с порядковым номером 61/242783, поданной 15 сентяб-

ря 2009 года; и Предварительной заявки США с порядковым номером 61/244,794, поданной 22 сентября 

2009 года, все из которых включены здесь посредством ссылки в их полном виде, для всех целей. 

Ссылка на список последовательностей 

Эта заявка включает в себя Список последовательностей, представленный в конце описания.. 

Уровень техники 

Транстиретин (TTR) является секретируемым связывающим тиреоидный гормон белком. TTR свя-

зывает и транспортирует ретинолсвязывающий белок (RBP)/Витамин А и сывороточный тироксин (Т4) в 

плазме и цереброспинальной жидкости. 

Как TTR с нормальной последовательностью, так и TTR с вариантной последовательностью вызы-

вают амилоидоз. TTR с нормальной последовательностью вызывает амилоидоз сердца у людей, которые 

являются пожилыми, и амилоидоз этого типа называют сенильным системным амилоидозом (SSA) (так-

же называемым сенильным сердечным амилоидозом (SCA)). SSA часто сопровождается микроскопиче-

скими отложениями во многих других органах. Мутации TTR ускоряют процесс образования TTR-

амилоида и являются наиболее важным фактором риска для развития клинически значимого TTR-

амилоидоза (также называемого ATTR (амилоидозом транстиретинового типа)). Известно, что более 85 

амилоидогенных вариантов TTR вызывают системный наследственный амилоидоз. Главным местом экс-

прессии TTR является печень. Другие существенные места экспрессии включают в себя сосудистое 

сплетение, сетчатку и поджелудочную железу. 

TTR-амилоидоз проявляется в различных формах. При более сильном поражении периферической 

нервной системы это заболевание называют наследственной амилоидной невропатией (FAP). 

Когда первично вовлечено сердце, но не нервная система, это заболевание называют наследствен-

ной амилоидной кардиомиопатией (FAC). Третий основной тип TTR-амилоидоза называют лептоменин-

геальным амилоидозом/амилоидозом ЦНС (центральной нервной системы). 

Было показано, что двухцепочечные молекулы РНК (дцРНК) блокируют экспрессию генов в высо-

ко консервативном механизме, известном как интерференция РНК (RNAi). WO 99/32619 (Fire et al) опи-

сал применение дцРНК, состоящей по меньшей мере из 25 нуклеотидов, для ингибирования экспрессии 

генов в С. elegans. Было также показано, что дцРНК деградирует РНК-мишень в других организмах (см., 

например, WO 99/53050, Waterhouse et al.; и WO 99/61631, Heifetz et al.), Drosophila (см., например, Yang, 

D., et al., Curr. Biol. (2000) 10:1191-1200) и млекопитающих (см., например, WO 00/44895, Limmer; и DE 

101 00 586.5, Kreutzer et al). 

U.S. 20070207974 описывает функциональные и гиперфункциональные siRNA. U.S. 20090082300 

описывает антисмысловые молекулы, направленные против TTR. U.S. Pat. No. 7250496 описывает мик-

роРНК, направленные против TTR. 

Сущность изобретения 

В одном варианте осуществления, это изобретение обеспечивает двухцепочечную рибонуклеино-

вую кислоту (дцРНК) для ингибирования экспрессии транстиретина, причем указанная дцРНК содержит 

смысловую цепь и антисмысловую цепь, причем эта антисмысловая цепь содержит участок, комплемен-

тарный части мРНК, кодирующей транстиретин (TTR), где указанный участок комплементарности имеет 

длину менее 30 нуклеотидов, и эта антисмысловая цепь содержит 15 или более смежных нуклеотидов 

SEQ ID NO:170, SEQ ID NO:450, SEQ ID NO:730 или SEQ ID NO:1010. В родственном варианте осуще-

ствления, эта смысловая цепь содержит 15 или более смежных нуклеотидов SEQ ID NO:169, SEQ ID 

NO:449, SEQ ID NO:729 или SEQ ID NO:1009. Еще в одном варианте осуществления, эта смысловая цепь 

состоит из SEQ ID NO:449, а антисмысловая цепь состоит из SEQ ID NO:450. В другом родственном ва-

рианте осуществления, эта смысловая цепь состоит из SEQ ID NO:729, а эта антисмысловая цепь состоит 

из SEQ ID NO:730. Еще в одном родственном варианте осуществления, смысловая цепь состоит из SEQ 

ID NO:1009, а антисмысловая цепь состоит из SEQ ID NO:1010. В другом родственном варианте осуще-

ствления, эта дцРНК содержит смысловую цепь, выбранную из таблиц 3А, 3В, 4, 6А, 6В, 7 и 16, и анти-

смысловую цепь, выбранную из таблиц 3А, 3В, 4, 6А, 6В, 7 и 16. 

В некоторых вариантах осуществления, участок комплементарности между антисмысловой цепью 

этой дцРНК и мРНК, кодирующей транстиретин, имеет длину 19 нуклеотидов. В другом варианте осу-

ществления, этот участок комплементарности состоит из SEQ ID NO:169. В других вариантах осуществ-

ления, каждая цепь дцРНК имеет длину 19, 20, 21, 22, 23 или 24 нуклеотидов. Еще в одном варианте 

осуществления, каждая цепь имеет длину 21 нуклеотид. 

В некоторых вариантах осуществления, дцРНК для ингибирования экспрессии транстиретина не 
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расщепляет мРНК TTR между нуклеотидом аденином в положении 637 SEQ ID NO:1331 и нуклеотидом 

гуанином в положении 638 of SEQ ID NO:1331. В других вариантах осуществления, эта дцРНК расщеп-

ляет мРНК TTR между нуклеотидом гуанином в положении 636 SEQ ID NO:1331 и нуклеотидом адени-

ном в положении 637 SEQ ID NO:1331. В некоторых вариантах осуществления, эта дцРНК отжигается с 

мРНК TTR между нуклеотидом гуанином в положении 628 SEQ ID NO:1331 и нуклеотидом урацилом в 

положении 646 SEQ ID NO:1331. 

В других родственных вариантах осуществления, это изобретение обеспечивает дцРНК, описанную 

выше, для ингибирования экспрессии транстиретина, причем эта дцРНК содержит по меньшей мере один 

или несколько модифицированных нуклеотидов. В родственных вариантах осуществления, по меньшей 

мере один модифицированный нуклеотид (или нуклеотиды) выбран (выбраны) из группы, состоящей из: 

2'-О-метилмодифицированного нуклеотида, нуклеотида, содержащего 5'-фосфоротиоатную группу, и 

конечного нуклеотида, связанного с холестерил-производным или группой бисдециламида додекановой 

кислоты. В другом родственном варианте осуществления, модифицированный нуклеотид выбран из 

группы, состоящей из: 2'-дезокси-2'-фтор-модифицированного нуклеотида, 2'-дезокси-модифи-

цированного нуклеотида, замкнутого нуклеотида, лишенного азотистого основания нуклеотида, 2'-

аминомодифицированного нуклеотида, 2'-алкил-модифицированного нуклеотида, морфолинонуклеоти-

да, фосфорамидата и содержащего неприродное основание нуклеотида. В некоторых вариантах осущест-

вления, эта дцРНК содержит по меньшей мере один 2'-метилмодифицированный нуклеотид. 

В других вариантах осуществления, вышеописанная дцРНК для ингибирования экспрессии транс-

тиретина конъюгирована с лигандом или приготовлена в липидной готовой форме. В некоторых вариан-

тах осуществления, эта липидная готовая форма может быть готовой LNP-формой, готовой LNPO1-

формой, готовой XTC-SNALP-формой или готовой SNALP-формой. В родственных вариантах осуществ-

ления, готовая XTC-SNALP-форма является следующей: использующей 2,2-дилинолеил-4-

диметиламиноэтил-[1,3]-диоксолан (ХТС) с ХТС/ОРРС/холестерин/PEG-cDMA в соотношении 

57,1/7,1/34,4/1,4 и отношение липид:siRNA приблизительно 7. В других родственных вариантах осуще-

ствления, смысловая цепь этой дцРНК состоит из SEQ ID NO:1009 и антисмысловая цепь состоит из SEQ 

ID NO:1010, и эта дцРНК приготовлена в готовой форме ХТС-SNALP следующим образом: с использо-

ванием 2,2-дилинолеил-4-диметиламиноэтил-[1,3]-диоксолана (ХТС) с ХТС/ВРРС/холестерин/PEG-

cDMA в соотношении 57,1/7,1/34,4/1,4 и отношения липид:siRNA. приблизительно 7. Альтернативно, 

дцРНК, такая как дцРНК, описанные выше, может быть приготовлена в готовой LNP09-форме следую-

щим образом: с использованием XTC/DSPC/Chol/PEG2000-C14 в соотношении 50/10/38,5/1,5 мол.% и от-

ношения липид:siRNA. приблизительно 11:1. В другой вариации, эту дцРНК готовят в готовой LNP11-

форме следующим образом: с использованием MC3/DSPC/Chol/PEG2000-C14 в соотношении 

50/10/38,5/1,5 мол.% и соотношения липид:siRNA. приблизительно 11:1. В другом варианте осуществле-

ния, эта дцРНК приготовлена в готовой LNP09-форме или LNP11-форме и уменьшает уровни мРНК TTR 

приблизительно на 85-90% при дозе 0,3 мг/кг относительно группы ЗФР-контроля. Еще в одном варианте 

осуществления, эта дцРНК приготовлена в готовой LNP09-форме или готовой LNP11-форме и уменьша-

ет уровни мРНК TTR при дозе 0,1 мг/кг относительно группы ЗФР-контроля. В еще одном варианте 

осуществления, эта дцРНК приготовлена в готовой LNP09-форме или готовой LNP11-форме и уменьша-

ет уровни белка TTR, как измерено при помощи Вестерн-блоттинга. Еще в одном варианте осуществле-

ния, эта дцРНК приготовлена следующим образом: с использованием DlinDMA с 

DLinDMA/DPPC/холестерин/PEG2000-cDMA в соотношении 57,1/7,1/34,4/1,4 и отношения липид:siRNA 

приблизительно 7.  

В некоторых вариантах осуществления, это изобретение обеспечивает дцРНК, такую как описанные 

выше дцРНК, для ингибирования экспрессии транстиретина, где введение этой дцРНК в клетку приводит 

приблизительно к 95% ингибированию экспрессии мРНК TTR, как измерено ПЦР-анализом реального 

времени, где этой клеткой является клетка HepG2 или клетка Нер3В и где концентрация дцРНК равна 10 

нМ. В родственных вариантах осуществления, введение этой дцРНК в клетку приводит приблизительно 

к 74% ингибированию экспрессии мРНК TTR, как измерено анализом разветвленной ДНК, где этой 

клеткой является клетка HepG2 или клетка Нер3В и где концентрация дцРНК равна 10 нМ. В других 

родственных вариантах осуществления, эта дцРНК имеет IC50 менее 10 пМ в клетке HepG2, где концен-

трация дцРНК равна 10 нМ. В других родственных вариантах осуществления, эта дцРНК имеет ED50 

приблизительно 1 мг/кг. В других родственных вариантах осуществления, введение этой дцРНК умень-

шает мРНК TTR приблизительно на 80% в печени собакоподобной обезьяны, где концентрация этой 

дцРНК равна 3 мг/кг. В других родственных вариантах осуществления, введение этой дцРНК не приво-

дит к иммуностимулирующей активности в мононуклеарных клетках периферической крови (РВМС), 

как измерено при помощи ELISA-анализов на IFN-α и TNF-α. В других родственных вариантах осуще-

ствления, введение дцРНК уменьшает уровни мРНК TTR печени приблизительно на 97% или сыворо-

точные уровни белка TTR приблизительно на 90%, при концентрации дцРНК 6 мг/кг. В других родст-

венных вариантах осуществления, введение дцРНК уменьшает уровни мРНК TTR печени и/или сыворо-

точные уровни белка TTR до 22 дней, где концентрация дцРНК равна 6 мг/кг или 3 мг/кг. В других род-

ственных вариантах осуществления, эта дцРНК подавляет сывороточные уровни белка TTR до дня 14 
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после обработки при введении субъекту, нуждающемуся в этом, при 1 мг/кг или 3 мг/кг. В других родст-

венных вариантах осуществления, эта дцРНК уменьшает экспрессию TTR на 98,9% в клетке Нер3В при 

концентрации 0,1 нМ, как измерено ПЦР реального времени. В других родственных вариантах осущест-

вления, эта дцРНК уменьшает экспрессию TTR на 99,4% в клетке Нер3В при концентрации 10 нМ, как 

измерено ПЦР реального времени. 

В других вариантах осуществления, это изобретение обеспечивает двухцепочечную рибонуклеино-

вую кислоту (дцРНК) для ингибирования экспрессии транстиретина (TTR), где указанная дцРНК содер-

жит смысловую цепь и антисмысловую цепь, где эта антисмысловая цепь содержит участок, комплемен-

тарный части мРНК, кодирующей транстиретин (TTR), причем указанный участок комплементарности 

имеет длину менее 30 нуклеотидов, и где эта дцРНК содержит смысловую цепь, выбранную из таблиц 

3А, 3В, 4, 6А, 6В, 7 и 16, и антисмысловую цепь, выбранную из таблиц 3А, 3В, 4, 6А, 6В, 7 и 16. 

В другом варианте осуществления, это изобретение обеспечивает двухцепочечную рибонуклеино-

вую кислоту (дцРНК) для ингибирования экспрессии транстиретина (TTR), где указанная дцРНК содер-

жит антисмысловую цепь, содержащую участок, комплементарный 15-30 нуклеотидам из нуклеотидов 

618-648 SEQ ID NO:1331 и где указанная антисмысловая цепь спаривается с гуанином в положении 628 

SEQ ID NO:1331. 

В некоторых вариантах осуществления, это изобретение обеспечивает клетку, содержащую любую 

из дцРНК, описанных в разделе Сущность изобретения выше. В некоторых других вариантах осуществ-

ления, это изобретение обеспечивает вектор, содержащий нуклеотидную последовательность, которая 

кодирует по меньшей мере одну цепь любой из дцРНК;, описанных в разделе Сущность изобретения 

выше. В некоторых вариантах осуществления, этот вектор находится в клетке. 

В других вариантах осуществления, это изобретение обеспечивает фармацевтическую композицию 

для ингибирования экспрессии гена TTR, содержащую дцРНК, описанную в разделе Сущность изобре-

тения выше, и фармацевтически приемлемый носитель. В родственных вариантах осуществления, это 

изобретение обеспечивает фармацевтическую композицию для ингибирования экспрессии гена TTR, 

содержащую дцРНК и готовую SNALP-форму, где эта дцРНК содержит антисмысловую цепь, которая 

имеет длину менее 30 нуклеотидов и содержит 15 или более смежных нуклеотидов SEQ ID NO:170, SEQ 

ID NO:450, SEQ ID NO:730 или SEQ ID NO:1010, и где эта готовая SNALP-форма содержит DlinDMA, 

DPPC, холестерин и PEG2000-cDMA в соотношении 57,1/7,1/34,4/1,4, соответственно. 

Еще в одном варианте осуществления, это изобретение обеспечивает способ ингибирования экс-

прессии TTR, предусматривающий: (а) контактирование клетки с любой из дцРНК, описанных в разделе 

Сущность изобретения выше; и (b) поддержание клетки, полученной в стадии (а), в течение времени, 

достаточного для деградации мРНК-транскрипта гена TTR, с ингибированием посредством этого экс-

прессии гена TTR в этой клетке. 

Еще в одном варианте осуществления, это изобретение обеспечивает способ лечения нарушения, 

опосредованного экспрессией TTR, предусматривающий введение человеку, нуждающемуся в таком ле-

чении, терапевтически эффективного количества любой из дцРНК, описанных в разделе Сущность изо-

бретения выше. В родственных вариантах осуществления, эту дцРНК вводят человеку при приблизи-

тельно 0,01, 0,1, 0,5, 1,0, 2,5 или 5,0 мг/кг. Еще в одном родственном варианте осуществления, человек, 

получающий лечение, имеет транстиретиновый амилоидоз и/или нарушение печени. В родственном ва-

рианте осуществления, этот человек дополнительно имеет трансплантат печени. Еще в одном варианте 

осуществления, введение дцРНК уменьшает мРНК TTR приблизительно на 80% в печени человека, когда 

концентрация дцРНК равна 3 мг/кг. Еще в одном родственном варианте осуществления, дцРНК не приво-

дит к иммуностимулирующей активности в человеке, как измерено ELISA-анализами на IFN-α и TNF-α. В 

другом родственном варианте осуществления, введение дцРНК уменьшает уровни мРНК TTR печени 

приблизительно на 97% или сывороточные уровни белка TTR приблизительно на 90%, когда концентра-

ция дцРНК равна 6 мг/кг. В другом родственном варианте осуществления, введение дцРНК уменьшает 

уровни мРНК TTR печени и/или уровни белка TTR сыворотки до 22 дней, когда концентрация дцРНК 

равна 6 мг/кг или 3 мг/кг. Еще в одном родственном варианте осуществления, дцРНК готовят в готовой 

LNP09-форме следующим образом: с использованием XTC/DSPC/Chol/PEG2000-C14 в соотношении 

50/10/38,5/1,5 мол.% и отношения липид:siRNA приблизительно 11:1. Еще в одном родственном вариан-

те осуществления, дцРНК готовят в готовой LNP11-форме следующим образом: с использованием 

MC3/DSPC/Chol/PEG2000-C14 в соотношении 50/10/38,5/1,5 мол.% и отношения липид:siRNA приблизи-

тельно 11:1. Еще в одном родственном варианте осуществления, эта дцРНК приготовлена в готовой 

LNP09-форме или готовой LNP11-форме и уменьшает уровни мРНК TTR приблизительно на 85-90% при 

дозе 0,3 мг/кг относительно группы ЗФР-контроля. Еще в одном родственном варианте осуществления, 

эта дцРНК приготовлена в готовой LNP09-форме или готовой LNP11-форме и уменьшает уровни белка 

TTR зависимым от дозы образом относительно группы ЗФР-контроля, как измерено Вестерн-

блоттингом. Еще в одном родственном варианте осуществления, введение дцРНК подавляет уровни бел-

ка TTR в сыворотке до дня 14 после обработки при введении человеку 1 мг/кг или 3 мг/кг. Еще в одном 

родственном варианте осуществления, эта дцРНК приготовлена в готовой SNALP-форме следующим 

образом: с использованием DlinDMA с соотношением DLinDMA/DPPC/холестерин/PEG2000-cDMA 
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57,1/7,1/34,4/1,4 и отношения липид:siRNA. приблизительно 7. 

В другом варианте осуществления, это изобретение обеспечивает применение дцРНК для лечения 

нарушения, опосредованного экспрессией TTR, предусматривающее введение человеку, нуждающемуся 

в таком лечении, терапевтически эффективного количества любой из дцРНК, описанных в разделе Сущ-

ность изобретения выше. В родственных вариантах осуществления, эту дцРНК вводят человеку при при-

близительно 0,01, 0,1, 0,5, 1,0, 2,5 или 5,0 мг/кг. В другом конкретном родственном варианте осуществ-

ления, дцРНК вводят человеку при приблизительно 1,0 мг/кг. В другом родственном варианте осуществ-

ления, этот человек имеет транстиретиновый амилоидоз и/или нарушение печени. В другом варианте 

осуществления, этот человек дополнительно имеет трансплантат печени. 

В другом варианте осуществления, это изобретение обеспечивает применение дцРНК в способе ин-

гибирования экспрессии TTR в клетке, где этот способ предусматривает (а) контактирование клетки с 

дцРНК, описанной в разделе Сущность изобретения выше; и (b) поддержание клетки, полученной в ста-

дии (а), в течение времени, достаточного для деградации мРНК-транскрипта гена TTR, с ингибировани-

ем посредством этого экспрессии гена TTR в этой клетке. 

Подробности одного или нескольких вариантов осуществления этого изобретения представлены в 

приведенном ниже описании. Другие признаки, цели и преимущества этого изобретения будут очевид-

ными из описания и фигур и из формулы изобретения. 

Описание фигур 

Фиг. 1 является диаграммой уровней TNF-α и IFN-α в культивируемых РВМС человека после 

трансфекции siRNA TTR. 

Фиг. 2А и 2В являются кривыми доза-ответ для AD-18324 и AD-18328, соответственно, в клетках 

HepG2. 

Фиг. 3 является кривой доза-ответ для AD-18246 в клетках HepG2. 

Фиг. 4А и Фиг. 4В показывают ингибирование уровней мРНК печени и уровней белка плазмы, со-

ответственно, в трансгенных мышах H129-mTTR-KO/iNOS-KO/hTTR посредством внутривенного бо-

люсного введения TTR-dsRNA (AD-18324, AD-18328 и AD-18246), приготовленного в LNP01. 

Фиг. 5 является диаграммой, суммирующей измерения уровней мРНК TTR в печени приматов (не 

человека) после 15-минутной внутривенной инфузии TTR-dsRNA (AD-18324 и AD-18328), приготовлен-

ных в SNALP. 

Фиг. 6А и 6В показывают ингибирование мРНК V30M-TTR печени человека и уровней белка в сы-

воротке, соответственно, в трансгенных мышах посредством внутривенного болюсного введения 

SNALP-18328. Средние величины групп определяли, нормализовали относительно группы ЗФР-контроля 

и затем строили диаграмму. Стержни ошибок представляют стандартные отклонения. Процентное 

уменьшение средней величины группы, относительно ЗФР, показано для групп SNALP-1955 и SNALP-

18328. (*** р<0,001, однофакторный дисперсионный анализ (ANOVA) с апостериорным (post-hoc) кри-

терием Дунна)). 

Фиг. 7А и 7В показывают продолжительность уменьшения мРНК V30M-TTR печени человека, со-

ответственно, в трансгенных мышах на протяжении 22 дней после однократного внутривенного болюс-

ного введения SNALP-18328. Определяли средние величины групп. Уровни мРНК TTR/GAPDH норма-

лизовали относительно уровней дня 0 и строили диаграмму. Рассчитывали процентное уменьшение нор-

мализованных уровней мРНК TTR относительно SNALP-1955 для каждой временной точки, и они пока-

заны для групп SNALP-18328. (*** р<0,001, однофакторный дисперсионный анализ (ANOVA) с апосте-

риорным (post-hoc) критерием Дунна). 

Фиг. 8 показывает временной ход уровней белка TTR в сыворотке в приматах (не человеке) на про-

тяжении 14 дней после однократной 15-минутной инфузии SNALP-18328. 

Фиг. 9 показывает уменьшение TTR-иммунореактивности в различных тканях мышей с нокаутом 

V30M TTR/HSF-1 человека после внутривенного болюсного введения SNALP-18328. E, пищевод; S, же-

лудок; II, кишечник/двенадцатиперстная кишка; 14, кишечник/ободочная кишка; N, нерв; D, дорсальные 

ганглии блуждающего нерва. 

Фиг. 10 показывает измерения мРНК TTR и уровни белка в сыворотке, соответственно, в печени 

приматов (не человека) после 15-минутной внутривенной инфузии XTC-SNALP-18328. 

Фиг. 11А и 11В показывают измерения мРНК TTR и уровней белка в сыворотке, соответственно, в 

печени приматов (не человека) после 15-минутной внутривенной инфузии LNP09-18328 или LNP11-

18328. Фиг. 11С показывает временной ход уровней белка TTR в сыворотке на протяжении 28 дней по-

сле 15-минутной внутривенной инфузии 0,3 мг/кг LNP09-18328, в сравнении с группой ЗФР-контроля. 

Фиг. 12 показывает последовательность мРНК TTR человека (Ref. Seq. NM_000371.3, SEQ ID 

NO:1331). 

Фиг. 13А и 13В являются последовательностями мРНК TTR человека и крысы, соответственно. 

Фиг. 13А является последовательностью мРНК TTR человека (Ref. Seq. NM_000371.2, SEQ ID NO: 

1329). 

Фиг. 13В является мРНК TTR крысы (Ref. Seq. NM_012681.1, SEQ ID NO:1330). 

Фиг. 14 показывает сопоставление нуклеотидов NM_000371.3, NM_000371.2 и AD-18328. 
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Фиг. 15 иллюстрирует симптомы и мутации в TTR, ассоциированные с наследственной амилоидной 

невропатией, наследственной амилоидной кардиомиопатией и амилоидозом ЦНС. 

Фиг. 16 показывает уменьшение уровней мРНК TTR в печени с использованием SNALP-18534 с 

различными продолжительностями инфузии. Группам животных (n=4/группа) вводили 1 мг/кг SNALP-

18534 посредством 15-минутной или 1-, 2- или 3-часовой инфузии. 

Спустя сорок восемь часов, крыс эвтанизировали и печени извлекали. Измеряли уровни мРНК TTR 

и GAPDH из лизатов печени с использованием Quantigene bDNA-анализа. Для каждого животного рас-

считывали отношение уровней мРНК TTR к мРНК GAPDH. Определяли средние величины групп и нор-

мализовали их относительно группы ЗФР-контроля и затем строили диаграммы. Стержни ошибок пред-

ставляют стандартные отклонения. (*** р<0,001, однофакторный дисперсионный анализ (ANOVA) с 

апостериорным (post-hoc) критерием Бонферрони, относительно ЗФР). 

Фиг. 17 показывает измерения уровней мРНК TTR в печени крыс после 15-минутной внутривенной 

инфузией LNP07-18534 или LNP08-18534. 

Фиг. 18 показывает in vivo ингибирование эндогенных уровней мРНК TTR в печенях крыс Sprague-

Dawley после 15-минутной IV-инфузии LNP09-18534 или LNP11-18534. Группам животных (n=4/группа) 

вводили внутривенно 0,01, 0,03, 0,1 или 0,3 мг/кг LNP09-18534, LNP11-18534; или ЗФР посредством 15-

минутной инфузии. Спустя сорок восемь часов, крыс эвтанизировали и печени извлекали. Измеряли 

уровни мРНК TTR и GAPDH из лизатов биопсии печени с использованием Quantigene bDNA-анализа. 

Для каждого животного рассчитывали отношение уровней мРНК TTR к мРНК GAPDH. Определяли 

средние величины групп и нормализовали их относительно группы ЗФР-контроля и затем строили диа-

граммы. Стержни ошибок представляют стандартные отклонения. 

Подробное описание изобретения 

Это изобретение обеспечивает дцРНК (dsRNA) и способы применения этих дцРНК для ингибиро-

вания экспрессии гена TTR в клетке или млекопитающем, где эта дцРНК поражает (деградирует) ген 

TTR. Это изобретение обеспечивает также композиции и способы для лечения патологических состоя-

ний и заболеваний, таких как TTR-амилоидоз, в млекопитающем, вызываемых экспрессией гена TTR. 

дцРНК управляет последовательность-специфической деградацией мРНК посредством процесса, извест-

ного как интерференция РНК (RNAi). 

дцРНК (dsRNA) описанных здесь композиций включают в себя цепь РНК (антисмысловую цепь), 

имеющую участок, который имеет длину 30 нуклеотидов, обычно длину 19-24 нуклеотидов, и является 

по существу комплементарным по меньшей мере части мРНК-транскрипта гена TTR Применение этих 

дцРНК делает возможной нацеленную деградацию мРНК генов, которые предположительно участвуют в 

патологиях, ассоциированных с экспрессией TTR в млекопитающих. Очень низкие дозы дцРНК TTR, в 

частности, могут специфически и эффективно опосредовать RNAi, приводя к значимому ингибированию 

экспрессии гена TTR. С использованием анализов на основе клеток авторы этого изобретения продемон-

стрировали, что дцРНК, поражающие TTR, могут специфически и эффективно опосредовать RNAi, при-

водя к значимому ингибированию экспрессии гена TTR. Таким образом, способы и композиции, вклю-

чающие в себя эти дцРНК, применимы для лечения патологических процессов, которые могут опосредо-

ваться даун-регуляцией (понижающей регуляцией) TTR, например, в лечении нарушения печени или 

TTR-амилоидоза, например, FAP. 

Способы и композиции, содержащие дцРНК TTR, применимы для лечения патологических процес-

сов, опосредуемых экспрессией TTR, таких как TTR-амилоидоз. В одном варианте осуществления, спо-

соб лечения нарушения, опосредуемого экспрессией TTR, предусматривает введение человеку, нуждаю-

щемуся в таком лечении, терапевтически эффективного количества дцРНК, поражающей (ген) TTR. В 

одном варианте осуществления, дцРНК вводят этому человеку при приблизительно 0,01, 0,1, 0,5, 1,0, 2, 

2,5, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 или 25 мг/кг. 

Следующее подробное описание описывает, как можно готовить и применять композиции, содер-

жащие дцРНК, для ингибирования экспрессии гена TTR, а также композиции и способы для лечения за-

болеваний и нарушений, вызываемых экспрессией этого гена. Фармацевтические композиции, описан-

ные в этом изобретении, включают в себя дцРНК, имеющую антисмысловую цепь, содержащую участок 

комплементарности, который имеет длину менее 30 нуклеотидов, обычно длину 19-24 нуклеотидов, и 

является по существу комплементарным по меньшей мере части РНК-транскрипта гена TTR, вместе с 

фармацевтически приемлемым носителем. Композиции, представленные в этом изобретении, включают 

в себя также дцРНК, имеющую антисмысловую цепь, имеющую участок комплементарности, который 

имеет длину менее 30 нуклеотидов, обычно длину 19-24 нуклеотидов, и является по существу компле-

ментарным по меньшей мере части РНК-транскрипта гена TTR. 

Смысловая цепь дцРНК может включать в себя 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 или более смежных нуклео-

тидов SEQ ID NO:169, SEQ ID NO:449, SEQ ID NO:729 или SEQ ID NO:1009. Антисмысловая цепь 

дцРНК может включать в себя 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 или более смежных нуклеотидов SEQ ID NO:170, 

SEQ ID NO:450, SEQ ID NO:730 или SEQ ID NO:1010. В одном варианте осуществления, смысловая цепь 

дцРНК может состоять из SEQ ID NO:449 или ее фрагментов и антисмысловая цепь может состоять из 

SEQ ID NO:450 или ее фрагментов. В одном варианте осуществления, смысловая цепь дцРНК может со-
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стоять из SEQ ID NO:729 или ее фрагментов и антисмысловая цепь может состоять из SEQ ID NO:730 

или ее фрагментов. В одном варианте осуществления, смысловая цепь дцРНК может состоять из SEQ ID 

NO:1009 или ее фрагментов и антисмысловая цепь может состоять из SEQ ID NO:1010 или ее фрагмен-

тов. 

В одном варианте осуществления, дцРНК может включать в себя по меньшей мере 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 

8, 9, 10 или более модифицированных нуклеотидов. В одном варианте осуществления, модифицирован-

ный нуклеотид может включать в себя 2'-O-метилмодифицированный нуклеотид, нуклеотид, содержа-

щий 5'-фосфоротиоатную группу и/или концевой нуклеотид, связанный с холестерилпроизводным или 

группой бисдециламида додекановой кислоты. В одном варианте осуществления, модифицированный 

нуклеотид может включать в себя 2'-дезокси-2'-фтормодифицированный нуклеотид, 2'-дезоксимо-

дифицированный нуклеотид, замкнутый нуклеотид, лишенный азотистого основания нуклеотид, 2'-

аминомодифицированный нуклеотид, 2'-алкилмодифицированный нуклеотид, морфолинонуклеотид, 

фосфорамидат и/или содержащий неприродное основание нуклеотид. 

В одном варианте осуществления, участок комплементарности дцРНК имеет длину по меньшей ме-

ре 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 или более нуклеотидов. В одном варианте осуществления, 

участок комплементарности дцРНК имеет длину по меньшей мере 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 

21 или более смежных нуклеотидов SEQ ID NO:169. 

В одном варианте осуществления, каждая цепь дцРНК имеет длину 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 

24, 25, 26, 27, 28, 29, 30 или более нуклеотидов. В одном варианте осуществления, дцРНК включает в 

себя смысловую цепь или ее состоящий из 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 нуклеотидов или 21 

нуклеотида фрагмент, выбранный из таблиц 3А, 3В, 4, 6А, 6В, 7 и 16, и антисмысловую цепь или ее со-

стоящий из 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 нуклеотидов или 21 нуклеотида фрагмент, выбранный 

из таблиц 3А, 3В, 4, 6А, 6В, 7 и 16. 

В одном варианте осуществления, введение дцРНК в клетку приводит приблизительно к 40%, 45%, 

50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 90%, 95% или большему ингибированию экспрессии мРНК TTR, 

как измерено при помощи ПЦР-анализа реального времени. В одном варианте осуществления, введение 

дцРНК в клетку приводит приблизительно к 40%-45%, 45%-50%, 50%-55%, 55%-60%, 60%-65%, 65%-

70%, 70%-75%, 75%-80%, 80%-85%, 85%-90%, 90%-95% или большему ингибированию экспрессии 

мРНК TTR, как измерено при помощи ПЦР-анализа реального времени. В одном варианте осуществле-

ния, введение дцРНК в клетку приводит приблизительно к 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 

80%, 90%, 95% или большему ингибированию экспрессии мРНК TTR, как измерено при помощи анализа 

разветвленной ДНК. В одном варианте осуществления, введение дцРНК в клетку приводит приблизи-

тельно к 40%-45%, 45%-50%, 50%-55%, 55%-60%, 60%-65%, 65%-70%, 70%-75%, 75%-80%, 80%-85%, 

85%-90%, 90%-95% или большему ингибированию экспрессии мРНК TTR, как измерено при помощи 

анализа разветвленной ДНК. 

В одном варианте осуществления, дцРНК имеет IC50 менее 0,01 пМ, 0,1 пМ, 1 пМ, 5 пМ, 10 пМ, 100 

пМ или 1000 пМ. В одном варианте осуществления, дцРНК имеет ED50 приблизительно 0,01, 0,1, 1, 5 или 

10 мг/кг. 

В одном варианте осуществления, дцРНК может уменьшать мРНК TTR приблизительно на 40%, 

45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 90%, 95% или более в собакоподобных обезьянах. В одном 

варианте осуществления, введение дцРНК уменьшает уровни мРНК TTR печени приблизительно на 40%, 

45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 90%, 95% или более или уровни белка TTR сыворотки при-

близительно на 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 90%, 95% или более. В одном варианте 

осуществления, введение дцРНК уменьшает уровни мРНК TTR печени и/или уровни белка TTR сыво-

ротки до 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25 или более дней. 

В одном варианте осуществления, дцРНК приготовлена в готовой LNP-форме и уменьшает уровни 

мРНК TTR приблизительно на 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 90%, 95% или более при 

дозе 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9 или 1 мг/кг, относительно группы ЗФР-контроля. В одном вари-

анте осуществления, дцРНК приготовлена в готовой LNP-форме и уменьшает уровни белка TTR прибли-

зительно на 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 90%, 95% или более относительно группы 

ЗФР-контроля, как измерено при помощи Вестерн-блоттинга. В одном варианте осуществления, дцРНК 

подавляет уровни белка TTR в сыворотке до дня 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 

20, 21, 22, 23, 24 или 25 после лечения при введении субъекту, нуждающемуся в этом, при 1, 2, 3, 4, 5, 6, 

7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 или 25 мг/кг. 

Таким образом, в некоторых аспектах, в этом изобретении представлены фармацевтические компо-

зиции, содержащие дцРНК TTR и фармацевтически приемлемый носитель, способы применения этих 

композиций для ингибирования гена TTR и способы применения этих фармацевтических композиций 

для лечения заболеваний, вызываемых экспрессией гена TTR. 

I. Определения 

Для удобства, ниже обеспечено значение определенных терминов и фраз, используемых в этом 

описании, примерах и прилагаемой формуле изобретения. Если имеется явное разногласие между при-

менением термина в других частях этого описания и его определением, даваемым в этом разделе, должно 
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превалировать определение, приведенное в этом разделе. 

 "G", "С", "А" и "U" обычно обозначают, каждый, нуклеотид, который содержит гуанин, цитозин, 

аденин и урацил в качестве основания, соответственно. "Т" и "dT" используются здесь взаимозаменяемо 

и относятся к дезоксирибонуклеотиду, в котором нуклеооснованием является тимин, например дезокси-

риботимин. Однако, должно быть понятно, что термин "рибонуклеотид" или "нуклеотид" или "дезокси-

рибонуклеотид" может также относиться к модифицированному нуклеотиду, как более детально описано 

ниже, или суррогатной замененной части молекулы. Квалифицированному в данной области специали-

сту хорошо известно, что гуанин, цитозин, аденин и урацил могут быть заменены другими частями мо-

лекул по существу без изменения свойств спаривания оснований олигонуклеотида, содержащего нуклео-

тид, несущий такую замененную часть. Например, без ограничения, нуклеотид, содержащий инозин в 

качестве его основания, может участвовать в спаривании оснований с нуклеотидами, содержащими аде-

нин, цитозин или урацил. Таким образом, нуклеотиды, содержащие урацил, гуанин или аденин, могут 

быть заменены в нуклеотидных последовательностях этого изобретения нуклеотидом, содержащим, на-

пример, инозин. Последовательности, содержащие такие замененные части, являются вариантами этого 

изобретения. 

В данном контексте, термин "транстиретин" ("TTR") относится к гену в клетке. TTR известен также 

как ATTR, HsT2651, PALB, пре(д)альбумин, ТВРА и транстиретин ((пре(д)альбумин, амилоидоз типа I). 

Последовательность мРНК-транскрипта TTR человека может быть найдена в NM 000371. Последова-

тельность мРНК TTR мыши может быть найдена в NM_013697.2 и последовательность мРНК TTR кры-

сы может быть найдена в NM_012 681.1. 

В данном контексте, "последовательность-мишень" относится к смежной части нуклеотидной по-

следовательности молекулы мРНК, образованной во время транскрипции гена TTR, в том числе мРНК, 

которая является продуктом процессинга РНК первичного продукта транскрипции. 

В данном контексте, термин "цепь, содержащая последовательность", относится к олигонуклеоти-

ду, содержащему цепь нуклеотидов, которая описывается последовательностью, ссылающейся на ис-

пользование стандартной номенклатуры нуклеотидов. 

В данном контексте, если нет другого указания, термин "комплементарная", при использовании для 

описания первой нуклеотидной последовательности относительно второй нуклеотидной последователь-

ности, относится к способности олигонуклеотида или полинуклеотида, содержащего первую нуклеотид-

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

ловиях с олигонуклеотидом или полинуклеотидом, содержащим вторую нуклеотидную последователь-

ность, как будет понятно квалифицированному в данной области лицу. Такие условия могут быть, на-

пример, строгими условиями, где строгие условия могут включать в себя: 400 мМ NaCl, 40 мМ PIPES рН 

6,4, 1 мМ ЭДТА, 50°С или 70°С в течение 12-16 ч с последующим промыванием. Могут использоваться 

другие условия, например, физиологически релевантные условия, которые могут встречаться внутри ор-

ганизма. Квалифицированный в данной области специалист будет способен определить набор условий, 

наиболее подходящих для тестирования комплементарности двух последовательностей в соответствии с 

конечным применением гибридизуемых нуклеотидов. 
Этот тест включает в себя спаривание оснований олигонуклеотида или полинуклеотида, содержа-

щего первую нуклеотидную последовательность, с олигонуклеотидом или полинуклеотидом, содержа-

щим вторую нуклеотидную последовательность, на протяжении полной длины этой первой и второй 

нуклеотидной последовательности. Такие последовательности могут называться здесь "полностью ком-

плементарными" относительно друг друга. Однако, когда первую последовательность называют здесь 

"по существу комплементарной" относительно второй последовательности, эти две последовательности 

могут быть полностью комплементарными, или они могут образовывать одну или несколько, но обычно 

не более 4, 3 или 2 ошибочно спаренных пар оснований после гибридизации, с сохранением способности 

гибридизоваться при условиях, наиболее релевантных относительно их конечного применения. Однако, 

когда два олигонуклеотида конструируют для образования, после гибридизации, одного или нескольких 

одноцепочечных выступов, такие выступы не должны рассматриваться как ошибочные спаривания в свя-

зи с определением комплементарности. Например, дцРНК, содержащая один олигонуклеотид с длиной 

21 нуклеотида и другой олигонуклеотид с длиной 23 нуклеотида, причем этот более длинный олигонук-

леотид содержит последовательность из 21 нуклеотида, которая полностью комплементарна более ко-

роткой последовательности, может все еще называться "полностью комплементарной" для описанных 

здесь целей. 

"Комплементарные" последовательности в данном контексте могут также включать в себя, или 

быть полностью образованы из них, пары оснований не Уотсона-Крика и/или пары оснований, образо-

ванные из неприродных и модифицированных нуклеотидов, пока удовлетворяются вышеуказанные тре-

бования в отношении их способности гибридизоваться. Такие пары оснований не Уотсона-Крика вклю-

чают в себя, но не ограничиваются ими, спаривание G:U Уоббла или спаривание оснований по Хугстину. 

Термины "комплементарные", "полностью комплементарные" и "по существу комплементарные" 

могут использоваться в данном контексте в отношении спаривания оснований между смысловой цепью и 

антисмысловой цепью dsRNA, или между антисмысловой цепью дцРНК и последовательностью-
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мишенью, как будет понятно из контекста их применения. 

В данном контексте, полинуклеотид, который является "по существу комплементарным по мень-

шей мере части" мессенджер РНК (мРНК), обозначает полинуклеотид, который является по существу 

комплементарным смежной (непрерываемой) части представляющей интерес мРНК (например, мРНК, 

кодирующей TTR), включающей в себя 5'-UTR, открытую рамку считывания (ORF), или 3'-UTR. Напри-

мер, полинуклеотид является комплементарным по меньшей мере части мРНК TTR, если эта последова-

тельность является по существу комплементарной непрерываемой части мРНК, кодирующей TTR. 

Термин "двухцепочечная РНК" или "дцРНК", относится в данном контексте к комплексу молекул 

рибонуклеиноых кислот, имеющему дуплексную структуру, содержащую две антипараллельных и по 

существу комплементарных, как определено выше, цепи нуклеиновых кислот. Обычно, большинство 

нуклеотидов каждой цепи являются рибонуклеотидами, но, как описано подробно здесь, каждая цепь или 

обе цепи могут также включать в себя по меньшей мере один нерибонуклеотид, например дезоксирибо-

нуклеотид, и/или модифицированный нуклеотид. Кроме того, в контексте этого описания, "дцРНК" мо-

жет включать в себя химические модификации во множественных нуклеотидах, включающие в себя су-

щественные модификации во многих нуклеотидах, и включающие в себя все типы модификаций, опи-

санные здесь или известные в данной области. Любые такие модификации, используемые в молекуле 

типа siRNA, охватываются термином "дцРНК" для целей этого описания и формулы изобретения. 

Две цепи, образующие дуплексную структуру, могут быть различными частями одной большей мо-

лекулы РНК, или они могут быть отдельными молекулами РНК. Когда эти две цепи являются частью 

одной большей молекулы, и, следовательно, соединены непрерываемой цепью нуклеотидов между 3'-

концом одной цепи и 5'-концом соответствующей другой цепи с образованием дуплексной структуры, 

эту соединяющую РНК-цепь называют "шпилечной петлей". Когда эти две цепи соединены ковалентно 

другим способом, чем непрерываемая цепь нуклеотидов, между 3'-концом одной цепи и 5'-концом соот-

ветствующей другой цепи с образованием дуплексной структуры, эту соединяющую структуру называют 

"линкером". Эти цепи РНК могут иметь одинаковое или разное число нуклеотидов. Максимальное число 

пар оснований равно числу нуклеотидов в самой короткой цепи дцРНК минус любые выступы, которые 

присутствуют в этом дуплексе. Наряду с этой дуплексной структурой, дцРНК может содержать один или 

несколько нуклеотидных выступов. Термин "siRNA" здесь также относится к дцРНК, описанной выше. 

В данном контексте, термин "нуклеотидный выступ" относится к неспаренному нуклеотиду или не-

спаренным нуклеотидам, которые выступают из дуплексной структуры дцРНК, когда 3'-конец одной це-

пи этой дцРНК простирается за пределы 5'-конца другой цепи, или наоборот. "Тупой" или "тупой конец" 

обозначает, что на конце этой дцРНК не имеются неспаренные нуклеотиды, т.е. ни на одном конце этой 

молекулы нет нуклеотидного выступа. 

Термин "антисмысловая цепь" относится к цепи дцРНК, которая включает в себя участок, который 

является по существу комплементарным последовательности-мишени. В данном контексте, термин "уча-

сток комплементарности" относится к участку на антисмысловой цепи, который является по существу 

комплементарным последовательности, например, последовательности-мишени, определенной здесь. 

Когда этот участок комплементарности является не полностью комплементарным этой последовательно-

сти-мишени, эти ошибочные спаривания являются наиболее приемлемыми в концевых участках и, если 

присутствуют, находятся обычно в концевом участке или в концевых участках, например, в пределах 6, 

5, 4, 3 или 2 нуклеотидов 5'- и/или 3'-конца. 

Термин "смысловая цепь" относится в данном контексте к цепи дцРНК, которая включает в себя 

участок, который является по существу комплементарным участку антисмысловой цепи. 

В данном контексте, термин "SNALP" относится к стабильной частице нуклеиновая кислота-липид. 

SNALP представляет пузырек из липидов, покрывающий уменьшенное водное пространство, содержа-

щее нуклеиновую кислоту, такую как дцРНК или плазмиду, из которой транскрибируется дцРНК. 

SNALP описаны, например, в Публикациях заявок на патент США с номерами 20060240093, 

20070135372 и USSN 61/045228, поданными 15 апреля 2008 года. Эти заявки включены здесь посредст-

вом ссылки. 

"Введение в клетку" в контексте с дцРНК обозначает облегчение поглощения или абсорбции в эту 

клетку, как понятно квалифицированным в данной области специалистам. Абсорбция или поглощение 

дцРНК может осуществляться без посторонней помощи диффузионными или активными клеточными 

процессами, или при помощи вспомогательных агентов или устройств. Значение этого термина не огра-

ничивается клетками in vitro; дцРНК может также быть "введенной в клетку", где эта клетка является 

частью живого организма. В таком случае, введение в эту клетку будет включать в себя доставку этому 

организму. Например, для доставки in vivo дцРНК может быть инъецирована в участок ткани или введе-

на системно. Введение in vitro в клетку включает в себя способы, известные в данной области, такие как 

электропорация и липофекция. Дополнительные подходы описаны здесь или известны в данной области. 

Термины "сайленсинг", "ингибирование экспрессии", "даун-регуляция (понижающая регуляция) 

экспрессии", "супрессия экспрессии" и т.п., когда они относятся к гену TTR, относятся здесь по меньшей 

мере к частичной супрессии экспрессии гена TTR, которая проявляется уменьшением количества мРНК, 

которое может быть выделено из первой клетки или группы клеток, в которых транскрибируется ген 
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TTR и которые были обработаны таким образом, что ген TTR является ингибированным, в сравнении со 

второй клеткой или группой клеток, по существу идентичных первой клетке или группе клеток, но кото-

рые не были обработаны таким образом (контрольных клеток). Степень ингибирования обычно выража-

ют в виде 

 
Альтернативно, степень ингибирования может выражаться в виде уменьшения параметра, который 

функционально связан с экспрессией гена TTR, например, в виде количества белка, кодируемого геном 

TTR, который секретируется клеткой, или количества клеток, проявляющих определенный фенотип, на-

пример, апоптоз. В принципе сайленсинг гена TTR может быть определен в любой клетке, экспресси-

рующей эту мишень, или конститутивно, или генной инженерией, или любым подходящим анализом. 

Однако, при необходимости ссылки для определения, ингибирует ли конкретная дцРНК экспрессию гена 

TTR в определенной степени и, следовательно, может быть включена в это изобретение, анализы, обес-

печенные в примерах ниже, будут обеспечивать такую ссылку. 

Например, в некоторых случаях, экспрессия гена TTR подавляется по меньшей мере приблизитель-

но на 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45% или 50% введением двухцепочечного олигонуклео-

тида, описанного в этом изобретении. В некоторых вариантах осуществления, ген TTR подавляется по 

меньшей мере приблизительно на 60%, 70% или 80% введением двухцепочечного олигонуклеотида, опи-

санного в этом изобретении. В некоторых вариантах осуществления, ген TTR подавляется по меньшей 

мере приблизительно на 85%, 90% или 95% введением двухцепочечного олигонуклеотида, описанного в 

этом изобретении. 

При использовании здесь в контексте экспрессии TTR, термины "лечить", "лечение" и т.п. относят-

ся к облегчению или ослаблению патологических процессов, опосредуемых экспрессией TTR. В контек-

сте данного изобретения, когда речь идет о любом из состояний, цитируемых здесь ниже (других, чем 

патологические процессы, опосредуемые экспрессией TTR), термины "лечить", "лечение" и т.п. обозна-

чают облегчение или ослабление по меньшей мере одного симптома, ассоциированного с таким состоя-

нием, или замедление или обращение прогрессирования такого состояния, например, замедление про-

грессирования TTR-амилоидоза, такого как FAP. Симптомы TTR-амилоидоза включают в себя сенсор-

ную невропатию (например, парестезию, гипестезию в дистальных участках конечностей), вегетативную 

невропатию (например, желудочно-кишечную дисфункцию, такую как язва желудка, или ортостатиче-

скую гипотензию), моторную невропатию, припадки, деменцию, миелопатию, полиневропатию, синдром 

канала запястья, вегетативную недостаточность, кардиомиопатию, помутнения стекловидного тела, по-

чечную недостаточность, нефропатию, существенно пониженный mBMI (модифицированный индекс 

массы тела), дисфункцию черепных нервов и дистрофию корнеальной решетки. 

В данном контексте, фразы "терапевтически эффективное количество" и "профилактически эффек-

тивное количество" относятся к количеству, которое обеспечивает терапевтическую пользу в лечении, 

предупреждении или излечивании патологических процессов, опосредуемых экспрессией TTR, или хо-

рошо видимого симптома патологических процессов, опосредуемых экспрессией TTR. Конкретное коли-

чество, которое является терапевтически эффективным, может быть легко определено медицинским ра-

ботником с обычной квалификацией в данной области и может варьироваться в зависимости от факто-

ров, известных в данной области, таких как, например, тип патологических процессов, опосредуемых 

экспрессией TTR, история болезни и возраст пациента, стадия патологических процессов, опосредуемых 

экспрессией TTR, и введение других антипатологических агентов процессов, опосредуемых экспрессией 

TTR. 

В данном контексте, "фармацевтическая композиция" содержит фармакологически эффективное 

количество дцРНК и фармацевтически приемлемый носитель. В данном контексте, термины "фармако-

логически эффективное количество", "терапевтически эффективное количество" или просто "эффектив-

ное количество" относятся к количеству РНК, эффективному для получения предполагаемого фармако-

логического, терапевтического или превентивного результата. Например, если конкретное клиническое 

лечение считается эффективным, когда имеется по меньшей мере 2 5% уменьшение в измеримом пара-

метре, ассоциированном с заболеванием или нарушением, терапевтически эффективное количество ле-

карственного средства для лечения этого заболевания или нарушения является количеством, необходи-

мым для осуществления по меньшей мере 25% уменьшения в этом параметре. Например, терапевтически 

эффективное количество дцРНК, поражающей TTR, может уменьшать уровни TTR в сыворотке по 

меньшей мере на 25%. В другом примере, терапевтически эффективное количество дцРНК, поражающей 

TTR, может улучшать функцию печени или почечную функцию по меньшей мере на 25%. 

Термин "фармацевтически приемлемый носитель" относится к носителю для введения терапевтиче-

ского агента. Такие носители включают в себя, но не ограничиваются ими, солевой раствор, забуферен-

ный раствор, декстрозу, воду, глицерин, этанол и их комбинации. Этот термин специфически исключает 

среду культуры клеток. Для лекарственных средств, вводимых перорально, фармацевтически приемле-

мые носители включают в себя, но не ограничиваются ими, фармацевтически приемлемые эксципиенты, 
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такие как инертные разбавители, дезинтегрирующие агенты, связывающие агенты, смазывающие агенты, 

подслащивающие агенты, ароматизирующие агенты, красящие агенты и консерванты. Подходящие 

инертные разбавители включают в себя карбонат натрия и кальция, фосфат натрия и кальция, и лактозу, 

тогда как кукурузный крахмал и альгиновая кислота являются подходящими дезинтегрирующими аген-

тами. Связывающие агенты могут включать в себя крахмал и желатин, тогда как смазывающими агента-

ми, если они присутствуют, будут обычно стеарат магния, стеариновая кислота или тальк. Если жела-

тельно, таблетки могут быть покрыты материалом, таким как глицерилмоностеарат или глицерилдистеа-

рат, для задержки абсорбции в желудочно-кишечном тракте. 

В данном контексте, "трансформированной клеткой" является клетка, в которую был введен вектор, 

из которого может быть экспрессирована молекула дцРНК. 

II. Двухцепочечная рибонуклеиновая кислота 

Как описано более подробно здесь, это изобретение обеспечивает молекулы двухцепочечной рибо-

нуклеиновой кислоты (дцРНК) для ингибирования экспрессии гена TTR в клетке или млекопитающем, 

например в человеке, имеющем TTR-амилоидоз, где эта молекула дцРНК включает в себя антисмысло-

вую цепь, имеющую участок комплементарности, который является комплементарным по меньшей мере 

части мРНК, образуемой в экспрессии гена TTR, и где этот участок комплементарности имеет длину ме-

нее 30 нуклеотидов, обычно длину 19-24 нуклеотидов, и где указанная дцРНК, после контакта с клеткой, 

экспрессирующей указанный ген TTR, ингибирует экспрессию указанного гена TTR по меньшей мере на 

30%, как анализировано, например, при помощи ПЦР или способа на основе разветвленной ДНК 

(bDNA), или способа на основе белка, такого как Вестерн-блоттинг. Экспрессия гена TTR может умень-

шаться по меньшей мере на 30% при измерении с использованием анализа, описанного в примерах ниже. 

Например, экспрессия гена TTR в культуре клеток, таких как клетки Нер3В, может анализироваться из-

мерением уровней мРНК TTR, например, с использованием bDNA- или TaqMan-анализа, или измерени-

ем уровней белка, например, с использованием ELISA-анализа. дцРНК этого изобретения может допол-

нительно включать в себя один или несколько одноцепочечных нуклеотидных выступов. 

дцРНК может быть синтезирована стандартными способами, известными в данной области, допол-

нительно обсуждаемыми ниже, например, с использованием автоматического ДНК-синтезатора, такого 

как ДНК-синтезаторы, коммерчески доступные, например, из Biosearch, Applied Biosystems, Inc. Эта 

дцРНК включает в себя две цепи РНК, которые являются достаточно комплементарными, чтобы гибри-

дизоваться с образованием дуплексной структуры. Одна цепь этой дцРНК (антисмысловая цепь) включа-

ет в себя участок комплементарности, который является по существу комплементарным, и обычно пол-

ностью комплементарным, последовательности-мишени, полученной из последовательности мРНК, об-

разованной во время экспрессии гена TTR, другая цепь (смысловая цепь) включает в себя участок, кото-

рый является комплементарным этой антисмысловой цепи, так что эти две цепи гибридизуются и обра-

зуют дуплексную структуру при объединении при подходящих условиях. Обычно, эта дуплексная струк-

тура имеет длину между 15 и 30, или между 25 и 30, или между 18 и 25, или между 19 и 24, или между 19 

и 21, или 19, 20 пар оснований или 21 пару оснований. В одном варианте осуществления дуплекс имеет 

длину 19 пар оснований. В другом варианте осуществления дуплекс имеет длину 21 пару оснований. При 

использовании двух разных siRNA в комбинации, длины этого дуплекса могут быть одинаковыми или 

могут различаться. 

Каждая цепь дцРНК эти имеет обычно длину между 15 и 30 или между 18 и 25, или 18, 19, 20, 21, 22, 

23, 24 или 25 нуклеотидов. В других вариантах осуществления, каждая цепь имеет длину 25-30 нуклеоти-

дов. Каждая цепь этого дуплекса может иметь одну и ту же длину или эти цепи могут иметь разную длину. 

При использовании двух различных siRNA в комбинации, длины каждой цепи каждой siRNA могут 

быть одинаковыми или могут различаться. 

дцРНК этого изобретения может включать в себя один или несколько одноцепочечных выступов из 

одного или нескольких нуклеотидов. В одном варианте осуществления, по меньшей мере один конец 

этой дцРНК имеет одноцепочечный нуклеотидный выступ из 1-4, обычно 1 или 2 нуклеотидов. В другом 

варианте осуществления, антисмысловая цепь дцРНК имеет содержащие 1-10 нуклеотидов выступы за 

3'-концом и 5'-концом смысловой цепи. В других вариантах осуществления, смысловая цепь этой дцРНК 

имеет содержащие 1-10 нуклеотидов выступы за 3'-концом и 5'-концом антисмысловой цепи. 

дцРНК, имеющая содержащий по меньшей мере один нуклеотид выступ, может иметь неожиданно 

лучшие ингибирующие свойства, чем ее имеющая тупые концы копия. В некоторых вариантах осущест-

вления, присутствие только одного выступа нуклеотидов усиливает активность интерференции этой 

дцРНК, без влияния на ее общую стабильность. Было показано, что дцРНК, имеющая только один вы-

ступ, была особенно стабильной и эффективной in vivo, a также в различных клетках, средах для культу-

ры клеток, крови и сыворотке. Обычно, одноцепочечный выступ локализован на 3'-конце антисмысловой 

цепи или, альтернативно, на 3'-конце смысловой цепи. Эта дцРНК может также иметь тупой конец, 

обычно расположенный на 5'-конце антисмысловой цепи. Такая дцРНК может иметь улучшенную ста-

бильность и улучшенную ингибирующую активность, что позволяет введение в низких дозах, т.е. менее 

5 мг/кг массы тела реципиента в день. Обычно, антисмысловая цепь дцРНК имеет выступ нуклеотидов 

на 3'-конце, а 5'-конец является тупым. В другом варианте осуществления, один или несколько нуклео-
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тидов в этом выступе заменены нуклеозидтиофосфатом. 

В одном варианте осуществления, геном TTR является ген TTR человека. В конкретных вариантах 

осуществления, смысловая цепь этой дцРНК является одной из смысловых последовательностей из таб-

лиц 3А, 3В, 4, 6А, 6В или 7, и антисмысловая цепь является одной из антисмысловых последовательно-

стей таблиц 3А, 3В, 4, 6А, 6В или 7. Альтернативные антисмысловые агенты, которые действуют в дру-

гом месте в последовательности-мишени, обеспеченной в таблицах 3А, 3В, 4, 6А, 6В или 7, могут быть 

легко определены с использованием последовательности-мишени и фланкирующей последовательности 

TTR. 

Квалифицированному в данной области специалисту хорошо известно, что дцРНК, имеющая дуп-

лексную структуру из 20-23, но особенно из 21, пар оснований, приветствовались в качестве особенно 

эффективных в индуцировании интерференции РНК (Elbashir et al, EMBO 2001, 20:6877-6888). Однако 

другие авторы нашли, что более короткие или более длинные дцРНК могут быть также эффективными. В 

вышеописанных вариантах осуществления, благодаря природе олигонуклеотидных последовательностей, 

обеспеченных в таблицах 3А, 3В, 4, 6А, 6В и 7, дцРНК, описанные в этом изобретении, могут включать в 

себя по меньшей мере одну цепь с описанной здесь длиной. Не без оснований можно ожидать, что более 

короткие дцРНК, имеющие одну из последовательностей таблиц 3А, 3В, 4, 6А, 6В или 7, минус только 

несколько нуклеотидов на одном или на обоих концах, могут быть сходным образом эффективными в 

сравнении с вышеописанными дцРНК. Таким образом, данное изобретение рассматривает также дцРНК, 

имеющие частичную последовательность по меньшей мере 15, 16, 17, 18, 19, 20 или более смежных (не-

прерываемых) нуклеотидов из одной из последовательностей таблиц 3, 4, 6 или 7 и отличающиеся по их 

способности ингибировать экспрессию гена TTR в анализе, описанном здесь ниже, не более чем на 5, 10, 

15, 20, 25 или 30% ингибирования от дцРНК, содержащей полную последовательность. Кроме того, 

дцРНК, которая расщепляет в желаемой последовательности-мишени TTR, может быть легко получена с 

использованием соответствующей антисмысловой последовательности TTR и комплементарной смысло-

вой последовательности. 

Кроме того, дцРНК, обеспеченные в таблицах 3А, 3В, 4, 6А, 6В или 7, идентифицируют сайт в TTR, 

который является чувствительным к расщеплению, основанному на RNAi. Вследствие этого, данное изо-

бретение дополнительно описывает дцРНК, которые поражают в пределах последовательности, являю-

щейся мишенью одного из агентов данного изобретения. В данном контексте, считается, что вторая 

дцРНК наносит удар в пределах последовательности первой дцРНК, если эта вторая дцРНК расщепляет 

мРНК в любом месте в пределах мРНК, которая является комплементарной антисмысловой цепи первой 

дцРНК. Такая вторая дцРНК будет обычно состоять по меньшей мере из 15 смежных нуклеотидов из 

одной из последовательностей, обеспеченных в таблицах 3А, 3В, 4, 6А, 6В или 7, связанных с дополни-

тельными нуклеотидными последовательностями, взятыми из участока, смежного с выбранной последо-

вательностью в гене TTR. 

дцРНК, описанная в этом изобретении, может содержать одно или несколько ошибочных спарива-

ний с последовательностью-мишенью. В одном варианте осуществления, дцРНК, описанная в этом изо-

бретении, содержит не более 3 ошибочных спариваний. Если антисмысловая цепь этой дцРНК содержит 

ошибочные спаривания с последовательностью-мишенью, предпочтительно, чтобы зона ошибочного 

спаривания не была расположена в центре участка комплементарности. Если антисмысловая цепь этой 

дцРНК содержит ошибочные спаривания с последовательностью-мишенью, предпочтительно, чтобы это 

ошибочное спаривание было ограничено 5 нуклеотидами от любого конца, например, 5, 4, 3, 2 или 1 

нуклеотидами из любого 5'- или 3'-конца участка комплементарности. Например, для цепи дцРНК из 23 

нуклеотидов, которая является комплементарной участку гена TTR, эта дцРНК не содержит никакого 

ошибочного спаривания в пределах 13 центральных нуклеотидов. Способы, описанные в этом изобрете-

нии, могут быть использованы для определения, является ли дцРНК, содержащая ошибочное спаривание 

с последовательностью-мишенью, эффективной в ингибировании экспрессии гена TTR. Рассмотрение 

эффективности дцРНК с ошибочными спариваниями в ингибировании экспрессии TTR является важ-

ным, особенно, если известно, что этот конкретный участок комплементарности в гене TTR имеет поли-

морфную вариацию последовательности в этой популяции. 

Модификации 

Еще в одном варианте осуществления, дцРНК модифицируют химически для увеличения стабиль-

ности. Нуклеиновые кислоты, описанные в этом изобретении, могут быть синтезированы и/или модифи-

цированы способами, хорошо установившимися в данной области, такими как описанные в "Current pro-

tocols in nucleic acid chemistry," Beaucage, S. L. et al. (Eds.), John Wiley & Sons, Inc., New York, NY, USA, 

которые включены здесь посредством ссылки. Конкретные примеры соединений дцРНК, применимых в 

этом изобретении, включают в себя дцРНК, содержащие модифицированные скелеты молекул или не 

природно-встречающиеся межнуклеозидные связи. Как определено в этом описании, дцРНК, имеющие 

модифицированные скелеты молекул, включают в себя дцРНК, которые сохраняют атом фосфора в этом 

скелете и которые не имеют атома фосфора в этом скелете. Для целей этого описания, и, как иногда ука-

зывается в данной области, модифицированные дцРНК, которые не имеют атома фосфора в их межнук-

леозидном скелете, могут также рассматриваться как олигонуклеозиды. 
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Модифицированные молекулярные скелеты дцРНК включают в себя, например, фосфоротиоаты, 

хиральные фосфоротиоаты, фосфородитиоаты, фосфоротриэфиры, аминоалкилфосфотриэфиры, метил- и 

другой алкилфосфонаты, включающие в себя 3'-алкиленфосфонаты и хиральные фосфонаты, фосфинаты, 

фосфорамидаты, включающие в себя 3'-аминофосфорамидат и аминоалкилфосфорамидаты, тионофосфо-

рамидаты, тионоалкилфосфонаты, тионоалкилфосфотриэфиры и боранофосфаты, имеющие нормальные 

3'-5'-связи, их 2'-5'-связанные аналоги, и имеющие обращенную полярность, при которой смежные пары 

нуклеозидных звеньев связаны 3'-5' - 5'-3' или 2'-5' - 5'-2'. В изобретение включены также смешанные со-

ли и формы свободных кислот. 

Репрезентативные патенты США, которые описывают получение вышеуказанных фосфорсодержа-

щих связей, включают в себя, но не ограничиваются ими, патенты США с номерами 3,687,808; 4,469,863; 

4,476,301; 5,023,243; 5,177,195; 5,188,897; 5,264,423; 5,276,019; 5,278,302; 5,286,717; 5,321,131; 5,399,676; 

5,405,939; 5,453,496; 5,455,233; 5,466,677; 5,476,925; 5,519,126; 5,536,821; 5,541,316; 5,550,111; 5,563,253; 

5,571,799; 5,587,361 и 5,625,050, каждый из которых включен здесь посредством ссылки. 

Модифицированные скелеты дцРНК, которые не содержат атома фосфора, имеют скелеты, которые 

образованы алкильными (с короткой цепью) или циклоалкильными межнуклеозидными связями, сме-

шанными гетероатомами и алкильными или циклоалкильными межнуклеозидными связями или одной 

или несколькими имеющими короткие цепи гетероатомными или гетероциклическими межнуклеозид-

ными связями. Они включают в себя скелеты, имеющие морфолино-связи (образованные частично из 

сахарной части нуклеозида); силоксановые скелеты; сульфидные, сульфоксидные и сульфоновые скеле-

ты; формацетил- и тиоформацетил-скелеты; метиленформацетил- и тиоформацетил-скелеты; алкенсо-

держащие скелеты; сульфаматные скелеты; метиленимино- и метиленгидразино-скелеты; сульфонатные 

и сульфонамидные скелеты; амидные скелеты и другие, имеющие смешанные части N-, О-, S- и СН2-

компонентов. 

Репрезентативные патенты США, которые описывают получение вышеуказанных олигонуклеози-

дов, включают в себя, но не ограничиваются ими, п атенты США с номерами 5,034,506; 5,166,315; 

5,185,444; 5,214,134; 5,216,141; 5,235,033; 5,64,562; 5,264,564; 5,405,938; 5,434,257; 5,466,677; 5,470,967; 

5,489,677; 5,541,307; 5,561,225; 5,596,086; 5,602,240; 5,608,046; 5,610,289; 5,618,704; 5,623,070; 5,663,312; 

5,633,360; 5,677,437; и 5,677,439, каждый из которых включен здесь посредством ссылки. 

В других подходящих миметиках дцРНК, как сахар, так и межнуклеозидная связь, т.е. скелет, нук-

леотидных звеньев заменены новыми группами. Звенья оснований сохраняются для гибридизации с под-

ходящим соединением-мишенью нуклеиновой кислоты. Одно такое олигомерное соединение, миметик 

дцРНК, который, как было показано, имеет превосходные свойства гибридизации, называют пептиднук-

леиновой кислотой (ПНК). В соединениях ПНК, сахарный скелет дцРНК заменен амидсодержащим ске-

летом, в частности, аминоэтилглициновым скелетом. 

Нуклеооснования сохраняются и связываются прямо или опосредованно с атомами азогруппы 

амидной части этого скелета. Репрезентативные патенты США, которые описывают получение соедине-

ний ПНК, включают в себя, но не ограничиваются ими, патенты США с номерами 5,539,082; 5,714,331 и 

5,719,262, каждый из которых включен здесь посредством ссылки. Дополнительное описание соедине-

ний ПНК может быть найдено в Nielsen et al., Science, 1991, 254, 1497-1500. 

Другими вариантами этого изобретения являются дцРНК с фосфоротиоатными скелетами и олиго-

нуклеозидами с гетероатомными скелетами, и, в частности, -CH2-NH-CH2-, -CH2-N(СН3)-О-СН2-

[известными как метилен- (метиламино-) или MMI-скелет], -СН2-О-N(CH3)-CH2-, -CH2-N(CH3)-N(CH3)-

СН2- и -N (СН3) -СН2-СН2- [где природный фосфодиэфирный скелет представлен как -О-Р-О-СН2-] цити-

руемого выше патента США № 5489677, и амидные скелеты цитируемого выше патента США  

№ 5602240. Предпочтительными также являются дцРНК, имеющие структуры морфолино-скелета, цити-

руемого выше патента США № 5034506. 

Модифицированные дцРНК могут также содержать одну или несколько замененных сахарных час-

тей. Предпочтительные дцРНК содержат одну из следующих групп в 2'-положении: ОН; F; O-, S- или N-

алкил; О-, S- или N-алкенил; О-, S- или N-алкинил; или O-алкил-О-алкил, где эти алкил, алкенил и алки-

нил могут быть замещенными или незамещенными C1-С10-алкилом или С2-С10-алкенилом или  

-алкинилом. Особенно предпочтительными являются O[(CH2)nO]mCH3, O(CH2)nOCH3, O(CH2)nNH2, 

O(CH2)nCH3, O(CH2)nONH2 и О(СН2)nON[(CH2)nCH3)]2, где n и m являются 1 - приблизительно 10. Дру-

гие предпочтительные дцРНК содержат одну из следующих групп в 2'-положении: низший C1-С10-алкил, 

замещенный низший алкил, алкарил, аралкил, О-алкарил или О-аралкил, SH, SCH3, OCN, Cl, Br, CN, CF3, 

OCF3, SOCH3, SO2CH3, ONO2, NO2, N3, NH2, гетероциклоалкил, гетероциклоалкарил, аминоалкиламино, 

полиалкиламино, замещенный силил, РНК-расщепляющую группу, репортерную группу, интеркалят, 

группу для улучшения фармакокинетических свойств дцРНК или группу для улучшения фармакодина-

мических свойств дцРНК и другие заместители, имеющие сходные свойства. Одна предпочтительная 

модификация включает в себя 2'-метоксиэтокси (2'-О-СН2СН2ОСН3, также известную как 2'-O-(2-

метоксиэтил) или 2'-МОЕ) (Martin et al, Helv. Chim. Acta, 1995, 78, 486-504), т.е. алкоксиалкоксигруппу. 

Одна дополнительная предпочтительная модификация включает в себя 2'-диметиламинооксиэтокси, т.е. 

группу О(СН2)2ON(СН3)2, также известную как 2'-DMAOE, описанную здесь в примерах ниже, и 2'-



036772 

- 13 - 

диметиламиноэтоксиэтокси (также известную в данной области как 2'-О-диметиламиноэтоксиэтил или 

2'-DMAEOE), т.е. 2'-O-СН2-O-CH2-N(CH2)2, также описанную здесь в примерах ниже. 

Другие предпочтительные модификации включают в себя 2'-метокси (2'-ОСН3), 2'-аминопропокси 

(2'-OCH2CH2CH2NH2) и 2'-фтор (2'-F). Сходные модификации могут быть также произведены в других 

положениях на дцРНК, в частности, 3'-положении сахара на 3'-концевом нуклеотиде или в 2'-5'-

связанных дцРНК и 5'-положении 5'-концевого нуклеотида. дцРНК могут также иметь сахарные мимети-

ки, такие как циклобутильные группы вместо пентофуранозильного сахара. Репрезентативные патенты 

США, которые описывают получение таких модифицированных сахарных структур, включают в себя, но 

не ограничиваются ими, патенты США с номерами 4,981,957; 5,118,800; 5,319,080; 5,359,044; 5,393,878; 

5,446,137; 5,466,786; 5,514,785; 5,519,134; 5,567,811; 5,576,427; 5,591,722; 5,597,909; 5,610,300; 5,627,053; 

5,639,873; 5,646,265; 5,658,873; 5,670,633 и 5,700,920, некоторые из которых находятся в общем владении 

с данной заявкой и каждый из которых включен здесь посредством ссылки в его полном объеме. 

дцРНК могут также включать в себя модификации и замены нуклеооснования (часто называемого в 

данной области просто "основанием"). В данном контексте, "немодифицированные" или "природные" 

нуклеооснования включают в себя пуриновые основания аденин (А) и гуанин (G) и пиримидиновые ос-

нования тимин (Т), цитозин (С) и урацил (U). Модифицированные нуклеооснования включают в себя 

другие синтетические и природные нуклеооснования, такие как 5-метилцитозин (5-me-С), 5-

гидроксиметилцитозин, ксантин, гипоксантин, 2-аминоаденин, 6-метилпроизводное и другие алкилпро-

изводные аденина и гуанина, 2-пропилпроизводное и другие алкилпроизводные аденина и гуанина, 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-, 8-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 и 3-деазагуанин и 3-деазааденин. Дополнитель-

ные нуклеооснования включают в себя нуклеооснования, описанные в патенте США №3,687,808, нук-

леооснования, описанные в Concise Encyclopedia Of Polymer Science And Engineering, pages 858-859, 

Kroschwitz, J. L, ed. John Wiley & Sons, 1990, нуклеооснования, описанные Englisch et al, Angewandte 

Chemie, International Edition, 1991, 30, 613, и нуклеооснования, описанные Sanghvi, Y S., Chapter 15, 

DsRNA Research and Applications, pages 289-302, Crooke, S. T. and Lebleu, В., Ed., CRC Press, 1993. Неко-

торые из этих нуклеооснований являются особенно применимыми для увеличения аффинности связыва-

ния олигомерных соединений, описанных в этом изобретении. Они включают в себя 5-замещенные пи-

римидины, 6-азапиримидины и N-2, N-6 и О-6 замещенные пурины, включающие в себя 2-

аминопропиладенин, 5-пропинилурацил и 5-пропинилцитозин. Было показано, что замены 5-

метилцитозином увеличивают 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. 27 6-

278) и являются примерами замен оснований, даже более предпочтительными при объединении с 2'-О-

метоксиэтильными модификациями сахара. 

Репрезентативные патенты США, которые описывают получение некоторых из вышеуказанных мо-

дифицированных нуклеооснований, а также других модифицированных нуклеооснований, включают в 

себя, но не ограничиваются ими, вышеупомянутый Патент США № 3687808, а также патенты США с 

номерами 4845205; 513030; 5134066; 5175273; 5367066; 5432272; 5457187; 5459255; 5484908; 5502177; 

5525711; 5552540; 5587469; 5594121, 5596091; 5614617 и 5,681,941, каждый из которых включен здесь 

посредством ссылки, и патент США № 5750692, также включенный здесь посредством ссылки. 

Конъюгаты 

Другая модификация дцРНК этого изобретения включает в себя химическое связывание с дцРНК 

одной или нескольких частиц или конъюгатов, которые усиливают их активность, клеточное распреде-

ление или клеточное поглощение дцРНК. Такие частицы включают в себя, но не ограничиваются ими, 

липидные частицы, такие как частица холестерина (Letsinger et al, Proc. Natl. Acid. Sci. USA, 1989, 86: 

6553-6556), холевую кислоту (Manoharan et al, Biorg. Med. Chem. Let., 1994, 4:1053-1060), простой тио-

эфир, например, гексил-S-тритилтиол (Manoharan et al, Ann. N.Y. Acad. Sci., 1992, 660:306-309; Manoha-

ran et al, Biorg. Med. Chem. Let., 1993, 3:2765-2770), тиохолестерин (Oberhauser et al, Nucl. Acids Res., 

1992, 20:533-538), алифатическую цепь, например, додекандиол или ундецильные остатки (Saison-

Behmoaras et al, EMBO J, 1991, 10:1111-1118; Kabanov et al, FEBS Lett., 1990, 259:327-330; Svinarchuk et 

al, Biochimie, 1993, 75:49-54), фосфолипид, например, дигексадецил-rac-глицерин или 1,2-ди-О-

гексадецил-rac-глицеро-3-Н-фосфонат триэтиламмония (Manoharan et al, Tetrahedron Lett., 1995, 36:3651-

3654; Shea et al, Nucl. Acids Res., 1990, 18:3777-3783), цепь полиамина или полиэтиленгликоля (Manoha-

ran et al, Nucleosides & Nucleotides, 1995, 14:969-973) или адамантануксусную кислоту (Manoharan et al, 

Tetrahedron Lett., 1995, 36:3651-3654), пальмитильную группу (Mishra et al, Biochim. Biophys. Acta, 1995, 

1264:229-237) или октадециламин или гексиламино-карбонилоксихолинстериновую группу (Crooke et al, 

J. Pharmacol. Exp. Ther., 1996, 277:923-937). 

Репрезентативные патенты США, которые описывают получение таких конъюгатов дцРНК, вклю-

чают в себя, но не ограничиваются ими, патенты США с номерами 4,828,97 9; 4,948,8 82; 5,218,105; 
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5,525,465; 5,541,313; 5,545,730; 5,552,538; 5,578,717, 5,580,731; 5,591,584; 5,109,124; 5,118,802; 5,138,045; 

5,414,077; 5,486,603; 5,512,439; 5,578,718; 5,608,046; 4,587,044; 4,605,735; 4,667,025; 4,762,779; 4,789,737; 

4,824,941; 4,835,263; 4,876,335; 4,904,582; 4,958,013; 5,082,830; 5,112,963; 5,214,136; 5,082,830; 5,112,963; 

5,214,136; 5,245,022; 5,254,469; 5,258,506; 5,262,536; 5,272,250; 5,292,873; 5,317,098; 5,371,241, 5,391,723; 

5,416,203, 5,451,463; 5,510,475; 5,512,667; 5,514,785; 5,565,552; 5,567,810; 5,574,142; 5,585,481; 5,587,371; 

5,595,726; 5,597,696; 5,599,923; 5,599,928 и 5,688,941, каждый из которых включен здесь посредством 

ссылки. 

Необязательно, чтобы все положения в конкретном соединении были однородно модифицированы, 

и фактически более одной из вышеупомянутых модификаций могут быть включены в отдельном соеди-

нении или даже в отдельном нуклеозиде в дцРНК. Данное изобретение включает в себя также дцНК-

соединения, которые являются химерными соединениями. "Химерные" дцРНК-соединения, или "химе-

ры", являются в контексте этого изобретения дцРНК-соединениями, в частности, дцРНК, которые со-

держат два или более химически различных участков, каждый из которых построен по меньшей мере из 

одного мономерного звена, т.е. нуклеотида, в случае дцРНК-соединения. Эти дцРНК обычно содержат 

по меньшей мере один участок, в котором эта дцРНК является модифицированной для придания этой 

дцРНК устойчивости к нуклеазной деградации, увеличенного клеточного поглощения и/или увеличенной 

аффинности связывания в отношении нуклеиновой кислоты-мишени. Дополнительный участок этой 

дцРНК может служить в качестве субстрата для ферментов, способных расщеплять гибриды РНК-ДНК 

или РНК-РНК. В качестве примера, РНКаза Н является клеточной эндонуклеазой, которая расщепляет 

РНК-цепь дуплекса РНК-ДНК. Таким образом, активация РНКазы Н приводит к расщеплению РНК-

мишени, увеличивая посредством этого в значительной степени эффективность ингибирования дцРНК 

экспрессии генов. В результате, сравнимые результаты могут быть часто получены с более короткими 

дцРНК при использовании химерных дцРНК, в сравнении с фосфоротиоатными деокси-дцРНК, гибриди-

зующимися с тем же самым участком-мишенью. 

Расщепление РНК-мишени может быть детектировано рутинным образом при помощи гель-

электрофореза и, если необходимо, ассоциированными способами гибридизации, известными в данной 

области. Сайт расщепления на мРНК-мишени дцРНК может быть определен с использованием способов, 

обычно известных специалисту с обычной квалификацией в данной области, например, способ 5'-RACE, 

описанный в статье Soutschek et al., Nature; 2004, Vol. 432, pp. 173-178 (которая включена здесь посредст-

вом ссылки для всех целей). В одном варианте осуществления, с использованием способа 5'-RACE, опи-

санного Soutschek et al., было определено, что ALN-18 32 8 расщепляет мРНК TTR между нуклеотидом 

гуанином в положении 636 SEQ ID NO:1331 (NM_000371.3) и нуклеотидом аденином в положении 637 

SEQ ID NO:1331. В одном варианте осуществления, было определено, что ALN-18328 действительно 

расщепляет мРНК TTR между нуклеотидом аденином в положении 637 SEQ ID NO:1331 и нуклеотидом 

гуанином в положении 638 SEQ ID NO:1331. 

В некоторых случаях, дцРНК может быть модифицирована не являющейся лигандом группой. Не-

которое число не-лигандных молекул конъюгировали с дцРНК для усиления активности, клеточного 

распределения и клеточного поглощения этой дцРНК, и процедуры для выполнения таких конъюгации 

доступны в научной литературе. Такие не-лигандные части молекулы включали в себя липидные части-

цы, такие как холестерин (Letsinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1989, 86:6553), холевую кислоту 

(Manoharan et al., Bioorg. Med. Chem. Lett., 1994, 4:1053), простой тиоэфир, например, гексил-S-

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), алифатическую цепь, 

например, додекандиол или ундецильные остатки (Saison-Behmoaras et al, EMBO J, 1991, 10:1111-1118; 

Kabanov et al, FEBS Lett., 1990, 259:327-330; Svinarchuk et al, Biochimie, 1993, 75:49-54), фосфолипид, 

например, дигексадецил-rac-глицерин или 1,2-ди-О-гексадецил-rac-глицеро-3-Н-фосфонат триэтиламмо-

ния (Manoharan et al, Tetrahedron Lett., 1995, 36:3651-3654; Shea et al, Nucl. Acids Res., 1990, 18:3777-

3783), цепь полиамина или полиэтиленгликоля (Manoharan et al, Nucleosides & Nucleotides, 1995, 14:969-

973) или адамантануксусную кислоту (Manoharan et al, Tetrahedron Lett., 1995, 36:3651-3654), пальми-

тильную группу (Mishra et al, Biochim. Biophys. Acta, 1995, 1264:229-237) или октадециламин или гекси-

ламинокарбонилоксихолестериновую группу (Crooke et al, J. Pharmacol. Exp. Ther., 1996, 277:923-937). 

Репрезентативные Патенты США, которые описывают получение таких конъюгатов дцРНК, были пере-

числены выше. Типичные протоколы конъюгации включают в себя синтез дцРНК, несущих аминолинкер 

в одном или нескольких положениях этой последовательности. Затем эта аминогруппа реагирует с моле-

кулой, конъюгированной с использованием подходящих реагентов связывания или активации. Эта реак-

ция конъюгации может проводиться или с дцРНК, все еще связанной с твердой подложкой, или после 

отщепления этой дцРНК в фазу раствора. Очистка этого дцРНК-конъюгата при помощи ВЖХ обычно 

дает чистый конъюгат. 

Кодируемые вектором дцРНК 

В другом аспекте, молекулы дцРНК TTR экспрессируются из транскрипционных единиц, инсерти-

рованных в ДНК- или РНК-векторы (см., например, Couture, A, et al, TIG. (1996), 12:5-10; Skillern, A., et 

al, International PCT Publication No. WO 00/22113, Conrad, International PCT Publication No. WO 00/22114, 
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и Conrad, U.S. Pat. No. 6,054,299). Эти трансгены могут быть введены в виде линейной конструкции, 

кольцевой плазмиды или вирусного вектора, которые могут быть включены и унаследованы в виде 

трансгена, интегрированного в геном хозяина. Этот трансген может быть также сконструирован таким 

образом, что он может наследоваться в виде внехромосомной плазмиды. (Gassmann, et al, Proc. Natl. 

Acad. Sci. USA (1995) 92:1292). 

Отдельные цепи дцРНК могут транскрибироваться промоторами на двух отдельных экспрессион-

ных (экспрессирующих) векторах и котрансфицироваться в клетку-мишень. Альтернативно, каждая от-

дельная цепь дцРНК может быть экспрессирована промоторами, оба из которых расположены на одной и 

той же экспрессионной плазмиде. В одном варианте осуществления, дцРНК экспрессируется в виде ин-

вертированного повтора, присоединенного линкерной полинуклеотидной последовательностью, так что 

эта дцРНК имеет структуру стебля и петли. 

Рекомбинантные экспрессионные векторы дцРНК являются обычно ДНК-плазмидами или вирус-

ными векторами. Экспрессирующие дцРНК вирусные векторы, может быть сконструированы на основе 

аденоассоциированного вируса (но не только) (в отношении обзора см. Muzyczka, et al, Curr. Topics 

Micro. Immunol. (1992) 158:97-129)); аденовируса (см., например, for example, Berkner, et al, BioTech-

niques (1998) 6:616), Rosenfeld et al (1991, Science 252:431-434) и Rosenfeld et al (1992), Cell 68:143-155)); 

или альфавируса, а также других вирусов, известных в данной области. Ретровирусы использовали для 

введения различных генов во многие различные типы клеток, в том числе эпителиальных клеток, in vitro 

и/или in vivo (см., например, Eglitis, et al, Science (1985) 230: 1395-1398; Danos and Mulligan, Proc. Natl. 

Acad. Sci. USA (1998) 85:6460-6464; Wilson et al, 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:3014-3018; Armen-

tano et al, 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:61416145; Huber et al, 1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 

88:8039-8043; Ferry et al, 1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:8377-8381; Chowdhury et al, 1991, Science 

254:1802-1805; van Beusechem. et al, 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:7640-19; Kay et al, 1992, Human 

Gene Therapy 3:641-647; Dai et al., 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10892-10895; Hwu et al., 1993, J. 

Immunol. 150:4104-4115; Патент США № 4868116; Патент США № 4980286; РСТ Заявка WO 89/07136; 

РСТ Заявка WO 89/02468; РСТ Заявка WO 89/05345 и РСТ Заявка WO 92/07573). Рекомбинантные адено-

вирусные векторы, способные трансдуцировать и экспрессировать гены, инсертированные в геном клет-

ки, могут быть получены трансфекцией рекомбинантного ретровирусного генома в подходящие упако-

вывающие клеточные линии, такие как РА317 и Psi-CRIP (Comette et al., 1991, Human Gene Therapy 2:5-

10; Cone et al., 1984, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81 :6349). Рекомбинантные аденовирусные векторы могут 

быть использованы для инфицирования большого разнообразия клеток и тканей в восприимчивых хозяе-

вах (например, крысе, хомячке, собаке и шимпанзе) (Hsu et al., 1992, J. Infectious Disease, 166:769), a так-

же имеют преимущество, заключающееся в том, что для инфицирования не требуются митотически ак-

тивные клетки. 

Может быть использован любой вирусный вектор, способный акцептировать кодирующие последо-

вательности для молекулы (молекул) дцРНК, подлежащие экспрессии, например, векторы, произведен-

ные из аденовируса (AV); аденоассоциированного вируса (AAV); ретровируса (например, лентивирусов 

(LV), рабдовирусов, вируса мышиного лейкоза); герпес-вируса и т.п. Тропизм вирусных векторов может 

быть модифицирован псевдотипированием (упаковкой) этих векторов белками оболочки или другими 

поверхностными антигенами из других вирусов или заменой различных белков вирусного капсида, соот-

ветственно. 

Например, лентивирусные векторы, описанные в этом изобретении, могут быть псевдотипированы 

поверхностными белками из вируса везикулярного стоматита (VSV), вируса бешенства, вируса Эбола, 

вируса Мокола и т.п. AAV-векторы, описанные в этом изобретении, могут быть нацелены на различные 

клетки-мишени конструированием векторов для экспрессии различных серотипов капсидных белков. 

Например, ААМ-вектор, экспрессирующий капсид серотипа 2 на геноме серотипа 2, назван AAV 2/2. 

Этот ген капсида серотипа 2 в векторе AAV 2/2 может быть заменен геном капсида серотипа 5 с получе-

нием вектора AAV 2/5. Способы конструирования векторов AAV, которые экспрессируют различные 

серотипы капсидных белков, находятся в пределах квалификации в данной области; см., например, ста-

тью Rabinowitz J E et al. (2002), J Virol 76:791-801, все описание которой включено здесь посредством 

ссылки. 

Селекция (отбор) рекомбинантных вирусных векторов, подходящих для применения в этом изобре-

тении, способы для инсертирования последовательностей нуклеиновых кислот для экспрессии дцРНК в 

вектор и способы доставки вирусного вектора в представляющие интерес клетки находятся в рамках ква-

лификации в данной области. См., например, Dornburg R (1995), Gene Therap. 2: 301-310; Eglitis M A 

(1988), Biotechniques 6: 608-614; Miller A D (1990), Hum Gene Therap. 1: 5-14; Anderson W F (1998), Nature 

392: 25-30; и Rubinson D A et al. , Nat. Genet. 33: 401-406, полные описания которых включены здесь по-

средством ссылки. 

Вирусные векторы могут быть получены из AV и AAV. В одном варианте осуществления, дцРНК, 

описанная в этом изобретении, экспрессируется в виде двух отдельных, комплементарных одноцепочеч-

ных молекул РНК из рекомбинантного AAV-вектора, имеющего, например, промоторы РНК U6 или HI 

или промотор цитомегаловируса (CMV). 
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Подходящий AV-вектор для экспрессии дцРНК, описанной в этом изобретении, способ конструи-

рования рекомбинантного AV-вектора и способ доставки этого вектора в клетки-мишени описаны в Xia 

H et al. (2002), Nat. Biotech. 20: 1006-1010. 

Подходящие AAV-векторы для экспрессии дцРНК, описанной в этом изобретении, способы конст-

руирования рекомбинантного AAV-вектора и способ доставки этого вектора в клетки-мишени 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 № 5,252,479; патенте США № 5,139,941; Международной 

заявке на патент № WO 94/13788 и Международной заявке на патент № WO 93/24641, полные описания 

которых включены здесь посредством ссылки. 

Промотор, запускающий экспрессию дцРНК либо в ДНК-плазмиде, либо в вирусном векторе, опи-

санных в этом изобретении, может быть эукариотическим промотором РНК-полимеразы I (например, 

промотором рибосомной РНК), РНК-полимеразы II (например, ранним промотором CMV или промото-

ром актина или промотором U1 snRNA) или обычно промотором РНК-полимеразы III (например, промо-

тором РНК U6 snRNA или 7SK РНК) или прокариотическим промотором; например, промотор Т7, обес-

печиваемый экспрессионной плазмидой, кодирует также РНК-полимеразу Т7, необходимую для транс-

крипции от промотора Т7. Этот промотор может также управлять экспрессией трансгена в поджелудоч-

ную железу (см., например, регуляторную последовательность инсулина для поджелудочной железы 

(Bucchini et al., 1986, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83:2511-2515)). 

Кроме того, экспрессия трансгена может точно регулироваться, например, с использованием инду-

цируемой регуляторной последовательности и экспрессионных систем, таких как регуляторная последо-

вательность, которая чувствительна к некоторым физиологическим регуляторам, например, уровням 

циркуляции глюкозы или гормонам (Docherty et al. , 1994, FASEB J. 8:20-24) . Такие индуцируемые экс-

прессионные системы, подходящие для регуляции экспрессии трансгенов в клетках или в млекопитаю-

щих, включают в себя регуляцию экдизоном, эстрогеном, прогестероном, тетрациклином, химическими 

индукторами димеризации и изопропил-бета-D1-тиогалактопиранозидом (EPTG). Специалист с квалии-

фикацией в данной области будет способен выбрать подходящую регуляторную/промоторную последо-

вательность на основе предполагаемого применения трансгена дцРНК. 

Обычно рекомбинантные векторы, способные экспрессировать молекулы дцРНК, доставляются, как 

описано ниже, и продолжают существовать в клетках-мишенях. Альтернативно, могут быть использова-

ны вирусные векторы, которые обеспечивают транзиторную экспрессию молекул дцРНК. Такие векторы 

могут вводиться повторно в случае необходимости. После экспрессии, эти дцРНК связываются с РНК-

мишенью и модулируют ее функцию или экспрессию. Доставка дцРНК-экспрессирующих векторов мо-

жет быть системной, например, внутривенным или внутримышечным введением, введением в клетки-

мишени, эксплантируемые из пациента, с последующим повторным введением в этого пациента, или 

любым другим способом, который позволяет введение в желаемую клетку-мишень. 

Экспрессирующие дцРНК ДНК-плазмиды обычно трансфицируют в клетки-мишени в виде ком-

плекса с катионоактивными липидными носителями (например, олигофектамином) или носителями на 

основе некатионоактивного липида (например, Transit-TKO). 
Множественные липидные трансфекции для дцРНК-опосредованных нокдаунов, поражающих раз-

личные участки единственного гена TTR или множественных генов TTR, на протяжении периода одной 

недели или более также рассматриваются этим изобретением. Успешное введение векторов в клетки-

хозяева может подвергаться мониторингу с использованием различных известных способов. Например, 

транзиторная трансфекция может сигнализироваться репортером, таким как флуоресцентный маркер, 

такой как зеленый флуоресцентный белок (GFP). Стабильная трансфекция клеток ех vivo может обеспе-

чиваться с использованием маркеров, которые обеспечивает трансфицированная клетка, с устойчиво-

стью к конкретным факторам окружающей среды (например, антибиотикам и лекарственным средствам), 

такой как устойчивость к гигромицину В. 

TTR-специфические молекулы дцРНК могут быть также инсертированы в векторы и использованы 

в качестве векторов генной терапии для пациентов-людей. Векторы генной терапии могут доставляться 

субъекту, например, внутривенной инъекцией, локальным введением (см. Патент США № 5328470) или 

стереотаксической инъекцией (см., например, Chen et al. (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:3054-3057). 

Фармацевтический препарат вектора генной терапии может включать в себя вектор генной терапии в 

приемлемом растворителе или может включать в себя матрикс медленного высвобождения, в который 

заделан носитель доставки гена. Альтернативно, когда вектор доставки полного гена может быть полу-

чен интактным из рекомбинантных клеток, например, ретровирусных клеток, этот фармацевтический 

препарат может включать в себя одну или несколько клеток, которые продуцируют эту систему доставки 

генов. 

III. Фармацевтические композиции, содержащие дцРНК 

В одном варианте осуществления, это изобретение обеспечивает фармацевтические композиции, 

содержащие дцРНК, описанные здесь, и фармацевтически приемлемый носитель. Фармацевтическая 

композиция, содержащая дцРНК, применима для лечения заболевания или нарушения, ассоциированно-

го с экспрессией или активностью гена TTR, например, патологических процессов, опосредованных экс-



036772 

- 17 - 

прессией TTR. Такие фармацевтические композиции готовят на основе способа доставки. Одним приме-

ром являются композиции, которые готовят для системного введения посредством парентеральной дос-

тавки, например, внутривенной (IV) доставки. Другим примером являются композиции, которые готовят 

для прямой доставки в паренхиму головного мозга, например, инфузией в головной мозг, например, не-

прерывной нагнетательной инфузией. 

Описанные здесь фармацевтические композиции вводят в дозах, достаточных для ингибирования 

экспрессии генов TTR. 

Обычно, подходящая доза дцРНК будет находиться в диапазоне 0,01-200,0 миллиграммов на кило-

грамм массы тела реципиента в день, обычно в диапазоне 1-50 мг на килограмм массы тела в день. На-

пример, дцРНК может вводиться при 0,0059 мг/кг, 0,01 мг/кг, 0,0295 мг/кг, 0,05 мг/кг, 0,0590 мг/кг, 0,163 

мг/кг, 0,2 мг/кг, 0,3 мг/кг, 0,4 мг/кг, 0,5 мг/кг, 0,54 3 мг/кг, 0,590 мг/кг, 0,6 мг/кг, 0,7 мг/кг, 0,8 мг/кг, 0,9 

мг/кг, 1 мг/кг, 1,1 мг/кг, 1,2 мг/кг, 1,3 мг/кг, 1,4 мг/кг, 1,5 мг/кг, 1,628 мг/кг, 2 мг/кг, 3 мг/кг, 5,0 мг/кг, 10 

мг/кг, 2 0 мг/кг, 3 0 мг/кг, 4 0 мг/кг или 50 мг/кг на однократную дозу. 

В одном варианте осуществления, эта доза находится между 0,01 и 0,2 мг/кг. Например, дцРНК мо-

жет вводиться в дозе 0,01 мг/кг, 0,02 мг/кг, 0,3 мг/кг, 0,04 мг/кг, 0,05 мг/кг, 0,06 мг/кг, 0,07 мг/кг, 0,08 

мг/кг, 0,09 мг/кг, 0,10 мг/кг, 0,11 мг/кг, 0,12 мг/кг, 0,13 мг/кг, 0,14 мг/кг, 0,15 мг/кг, 0,16 мг/кг, 0,17 мг/кг, 

0,18 мг/кг, 0,19 мг/кг или 0,2 0 мг/кг. 

В одном варианте осуществления, эта доза находится в диапазоне 0,005 мг/кг - 1,628 мг/кг. Напри-

мер, дцРНК может вводиться в дозе 0,0059 мг/кг, 0,0295 мг/кг, 0,0590 мг/кг, 0,163 мг/кг, 0,543 мг/кг, 

0,5900 мг/кг или 1,628 мг/кг. 

В одном варианте осуществления, эта доза находится в диапазоне 0,2 мг/кг - 1,5 мг/кг. Например, 

дцРНК может вводиться в дозе 0,2 мг/кг, 0,3 мг/кг, 0,4 мг/кг, 0,5 мг/кг, 0,6 мг/кг, 0,7 мг/кг, 0,8 мг/кг, 0,9 

мг/кг, 1 мг/кг, 1,1 мг/кг, 1,2 мг/кг, 1,3 мг/кг, 1,4 мг/кг или 1,5 мг/кг. 

Эта фармацевтическая композиция может вводиться один раз в день, или дцРНК может вводиться в 

виде двух, трех или более субдоз при подходящих интервалах на протяжении дня или даже с использо-

ванием непрерывной инфузии или доставки с использованием формы пролонгированного высвобожде-

ния. В этом случае дцРНК, содержащаяся в каждой субдозе, должна быть соответственно в меньшем ко-

личестве для достижения общей суточной дозы. Единица дозы может быть также компаундирована для 

доставки на протяжении нескольких дней, например, с использованием общепринятой формы пролонги-

рованного высвобождения, которая обеспечивает поддерживаемое высвобождение дцРНК на протяже-

нии периода нескольких дней. Готовые формы пролонгированного высвобождения хорошо известны в 

данной области и особенно применимы для доставки агентов в конкретном месте, так чтобы их можно 

было использовать с агентами данного изобретения. В этом варианте осуществления, унифицированная 

лекарственная форма содержит соответствующее множество суточных доз. 

Действие однократной дозы на уровни TTR является продолжительным, 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 или с ин-

тервалами не более 5, 6, 7, 8, 9 или 10 недель. 

Квалифицированному в данной области специалисту будет понятно, что некоторые факторы могут 

влиять на дозу и тайминг, необходимые для эффективного лечения субъекта, включающие в себя, но не 

ограничивающиеся ими, тяжесть заболевания или нарушения, предшествующее лечение, общее здоровье 

и/или возраст субъекта и другие присутствующие заболевания. Кроме того, лечение субъекта терапевти-

чески эффективным количеством композиции может включать в себя однократный курс лечения или ряд 

курсов лечения. Оценивания эффективных доз и времени полужизни in vivo для отдельных дцРНК, рас-

сматриваемых данным изобретением, могут быть выполнены с использованием общепринятых методо-

логий или на основе тестирования in vivo с применением подходящей модели животного, как описано 

здесь в другом месте. 

Успехи в области генетики мышей позволили создать ряд мышиных моделей для исследования раз-

личных заболеваний человека, таких как патологические процессы, опосредуемые экспрессией TTR, а 

также для определения терапевтически эффективной дозы. Подходящей мышиной моделью является, 

например, мышь, содержащая плазмиду, экспрессирующую TTR человека. Другой подходящей мыши-

ной моделью является трансгенная мышь, несущая трансген, который экспрессирует TTR человека. 

Данные, полученные из анализов культур клеток и исследований на животных, могут быть исполь-

зованы в приготовлении диапазона доз для применения в людях. Доза композиций, описанных в этом 

изобретении, обычно находится в диапазоне циркулирующих концентраций, которые включают в себя 

ED50 с малой токсичностью или с отсутствием токсичности. Доза может варьироваться в этом диапазоне 

в зависимости от используемой лекарственной формы и используемого способа введения. Для любого 

соединения, используемого в описанных в данном изобретении способах, терапевтически эффективная 

доза может быть приближенно определена сначала из анализов культуры клеток. Доза может быть при-

готовлена с использованием моделей животных для получения диапазона циркулирующей в плазме кон-

центрации этого соединения или, при необходимости, полипептидного продукта последовательности-

мишени (например, получением уменьшенной концентрации этого полипептида), который включает в 

себя IC50 (т.е. концентрацию тест-соединения, которая дает полумаксимальное ингибирование симпто-
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мов), определенную в культуре клеток. Такая информация может быть использована для более точного 

определения доз, применимых в людях. Могут быть измерены уровни в плазме, например, с использова-

нием высокоэффективной жидкостной хроматографии. 

Описанные в этом изобретении дцРНК могут вводиться в комбинации с другими известными аген-

тами, эффективными в лечении патологических процессов, опосредуемых экспрессией гена-мишени. В 

любом случае, осуществляющий введение врач может корректировать количество и тайминг введения 

дцРНК на основании результатов, наблюдаемых с использованием стандартных измерений эффективно-

сти, известных в данной области или описанных здесь. 

Введение 

Данное изобретение включает в себя также фармацевтические композиции и готовые формы, кото-

рые включают в себя дцРНК-соединения, описанные в этом изобретении. Фармацевтические композиции 

данного изобретения могут вводиться различными способами в зависимости от того, является ли жела-

тельным местное или системное лечение, и от подлежащей обработке зоны. Введение может быть ло-

кальным, легочным, например, с использованием ингаляции или инсуффляции порошков или аэрозолей, 

в том числе при помощи распылителя; интратрахеальным, интраназальным, эпидермальным и трансдер-

мальным, пероральным или парентеральным. Парентеральное введение включает в себя внутривенную, 

внутриартериальную, подкожную, внутрибрюшинную или внутримышечную инъекцию или инфузию; 

или интракраниальное, например, внутрипаренхимное, внутриоболочечное или внутрижелудочковое 

введение. 

Эти дцРНК могут доставляться таким образом, чтобы поражать конкретную ткань, такую как пе-

чень (например, гепатоциты печени). 

Данное изобретение включает в себя фармацевтические композиции, которые могут доставляться 

инъекцией непосредственно в головной мозг. Эта инъекция может выполняться стереотаксической инъ-

екцией в конкретный участок головного мозга (например, черное вещество, кору, гиппокамп, полосатое 

тело или бледный шар), или дцРНК может доставляться во множественные участки центральной нервной 

системы (например, во множественные участки головного мозга и/или в спинной мозг). дцРНК могут 

также доставляться в диффузные участки головного мозга (например, диффузной доставкой в кору го-

ловного мозга). 

В одном варианте осуществления, дцРНК, поражающая TTR, может доставляться посредством ка-

нюли или другого устройства доставки, имеющего один конец, имплантированный в ткань, например, 

головной мозг, например, черное вещество, кору, гиппокамп, полосатое тело, мозолистое тело или блед-

ный шар головного мозга. Эта канюля может быть соединена с резервуаром композиции дцРНК. Поток 

или доставка может быть опосредована насосом, например, осмотическим насосом или мининасосом, 

таким как насос Alzet (Durect, Cupertino, CA) . В одном варианте осуществления, эти насос и резервуар 

имплантированы в зоне, удаленной от этой ткани, например, в брюшной полости, и доставка осуществ-

ляется посредством канала, идущего от насоса или резервуара к участку высвобождения. Инфузия ком-

позиции дцРНК в головной мозг может осуществляться на протяжении нескольких часов или в течение 

нескольких дней, например, в течение 1, 2, 3, 5 или 7 дней или более. Устройства для доставки в голов-

ной мозг описаны, например, в патентах США с номерами 6093180 и 5814014. 

Фармацевтические композиции и готовые формы для локального введения могут включать в себя 

трансдермальные пластыри, мази, лосьоны, кремы, гели, капли, суппозитории, спреи, жидкости и по-

рошки. Могут быть необходимыми или желательными общепринятые фармацевтические носители, вод-

ные, порошкообразные или масляные основы, загущающие агенты и т.п. Могут быть также применимы 

имеющие покрытия презервативы, перчатки и т.п. Подходящие локальные готовые формы включают в 

себя формы, в которых дцРНК, описанные в этом изобретении, находятся в смеси с агентом локальной 

доставки, таким как липиды, липосомы, жирные кислоты, эфиры жирных кислот, стероиды, хелатообра-

зующие агенты и поверхностно-активные вещества. Подходящие липиды и липосомы включают в себя 

нейтральные (например, диолеоилфосфатидилэтаноламин DOPE, димиристоилфосфатидилхолин DMPC, 

дистеароилфосфатидилхолин), отрицательные (например, димиристоилфосфатидилглицерин DMPG) и 

катионоактивные (например, диолеилтетраметиламинопропил DOTAP и диолеоилфосфатидилэтанола-

мин DOTMA). дцРНК, описанные в этом изобретении, могут быть инкапсулированы в липосомах или 

могут образовывать комплексы с ними, в частности с катионоактивными липосомами. Альтернативно, 

дцРНК могут образовывать комплексы с липидами, в частности, с катионоактивными липидами. Подхо-

дящие жирные кислоты и эфиры включают в себя, но не ограничиваются ими, арахидоновую кислоту, 

олеиновую кислоту, эйкозановую кислоту, лауриновую кислоту, каприловую кислоту, каприновую ки-

слоту, миристиновую кислоту, пальмитиновую кислоту, стеариновую кислоту, линолевую кислоту, ди-

капрат, трикапрат, моноолеин, дилаурин, глицерил-1-монокапрат, 1-додецилазациклогептан-2-он, акрил-

карнитин, ацилхолин или C1-10-алкиловый эфир (например, изопропилмиристат IPM), моноглицерат, ди-

глицерид или их фармацевтически приемлемая соль. Готовые формы для локального введения описаны 

подробно в Патенте США № 6747 014, который включен здесь посредством ссылки. 

Липосомные готовые формы 

Имеются многие организованные структуры поверхностно-активных веществ, наряду с микро-
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эмульсиями, которые были исследованы и использованы для приготовления лекарственных средств. Они 

включают в себя монослои, мицеллы, бислои и пузырьки (везикулы). Везикулы, такие как липосомы, 

привлекают большой интерес вследствие их специфичности и длительности действия, которые они пре-

доставляют с точки зрения доставки лекарственных средств. В контексте данного изобретения, термин 

"липосома" обозначает везикулу (пузырек), состоящий из амфифильных липидов, аранжированных в 

сферический бислой или бислои. 

Липосомы являются однослойными или многослойными пузырьками (везикулами), которые имеют 

мембрану, образованную из липофильного материала и водной внутренней части. Эта водная часть со-

держит подлежащую доставке композицию. Катионоактивные липосомы имеют то преимущество, что 

они способны сливаться с клеточной стенкой. Некатионоактивные липосомы, хотя они и неспособны 

эффективно сливаться с клеточной стенкой, поглощаются макрофагами in vivo. 

Для прохождения интактной кожи млекопитающего, липидные пузырьки должны проходить через 

ряд тонких пор, каждая из которых имеет диаметр менее 50 нм, под влиянием подходящего трансдер-

мального градиента. Таким образом, желательно использовать липосому, которая является высокоде-

формируемой и способна проходить через эти тонкие поры. 

Следующие преимущества липосом включают в себя следующее: липосомы, полученные из при-

родных фосфолипидов, являются биосовместимыми и биодеградируемыми; липосомы могут включать в 

себя широкий диапазон водорастворимых и растворимых в липидах лекарственных средств; липосомы 

могут защищать инкапсулированные лекарственные средства в их внутренних компартментах от метабо-

лизма и деградации (Rosoff, in Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger and Banker (Eds.), 1988, 

Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., volume 1, p. 245). Важными условиями в приготовлении липосомных 

готовых форм являются заряд липидной поверхности, размер пузырьков и водный объем липосом. 

Липосомы применимы для транспорта и доставки активных ингредиентов к участку действия. По-

скольку липосомная мембрана является структурно сходной с биологическими мембранами, при нанесе-

нии липосом на ткань, липосомы начинают сливаться с клеточными мембранами, и по мере прогресси-

рования слияния липосомы и клетки, содержимое липосомы опустошается в эту клетку, где может дей-

ствовать активный агент. 

Липосомные готовые формы были центром интенсивного исследования в качестве способа достав-

ки для многих лекарственных средств. Существует растущее доказательство того, что для локального 

применения липосомы предоставляют несколько преимуществ над другими готовыми формами. Такие 

преимущества включают в себя уменьшенные побочные действия, связанные с высокой системной аб-

сорбцией вводимого лекарственного средства, увеличенное накапливание введенного лекарственного 

средства ви желаемой мишени и способность к введению большого разнообразия лекарственных средств, 

как гидрофильных, так и гидрофобных, в кожу. 

Несколько сообщений подробно описали способность липосом к доставке агентов, в том числе 

ДНК с высокой молекулярной массой, в кожу. В кожу вводили соединения, включающие в себя аналге-

зирующие вещества, антитела, гормоны и ДНК с высокой молекулярной массой. Большинство примене-

ний приводили к достижению верхнего эпидермиса. 

Липосомы подразделяются на два широких класса. Катионоактивные липосомы являются положи-

тельно заряженными липосомами, которые взаимодействуют с отрицательно заряженными молекулами 

ДНК с образованием стабильного комплекса. Положительно заряженный комплекс ДНК/липосома свя-

зывается с отрицательно заряженной клеточной поверхностью и интернализуется в эндосоме. Вследст-

вие кислого рН в этой эндосоме, эти липосомы разрываются с высвобождением их содержимого в цито-

плазму клетки (Wang et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 1987, 147, 980-985). 

Липосомы, которые являются рН-чувствительными или отрицательно заряженными, захватывают 

скорее ДНК, чем комплекс с ней. Поскольку как ДНК, так и липид являются сходным образом заряжен-

ными, происходит скорее отталкивание, чем образование комплекса. Тем не менее, некоторая часть ДНК 

захватывается в водной внутренней части этих липосом. рН-чувствительные липосомы использовали для 

доставки ДНК, кодирующей ген тимидинкиназы к монослоям клеток в культуре. Экспрессию этого экзо-

генного гена детектировали в клетках-мишенях (Zhou et al, Journal of Controlled Release, 1992, 19, 269-

274). 

Основной тип липосомной композиции включает в себя фосфолипиды, другие чем природно произ-

водимый фосфатидилхолин. Нейтральные липосомные композиции могут быть, например, образованы 

из димиристоилфосфатидилхолина (DMPC) или дипальмитоилфосфатидилхолина (DPPC). Анионоген-

ные липосомные композиции обычно образуются из димиристоилфосфатидилглицерина, тогда как анио-

ногенные вызывающие слияние (фузогенные) липосомы образуются прежде всего из диолеоилфосфати-

дилэтанолходина (DOPE). Другой тип липосомной композиции образуется из фосфатидилхолина (PC), 

такого как, например, PC сои и PC яйца. Другой тип образуется из смесей фосфолипида и/или фосфати-

дилхолина и/или холестерина. 

Несколько исследований оценивали локальную доставку липосомных готовых форм лекарственных 

средств в кожу. Нанесение липосом, содержащих интерферон, на кожу морской свинки приводила к 

уменьшению кожных язв, вызываемых герпес-вирусом, тогда как доставка интерферона посредством 
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другого способа (например, в виде раствора или в виде эмульсии) была неэффективной (Weiner et al, 

Journal of Drug Targeting, 1992, 2, 405-410). Кроме того, дополнительное исследование тестировало эф-

фективность интерферона, вводимого в виде части липосомной готовой формы, относительно введения 

интерферона с использованием водной системы, и был сделан вывод, что эта липосомная готовая форма 

была лучшей, чем водное введение (du Plessis et al. , Antiviral Research, 1992, 18, 259-265). 

Неионные липосомные системы также испытывались для определения их применимости в доставке 

лекарственных средств в кожу, в частности, системы, содержащие неионогенное поверхностно-активное 

вещество и холестерин. Неионогенные липосомные готовые формы, содержащие Novasome I (глице-

рилдилаурат/холестерин/простой стеариловый эфир полиоксиэтилена-10 и Novasome II (глицерилди-

стеарат/холестерин простой стеариловый эфир полиоксиэтилена-10) использовали для доставки циклос-

порина-А в дерму кожи мыши. Результаты показали, что такие неионные липосомные системы были эф-

фективны в облегчении депонирования циклоспорина-А в различных слоях кожи (Hu et al. S.T.P.Pharma. 

ScL, 1994, 4, 6, 466). 

Липосомы включают в себя также "стерически стабилизированные" липосомы, этот термин отно-

сится в данном контексте к липосомам, содержащим один или несколько специализированных липидов, 

которые при включении в липосомы, приводят к увеличенным периодам полужизни в кровотоке относи-

тельно липосом, лишенных таких специализированных липидов. Примерами стерически стабилизиро-

ванных липосом являются липосомы, в которых часть образующей пузырьки липидной части липосомы 

(А) содержит один или несколько гликолипидов, таких как моносиалоганглиозид GM1, или (В) деривати-

зована одним или несколькими гидрофильными полимерами, такими как полиэтиленгликоль (ПЭГ). Хо-

тя и без связывания с какой-либо конкретной теорией, в данной области считается, что по меньшей мере 

для стерически стабилизированных липосом, содержащих ганглиозиды, сфингомиелин или ПЭГ-

дериватизованные липиды, увеличенный период полужизни в кровотоке этих стерически стабилизиро-

ванных липосом происходит вследствие уменьшенного поглощения в клетки ретикулоэндотелиальной 

системы (RES) (Allen et al, FEBS Letters, 1987, 223, 42; Wu et al, Cancer Research, 1993, 53, 3765). 

В данной области известны различные липосомы, содержащие один или несколько гликолипидов. 

Papahadjopoulos et al (Ann. N.Y. Acad. Sci, 1987, 507, 64) сообщал о способности моносиалоганглиозида 

GM1, сульфата галактоцереброзида и фосфатидилинозита улучшать периоды полужизни липосом в крови. 

Эти открытия были изложены Gabizon et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 1988, 85, 6949). Патент США  

№ 4837028 и WO 88/04924, оба, выданные Allen et al., описывают липосомы, содержащие (1) сфингомие-

лин и (2) ганглиозид GMI ИЛИ сульфатный эфир галактоцереброзида. Патент США № 5543152 (Webb et 

al.) описывает липосомы, содержащие сфингомиелин. Липосомы, содержащие 1,2-sn-димиристоилфос-

фатидилхолин, описаны в WO 97/13499 (Lim et al). 

Многие липосомы, содержащие липиды, дериватизованные одним или несколькими гидрофильны-

ми полимерами, и способы их получения известны в данной области. Sunamoto et al. (Bull. Chem. Soc. 

Jpn., 1980, 53, 2778) описывали липосомы, содержащие неионогенное поверхностно-активное вещество, 

2C1215G, которое содержит ПЭГ-часть. Ilium et al. (FEBS Lett., 1984, 167, 79) отмечал, что гидрофильное 

покрытие частиц из полистирола полимерными гликолями приводит к значимо увеличенным периодам 

полужизни в крови. Синтетические фосфолипиды, модифицированные присоединением карбоксильных 

групп полиалкиленгликолей (например, ПЭГ), описаны Sears (патенты США с номерами 4,426,330 and 

4,534,899). Klibanov et al. (FEBS Lett., 1990, 268, 235) описывал эксперименты, демонстрирующие, что 

липосомы, содержащие фосфатилилэтаноламин (РЕ), дериватизованный ПЭГ или ПЭГ-стеаратом, имели 

значимые увеличения периодов полужизни в кровотоке. Blume et al. (Biochimica et Biophysica Acta, 1990, 

1029, 91) распространили такие наблюдения на другие ПЭГ-дериватизованные фосфолипиды, например, 

DSPE-PEG, образованный из объединения дистеароилфосфатидилэтаноламина (DSPE) и ПЭГ. Липосо-

мы, имеющие ковалентно связанные ПЭГ-части на их наружной поверхности, описаны в Европейском 

патенте № ЕР 0445131 В1 и WO 90/04384, выданном Fisher. Липосомные композиции, содержащие 1-20 

мол.% РЕ, дериватизованные ПЭГ, и способы их применения, описаны Woodle et al. (патенты США с 

номерами 5013556 и 5356633) и Martin et al. (патент США с номером 5213804 и Европейский патент  

№ ЕР 0496813 В1). Липосомы, содержащие ряд других конъюгатов липид-полимер, описаны в WO 

91/05545 и Патенте США № 5225212 (оба, выданные Martin et al) и в WO 94/20073 (Zalipsky et al.). Липо-

сомы, содержащие ПЭГ-модифицированные церамид-липиды, описаны в WO 96/10391 (Choi et al). Па-

тент США № 5540935 (Miyazaki et al. ) и Патент США № 5556948 (Tagawa et al.) описывают ПЭГ-

содержащие липосомы, которые могут быть дополнительно дериватизованы функциональными частями 

на их поверхностях. 

В данной области известен ряд липосом, содержащих нуклеиновые кислоты. WO 96/4 00 62, выдан-

ный Thierry et al. , описывает способы инкапсулирования высокомолекулярных нуклеиновых кислот в 

липосомах. Патент США № 52 64221, выданный Tagawa et al., описывает белок-связанные липосомы и 

доказывает, что содержимое таких липосом может включать в себя дцРНК. Патент США № 5665710, 

выданный Rahman et al., описывает некоторые способы инкапсулирования олигодезоксинуклеотидов в 

липосомах. WO 97/04787, выданный Love et al. , описывает липосомы, содержащие дцРНК, нацеленные 
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на ген raf. 

Трансферсомы являются еще одним типом липосом и представляют собой высокодеформируемые 

липидные агрегаты, которые являются привлекательными кандидатами для носителей доставки лекарст-

венных средств. Трансферсомы могут быть описаны как липидные капельки, которые являются настоль-

ко высокодеформируемыми, что они способны легко проникать через поры, которые являются меньши-

ми, чем эта капелька. Трансферсомы являются адаптируемыми к среде, в которой их используют, напри-

мер, они являются самооптимизирующимися (адаптивными к форме пор в коже), саморепарирующими-

ся, часто достигающими их мишени без фрагментации и часто самозагружающимися. Для получения 

трансферсом можно добавлять активаторы краев поверхности, обычно поверхностно-активные вещества, 

к стандартной липосомной композиции. Трансферсомы использовали для доставки сывороточного аль-

бумина в кожу. Было показано, что опосредуемая трансферсомами доставка сывороточного альбумина 

является эффективной в виде подкожной инъекции раствора, содержащего сывороточный альбумин. 

Сурфактанты (поверхностно активные вещества) находят широкое применение в таких готовых 

формах, как эмульсии (в том числе микроэмульсии) и липосомы. Наиболее обычным способом класси-

фикации и ранжирования свойств многих различных типов поверхностно-активных веществ, как при-

родных, так и синтетических, является применение гидрофильного/липофильного баланса (HLB). При-

рода гидрофильной группы (также известной как "головка") обеспечивает наиболее полезное свойство 

для классификации различных поверхностно-активных веществ, используемых в готовых формах 

(Rieger, in Pharmaceutical Dosage Forms, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., 1988, p. 285). 

Если молекула поверхностно-активного вещества является неионизированной, она классифициру-

ется как неионогенное поверхностно-активное вещество. Неионогенные поверхностно-активные вещест-

ва находят широкое применение в фармацевтических и косметических продуктах и применимы в широ-

ком диапазоне величин рН. Обычно их величины HLB находятся в диапазоне 2-18 в зависимости от их 

структуры. Неионогенные поверхностно-активные вещества включают в себя неионогенные сложные 

эфиры, такие как сложные эфиры этиленгликоля, эфиры пропиленгликоля, глицериловые эфиры, поли-

глицериловые эфиры, эфиры сорбитана, эфиры сахарозы и этоксилированные сложные эфиры. Неионо-

генные алканоламиды и простые эфиры, такие как этоксилаты жирных спиртов, пропоксилированные 

спирты и этоксилированные/пропоксилированные блоксополимеры, также включены в этот класс. Поли-

оксиэтиленовые поверхностно-активные вещества являются наиболее популярными членами класса не-

ионогенных поверхностно-активных веществ. 

Если молекула поверхностно-активного вещества несет отрицательный заряд при ее растворении 

или диспергировании в воде, это поверхностно-активное вещество классифицируется как анионогенное 

поверхностно-активное вещество. Анионогенные поверхностно-активные вещества включают в себя 

карбоксилаты, такие как мыла, ациллактилаты, ациламиды аминокислот, эфиры серной кислоты, такие 

как алкилсульфаты и этоксилированные алкилсульфаты, сульфонаты, такие как алкилбензолсульфонаты, 

ацилизетионаты, ацилтаураты и сульфосукцинаты, и фосфаты. Наиболее важными членами класса анио-

ногенных поверхностно-активных веществ являются алкилсульфаты и мыла. 

Если молекула поверхностно-активного вещества несет положительный заряд при ее растворении 

или диспергировании в воде, это поверхностно-активное вещество классифицируется как катионогенное 

поверхностно-активное вещество. Катионогенные поверхностно-активные вещества включают в себя 

соли четвертичного аммония и этоксилированные амины. Соли четвертичного аммония являются наибо-

лее используемыми членами этого класса. 

Если молекула поверхностно-активного вещества способна нести или положительный, или отрица-

тельный заряд, это поверхностно-активное вещество классифицируется как амфотерное поверхностно-

активное вещество. Амфотерные поверхностно-активные вещества включают в себя производные акри-

ловой кислоты, замещенные алкиламиды, N-алкилбетаины и фосфатиды. 

Применение поверхностно-активных веществ в лекарственных продуктах, готовых формах и в 

эмульсиях обсуждается в обзоре (Rieger, in Pharmaceutical Dosage Forms, Marcel Dekker, Inc., New York, 

N.Y., 1988, p. 285). 

Частицы нуклеиновая кислота-липид 

В одном варианте осуществления, описанная в этом изобретении дцРНК TTR полностью инкапсу-

лирована в липидной готовой форме, например, с образованием SPLP, pSPLP, SNALP или другой части-

цы нуклеиновая кислота-липид. В данном контексте, термин "SNALP" относится к стабильной частице 

нуклеиновая кислота-липид, включающей в себя SPLP. В данном контексте, термин "SPLP" относится к 

частице нуклеиновая кислота-липид, содержащей плазмидную ДНК, инкапсулированную в липидном 

пузырьке. SNALP и SPLP обычно содержат катионоактивный липид, некатионоактивный липид и липид, 

который препятствует агрегации этой частицы (например, конъюгата ПЭГ-липид). SNALP и SPLP чрез-

вычайно полезны для системных применений, так как они проявляют увеличенные периоды полужизни в 

кровотоке после внутривенной (i.v.) инъекции и накапливаются в дистальных участках (например, в мес-

тах, физически отделенных от места введения). SPLP включают в себя "pSPLP," которые включают в 

себя инкапсулированный комплекс конденсирующий агент-нуклеиновая кислота, представленный в 

Публикации РСТ № WO 00/03683. Частицы данного изобретения обычно имеют средний диаметр при-



036772 

- 22 - 

близительно 50 нм - приблизительно 150 нм, более часто приблизительно 60 нм - приблизительно 130 

нм, более часто приблизительно 70 нм - приблизительно 110 нм, наиболее часто приблизительно 70 нм - 

приблизительно 90 нм, и являются по существу нетоксичными. Кроме того, когда эти нуклеиновые ки-

слоты присутствуют в частицах нуклеиновая кислота-липид данного изобретения, являются устойчивы-

ми в водном растворе к деградации нуклеазой. Частицы нуклеиновая кислота-липид и способы их полу-

чения описаны, например, в патентах США с номерами 5,976,567; 5,981,501; 6,534,484; 6,586,410; 

6,815,432; и Публикации РСТ № WO 96/40964. 

В одном варианте осуществления, отношение липид-лекарственное средство (отношение мас-

са/масса) (например, отношение липида к дцРНК) находится в диапазоне от приблизительно 1:1 до при-

близительно 50:1, от приблизительно 1:1 до приблизительно 25:1, от приблизительно 3:1 до приблизи-

тельно 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. 

Катионоактивным липидом может быть, например, N,N-диолеил-N,N-диметиламмонийхлорид 

(DODAC), N,N-дистеарил-N,N-диметиламмонийбромид (DDAB), N-(1-(2,3-диолеоилокси)пропил)-

N,N,N-триметиламмонийхлорид (DOTAP), N-(1-(2,3-диолеилокси)пропил)-N,N,N-триметиламмоний-

хлорид (DOTMA), N,N-диметил-2,3-диолеилоксипропиламин (DODMA), 1,2-дилинолеилокси-N,N-

диметиламинопропан (DLinDMA), 1,2-дилиноленилокси-N,N-диметиламинопропан (DLenDMA), 1,2-

дилинолеилкарбамоилокси-3-диметиламинопропан (DLin-C-DAP), 1,2-дилинолеилокси-3-(диметил-

амино)ацеоксипропан (DLin-DAC), 1,2-дилинолеилокси-3-морфолинопропан (DLin-MA), 1,2-дилино-

леил-3-диметиламинопропан (DLinDAP), 1,2-дилинолеилтио-3-диметиламинопропан (DLin-S-DMA), 1-

линолеоил-2-линолеилокси-3-диметиламинопропан (DLin-2-DMAP), хлоридная соль 1,2-дилинолеил-

окси-3-триметиламинопропана (DLin-ТМА.С1), хлоридная соль 1,2-дилинолеил-3-триметиламино-

пропана (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-дилиноленилокси-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 (МСЗ), 1,1'-(2-(4-(2-((2-(бис(2-гидроксидодецил)амино)этил)(2-гидроксидо-

децил)амино)этил)пиперазин-1-ил)этилазандиил)дидодекан-2-ол (Tech G1) или их смесь. Этот катионо-

активный липид может содержать от приблизительно 20 мол.% до приблизительно 50 мол.% или при-

близительно 40 мол.% общего содержания липида, присутствующего в этой частице. 

В другом варианте осуществления, соединение 2,2-дилинолеил-4-диметиламиноэтил-[1,3]-

диоксолан может быть использовано для получения наночастиц липид-siRNA. Синтез 2,2-дилинолеил-4-

диметиламиноэтил-[1,3]-диоксолана описан в Предварительной заявке на патент США с номером 

61/107,998, поданной 23 октября 2008 года, которая включена здесь посредством ссылки. 

В одном варианте осуществления, частица липид-siRNA включает в себя 40% 2,2-дилинолеил-4-

диметиламиноэтил-[1,3]-диоксолан: 10% DSPC: 40% холестерин: 10% PEG-C-DOMG (мол.%) с размером 

частицы 63,0 ± 20 нм и отношением 0,027 siRNA/липид. 
Некатионоактивный липид может быть анионоактивным липидом или нейтральным липидом, 

включающим в себя, но не ограничивающимся ими, дистеароилфосфатидилхолин (DSPC), диолеилфос-

фатидилхолин (DOPC), дипальмитоилфосфатидилхолин (DPPC), диолеоилфосфатидилглицерин (DOPG), 

дипальмитоилфосфатидилглицерин (DPPG), диолеоилфосфатидилэтаноламин (DOPE), пальмитоилолео-

илфосфатидилхолин (РОРС), пальмитоилолеоилфосфатидилэтаноламин (POPE), диолеилфосфатидилэ-

танол-4-(N-малеимидометил)циклогексан-1-карбокислат диолеоилфосфатидилэтаноламина (DOPE-mal), 

дипальмитоилфосфатидилэтаноламин (DPPE), димиристоилфосфоэтаноламин (DMPE), дистеароилфос-

фатидилэтаноламин (DSPE), 16-O-монометил РЕ, 16-O-диметил РЕ, 18-1-транс РЕ, 1-стеароил-2-олеоил-

фосфатидилэтаноламин (SOPE), холестерин или их смесь. Этот некатионоактивный липид может состав-

лять от приблизительно 5 мол.% до приблизительно 90 мол.%, приблизительно 10 мол.% или приблизи-

тельно 58 мол.%, если включен холестерин, общего содержания липида, присутствующего в этой части-

це. 

Конъюгированным липидом, который ингибирует агрегацию частиц, может быть, например, поли-

этиленгликоль (PEG)-липид, в том числе, без ограничения, PEG-диацилглицерин (DAG), PEG-

диалкилоксипропил (DAA), PEG-фосфолипид, PEG-церамид (Cer) или их смесь. Конъюгатом PEG-DAA 

может быть, например, PEG-дилаурилоксипропил (С12), PEG-димиристилоксипропил (С14), PEG-

дипальмитилоксипропил (C16) или PEG-дистеарилоксипропил (C18). Конъюгированный липид, который 

предотвращает агрегацию частиц, может составлять от 0 мол.% до приблизительно 20 мол.% или при-

близительно 2 мол.% общего содержания липида, присутствующего в этой частице. 

В некоторых вариантах осуществления, частица нуклеиновая кислота-липид дополнительно вклю-

чает в себя холестерин в количестве, например, приблизительно 10 мол.% - приблизительно 60 мол.% 

или приблизительно 48 мол.% общего содержания липида в этой частице. 

LNP01 
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В одном варианте осуществления, липидоид ND984HC1 (MW 1487) (формула 1), холестерин 

(Sigma-Aldrich) и PEG-Церамид С16 (Avanti Polar Lipids) могут быть использованы для приготовления 

наночастиц липид-siRNA (т.е., частиц LNP01). Исходные растворы каждого из них в этаноле могут быть 

получены следующим образом: ND98, 133 мг/мл; Холестерин, 25 мг/мл, PEG-Церамид С16, 100 мг/мл. 

Затем эти исходные растворы ND98, Холестерина и PEG-Церамида С16 могут быть объединены, напри-

мер, в молярном соотношении 42:48:10. Этот объединенный раствор липидов может быть смешан с вод-

ной siRNA (например, в ацетате натрия с рН 5), так что конечная концентрация этанола равна приблизи-

тельно 35-45% и конечная концентрация ацетата натрия равна приблизительно 100-300 мМ. Наночасти-

цы липид-siRNA обычно образуются самопроизвольно после смешивания. В зависимости от желаемого 

распределения размеров частиц, полученная смесь наночастиц может быть экструдирована через поли-

карбонатную мембрану (например, с заданным пределом 100 нм) с использованием, например, термо-

баррельного экструдера, такого как Lipex Extruder (Northern Lipids, Inc). В некоторых случаях, эта стадия 

экструзии может быть опущена. Удаление этанола и одновременная замена буфера может выполняться, 

например, диализом или фильтрованием с тангенциальным потоком. Буфер может быть заменен, напри-

мер, забуференным фосфатом солевым раствором (ЗФР) при приблизительно рН 7, например, приблизи-

тельно рН 6,9, приблизительно рН 7,0, приблизительно рН 7,1, приблизительно рН 7,2, приблизительно 

рН 7,3 или приблизительно рН 7,4. 

 
Готовые формы LNP01 описаны, например, в Публикации Международной заявки на патент № WO 

2008/042973, включенной здесь посредством ссылки. 

Другие примерные готовые формы дипид-siRNA являются следующими: 
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Готовые формы LNP09 и ХТС-содержащие готовые формы описаны, например, в Предварительной 

заявке на патент США с порядковым номером 61/239686, поданной 2 сентября 2009 года, включенной 

здесь посредством ссылки. Готовые формы LNP11 МС3-содержащие готовые формы описаны, например, 

в Предварительной заявке на патент США с порядковым номером 61/244834, поданной 22 сентября 2009 

года, включенной здесь посредством ссылки. 

Готовые формы, полученные стандартным или не предусматривающим экструзию способом, могут 

быть охарактеризованы сходным образом. Например, готовые формы обычно характеризуют посредст-

вом визуального исследования. Они должны быть беловатыми полупрозрачными растворами, не содер-

жащими агрегатов или осадка. Размер частиц и распределение размеров частиц могут быть измерены по 

светорассеянию с использованием, например, Malvern Zetasizer Nano ZS (Malvern, USA). Частицы долж-

ны иметь размер приблизительно 20-300 нм, например, 40-100 нм. Распределение размеров частиц долж-

но быть унимодальным. Общую концентрацию siRNA в готовой форме, а также в захваченной фракции 

оценивают приближенно с использованием анализа вытеснения красителя. Проба приготовленной siRNA 

может инкубироваться с РНК-связывающим красителем, таким как Ribogreen (Molecular Probes) в при-

сутствии или в отсутствие разрушающего готовую форму сурфактанта, например, 0,5% Тритона-Х100. 

Тотальная siRNA в этой готовой форме может быть определена по сигналу из этой пробы, содержащей 

сурфактант, относительно калибровочной кривой. Захваченную фракцию определяют вычитанием со-

держания "свободной" siRNA (измеренного по этому сигналу в отсутствие сурфактанта) из содержания 

тотальной siRNA. Процент захваченной siRNA обычно равен >85%. Для готовой формы SNALP, размер 

частиц равен 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 меньшей мере 80 нм, по меньшей мере 90 нм, по меньшей мере 100 нм, 

по меньшей мере 110 нм и по меньшей мере 120 нм. Подходящим диапазоном является обычно прибли-

зительно по меньшей мере 50 нм - приблизительно по меньшей мере 110 нм, приблизительно по мень-

шей мере 60 нм - приблизительно по меньшей мере 100 нм или приблизительно по меньшей мере 80 нм - 

приблизительно по меньшей мере 90 нм. 

Композиции и готовые формы для перорального введения включают в себя порошки или гранулы, 

микрочастицы, наночастицы, суспензии или растворы в водных или неводных средах, капсулы, гелевые 

капсулы, подушечки, таблетки или минитаблетки. Могут быть желательными загустители, ароматизи-

рующие агенты, разбавители, эмульгаторы, диспергирующие добавки или связывающие агенты. В неко-

торых вариантах осуществления, пероральными готовыми формами являются формы, в которых siRNA, 

описанные в этом изобретении, вводят вместе с одним или несколькими усилителями проникновения, 

поверхностно-активными веществами (сурфактантами) и хелаторами. Подходящие поверхностно-

активные вещества включают в себя жирные кислоты и/или их эфиры и соли, желчные кислоты и/или из 

соли. Подходящие желчные кислоты/соли включают в себя хенодезоксихолевую кислоту (CDCA) и ур-

содезоксихенодезоксихолевую кислоту (UDCA), холевую кислоту, дегидрохолевую кислоту, дезоксихо-

левую кислоту, глюхолевую кислоту, глихолевую кислоту, гликодезоксихолевую кислоту, таурохолевую 

кислоту, тауродезоксихолевую кислоту, натрий-тауро-24,25-дигидрофузидат и натрий-гликодигид-

рофузидат. 

Подходящие жирные кислоты включают в себя арахидоновую кислоту, ундекановую кислоту, оле-

иновую кислоту, лауриновую кислоту, каприловую кислоту, каприновую кислоту, миристиновую кисло-

ту, пальмитиновую кислоту, стеариновую кислоту, линолевую кислоту, линоленовую кислоту, дикапрат, 

трикапрат, моноолеин, дилаурин, глицерил-1-монокапрат, 1-додецилазациклогептан-2-он, ацилкарнитин, 
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ацилхолин или моноглицерид, диглицерид или их фармацевтически приемлемую соль (например, соль 

натрия). В некоторых вариантах осуществления, используют комбинации усилителей проникновения, 

например, жирные кислоты/соли в комбинации с желчными кислотами/солями. Одной примерной ком-

бинацией является натриевая соль лауриновой кислоты, каприновая кислота и UDCA. Дополнительные 

усилители проникновения включают в себя лауриловый эфир полиоксиэтилена-9, цетиловый эфир поли-

оксиэтилена-20. дцРНК, описанная в этом изобретении, может доставляться перорально, в гранулярной 

форме, включающей в себя распыленные высушенные частицы, или в комплексе для образования микро- 

или наночастиц. Образующие комплексы дцРНК агенты включают в себя полиаминокислоты; полиими-

ны; полиакрилаты; полиалкилакрилаты; полиоксетаны; полиалкилцианоакрилаты; катионизированные 

желатины, альбумины, крахмалы, акрилаты, полиэтиленгликоли (ПЭГ) и крахмалы; полиалкилцианоак-

рилаты; ДЭАЭ-дериватизованные полиимины, пуллуланы, целлюлозы и крахмалы. Подходящие ком-

плексообразующие агенты включают в себя хитозан, N-триметилхитозан, поли-L-лизин, полигистидин, 

полиорнитин, полиспермины, протамин, поливинилпиридин, политиодиэтиламинометилэтилен Р 

P(TDAE), полиаминостирол (например, п-амино), поли(метилцианоакрилат), поли(этилцианоакрилат), 

поли(бутилцианоакрилат), поли(изобутилцианоакрилат), поли(изогексилцианоакрилат), ДЭАЭ-

метакрилат, ДЭАЭ-гексилакрилат, ДЭАЭ-акриламид, ДЭАЭ-альбумин и ДЭАЭ-декстран, полиметилак-

рилат, полигексилакрилат, поли(D,L-молочную кислоту), поли(сополимер DL-молочной и гликолевой 

кислот (PLGA), альгинат и полиэтиленгликоль (PEG). Пероральные готовые формы для дцРНК и их при-

готовление описаны подробно в Патенте США № 6887906, Публикации США № 20030027780, и Патенте 

США № 6747 014, каждый из которых включен здесь посредством ссылки. 

Композиции и готовые формы для парентерального, интрапаренхимного (в головной мозг), внутри-

оболочечного, внутрижелудочкового или внутрипеченочного введения могут включать в себя стериль-

ные водные растворы, которые могут содержать буферы, разбавители и другие подходящие добавки, 

такие как, но не ограничивающиеся ими, усилители проникновения, соединения-носители и другие фар-

мацевтически приемлемые носители или эксципиенты. 

Фармацевтические композиции данного изобретения включают в себя, но не ограничиваются ими, 

растворы, эмульсии и содержащие липосомы готовые формы. Эти композиции могут быть созданы из 

различных компонентов, которые включают в себя, но не ограничиваются ими, предварительно приго-

товленные жидкости, самоэмульгирующиеся твердые вещества и самоэмульгирующиеся полутвердые 

вещества. Особенно предпочтительными являются готовые формы, которые нацелены на печень, при 

лечении нарушений печени, таких как рак печени. 

Фармацевтические готовые формы данного изобретения, которые могут удобным образом продос-

тавляться в стандартной лекарственной форме, могут быть приготовлены в соответствии с общеприня-

тыми способами, хорошо известными в фармацевтической промышленности. Такие способы включают в 

себя стадию приведения в контакт активных ингредиентов с фармацевтическим носителем (фармацевти-

ческими носителями) или эксципиентом (эксципиентами). Обычно эти готовые формы готовят однород-

ным и тонким приведением в контакт активных ингредиентов с жидкими носителями или тонкоизмель-

ченными твердыми носителями или и теми, и другими, с последующим формованием этого продукта, 

если необходимо. 

Композиции данного изобретения могут быть приготовлены в виде любой из многих лекарствен-

ных форм, таких как, но не ограничивающихся ими, таблетки, капсулы, гелевые капсулы, жидкие сиро-

пы, мягкие гели, суппозитории и клизмы. Композиции данного изобретения могут быть также приготов-

лены в виде суспензий в водных, неводных или смешанных средах. Водные суспензии могут дополни-

тельно содержать вещества, которые увеличивают вязкость этой суспензии, включающие в себя, напри-

мер, натрий-карбоксиметилцеллюлозу, сорбит и/или декстран. Эта суспензия может также содержать 

стабилизаторы. 

Эмульсии 

Композиции данного изобретения могут быть получены и приготовлены в виде эмульсий. Эмуль-

сии являются обычно гетерогенными системами одной жидкости, диспергированной в другой в форме 

капелек, обычно превышающих 0,1 мкм в диаметре (Idson, in Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, 

Rieger and Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., volume 1, p. 199; Rosoff, in Pharmaceu-

tical Dosage Forms, Lieberman, Rieger and Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., Volume 

1, p. 245; Block in Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger and Banker (Eds.)/ 1988, Marcel Dekker, 

Inc., New York, N.Y., volume 2, p. 335; Higuchi et al., in Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publish-

ing Co., Easton, Pa., 1985, p. 301). Эмульсии являются часто двухфазными системами, содержащими две 

не смешивающиеся жидкие фазы, тонко смешанные и диспергированные друг с другом. Обычно, эмуль-

сии могут быть или эмульсиями типа вода-в-масле (в/м) , или эмульсиями типа масло-в-воде (м/в). Когда 

водная фаза мелко разделена и диспергирована в виде мельчайших капелек в объемную масляную фазу, 

полученную композицию называют эмульсией вода-в-масле (в/м). Альтернативно, когда масляная фаза 

мелко разделена и диспергирована в виде мельчайших капелек в объемную водную фазу, полученную 

композицию называют эмульсией масло-в-воде (м/в). Эмульсии могут содержать дополнительные ком-

поненты, наряду с диспергированными фазами, и активное лекарственное средство, которое может при-
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сутствовать в виде раствора или в водной фазе, или в масляной фазе, или может само быть отдельной 

фазой. Если необходимо, фармацевтические эксципиенты, такие как эмульгаторы, стабилизаторы, краси-

тели и антиоксиданты, могут также присутствовать в эмульсиях. Фармацевтические эмульсии могут 

быть также множественными эмульсиями, которые содержат более двух фаз, например, в случае эмуль-

сий масло-в-воде-в-масле (м/в/м) и вода-в-масле-в-воде (в/м/в). Такие комплексные готовые формы часто 

обеспечивают определенные преимущества, которые не обеспечивают простые бинарные (двойные) 

эмульсии. Множественные эмульсии, в которых индивидуальные капельки масла м/в-эмульсии заклю-

чают в себя малые капельки воды, составляют в/м/в-эмульсию. Подобным образом, система капелек мас-

ла, заключенных в глобулы воды, стабилизированных в масляной непрерывной фазе, обеспечивают 

эмульсию м/в/м. 

Эмульсии характеризуются низкой термодинамической стабильностью или отсутствием термоди-

намической стабильности. Часто диспергированная или прерывистая фаза эмульсии хорошо диспергиру-

ется в наружную или непрерывную фазу и сохраняется в этой форме посредством эмульгаторов или вяз-

кости этой готовой формы. Любая из этих фаз эмульсии может быть полутвердым или твердым вещест-

вом, как в случае основ и кремов мазей эмульсионного типа. Другие способы стабилизации эмульсий 

влекут за собой применение эмульгаторов, которые могут быть включены в любую фазу этой эмульсии. 

Другие средства стабилизации эмульсий влекут за собой применение эмульгаторов, которые могут быть 

включены в любую фазу этой эмульсии. Эмульгаторы могут быть в общих чертах классифицированы на 

четыре категории: синтетические сурфактанты (поверхностно-активные вещества), природно-

встречающиеся эмульгаторы, абсорбционные основы и тонкоизмельченные твердые вещества. (Idson, in 

Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger and Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York, 

N.Y., volume 1, p. 199). 

Синтетические сурфактанты, также известные как поверхностно-активные вещества, нашли широ-

кую применимость в приготовлении эмульсий и обсуждались в виде обзоров в литературе (Rieger, in 

Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger and Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York, 

N.Y., volume 1, p. 285; Idson, in Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger and Banker (Eds.), Marcel 

Dekker, Inc., New York, N.Y., 1988, volume 1, p. 199) . Сурфактанты являются обычно амфифильными и 

содержат гидрофильную и гидрофобную часть. Отношение гидрофильной природы к гидрофобной при-

роде сурфактанта было названо гидрофильным/липофильным балансом (HLB), и оно является ценным 

инструментом в классификации и выборе сурфактантов в приготовлении готовых форм. Сурфактанты 

могут быть классифицированы в различные классы на основе природы гидрофильной группы: неионо-

генные, анионогенные, катионогенные и амфотерные (Rieger, in Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, 

Rieger and Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N. Y., volume 1, p. 285). 

Природно встречающиеся эмульгаторы, используемые в эмульсионных готовых формах, включают 

в себя ланолин, пчелиный воск, фосфатиды, лецитин и аравийскую камедь. Абсорбционные основы об-

ладают гидрофильными свойствами, так что они могут впитывать воду с образованием в/м-эмульсий с 

сохранением все еще их полутвердой консистенции, например, в случае безводного ланолина и гидро-

фильного вазелина. Тонкоизмельченные твердые вещества также использовали в качестве хороших 

эмульгаторов, особенно в комбинации с сурфактантами и в вязких препаратах. Они включают в себя по-

лярные неорганические твердые вещества, такие как гидроксиды тяжелых металлов, ненабухаемые гли-

ны, такие как бентонит, аттапульгит, гекторит, каолин, монтомориллонит, коллоидный силикат алюми-

ния и коллоидный силикат магния-алюминия, пигменты и неполярные твердые вещества, такие как угле-

род или глицерилтристеарат. 

Большое разнообразие неэмульгирующих веществ также включают в эмульсионные готовые фор-

мы, и они вносят вклад в свойства эмульсий. Они включают в себя жиры, масла, воски и антиоксиданты 

(Block, in Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger and Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., 

New York, N.Y., volume 1, p. 335; Idson, in Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger and Banker 

(Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., volume 1, p. 199). 

Гидрофильные коллоиды или гидроколлоиды включают в себя природно-встречающиеся камеди и 

синтетические полимеры, такие как полисахариды (например, аравийская камедь, агар, альгиновая ки-

слота, каррагенан, гуаровая камедь, камедь карайи и трагакантовая камедь), производные целлюлозы 

(например, карбоксиметилцеллюлозу и карбоксипропилцеллюлозу) и синтетические полимеры (напри-

мер, карбомеры, простые эфиры целлюлозы и карбоксивиниловые полимеры). Они диспергируются или 

набухают в воде с образованием коллоидных растворов, которые стабилизируют эмульсии образованием 

сильных межфазных пленок вокруг капелек диспергированной фазы и увеличением вязкости наружной 

фазы. 

Поскольку эмульсии часто содержат ряд ингредиентов, таких как углеводы, белки, стеролы и фос-

фатиды, которые могут легко поддерживать рост микробов, эти готовые формы часто включают в себя 

консерванты. Обычно применяемыми консервантами, включаемыми в эмульсионные готовые формы, 

включают в себя метилпарабен, пропилпарабен, соли четвертичного азота, хлорид бензалкония, эфиры п-

гидроксибензойной кислоты и борную кислоту. Антиоксиданты также добавляют обычно в эмульсион-

ные готовые формы для предотвращения ухудшения качества этой готовой формы. Используемыми ан-
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тиоксидантами могут быть акцепторы свободных радикалов, такие как токоферолы, алкилгаллаты, бути-

лированный гидроксианизол, бутилированный гидрокситолуол, или восстанавливающие агенты, такие 

как аскорбиновая кислота и метабисульфит натрия, и синергисты антиоксидантов, такие как лимонная 

кислота, винная кислота и лецитин. 

Применение эмульсионных готовых форм посредством дерматологических, пероральных и парен-

теральных способов и способы их приготовления обсуждались в обзорах в литературе (Idson, in Pharma-

ceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger and Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N. Y., 

volume 1, p. 199) . Эмульсионные готовые формы для пероральной доставки широко использовались 

вследствие их легкого приготовления, а также эффективности с точки зрения абсорбции и биодоступно-

сти (Rosoff, in Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger and Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., 

New York, N.Y., volume 1, p. 245; Idson, in Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger and Banker 

(Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., volume 1, p. 199). Слабительные вещества на основе 

минерального масла, растворимые в масле витамины и питательные препараты с высоким содержанием 

жира находятся среди веществ, которые обычно вводят перорально в виде м/в-эмульсий. 

В одном варианте осуществления данного изобретения, композиции дцРНК и нуклеиновых кислот 

готовят в виде микроэмульсий. Микроэмульсия может быть определена как система из воды, масла и 

амфифильного соединения, которая является единым оптически изотропным и термодинамически ста-

бильным жидким раствором (Rosoff, in Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger and Banker (Eds.), 

1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., volume 1, p. 245). Обычно микроэмульсии являются система-

ми, которые готовят сначала диспергированием масла в водном растворе сурфактанта с добавлением 

затем достаточного количества четвертого компонента, обычно спирта со средней длиной цепи, с полу-

чением прозрачной системы. Таким образом, микроэмульсии описывали также как термодинамически 

стабильные, изотропически прозрачные дисперсии двух несмешиваемых жидкостей, которые стабилизи-

рованы межфазными пленками поверхностно-активных молекул (Leung and Shah, in: Controlled Release of 

Drugs: Polymers and Aggregate Systems, Rosoff, M., Ed., 1989, VCH Publishers, New York, pages 185-215). 

Микроэмульсии готовят обычно посредством объединения трех-пяти компонентов, которые включают в 

себя масло, воду, сурфактант и электролит. Является ли эта микроэмульсия эмульсией типа вода-в-масле 

(в/м) или типа масло-в-воде (м/в), зависит от свойств используемых масла и сурфактанта и от структуры 

и геометрической упаковки полярных головок и углеводородных хвостов молекулы сурфактанта (Schott, 

in Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co., Easton, Pa., 1985, p. 271). 

Интенсивно исследовался феноменологический подход, использующий фазовые диаграммы (диа-

граммы фазового равновесия, или диаграммы состояния), которые предоставили квалифицированным в 

данной области специалистам всеобъемлющие сведения о том, как следует готовить микроэмульсии (Ro-

soff, in Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger and Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New 

York, N.Y., volume 1, p. 245; Block, in Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger and Banker (Eds.), 

1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N. Y., volume 1, p. 335). В сравнении с общепринятыми эмульсиями, 

микроэмульсии предоставляют преимущество солюбилизации водонерастворимых лекарственных 

средств в готовой форме термодинамических стабильных капелек, которые образуются спонтанно. 

Сурфактанты, используемые в приготовлении микроэмульсий, включают в себя, но не ограничива-

ются ими, ионогенные сурфактанты, неионогенные сурфактанты, Brij 96, олеиловые эфиры полиокси-

этилена, эфиры полиглицерина и жирных кислот, монолаурат тетраглицерина (ML310), моноолеат тет-

раглицерина (МО310), моноолеат гексаглицерина (РО310), пентаолеат гексаглицерина (РО500), моно-

капрат декаглицерина (МСА750), моноолеат декаглицерина (МО750), секвиолеат декаглицерина 

(SO750), декаолеат декаглицерина (DAO750), отдельно или в комбинации с вторичными сурфактантами. 

Вторичный сурфактант, обычно спирт с короткой цепью, такой как этанол, 1-пропанол и 1-бутанол, слу-

жит для увеличения межфазной текучести проникновением в пленку сурфактанта и создания вследствие 

этого пустого пространства, генерируемого среди молекул сурфактанта. Однако микроэмульсии могут 

быть приготовлены без применения вторичных сурфактантов, и в данной области известны не содержа-

щие спирта самоэмульгирующиеся микроэмульсионные системы. Водной фазой может быть обычно, но 

без ограничения ими, вода, водный раствор лекарственных средств, глицерин, PEG300, PEG400, поли-

глицерины, пропиленгликоли и производные этиленгликоля. Масляная фаза может включать в себя, но 

не ограничивается ими, такие вещества, как Captex 300, Captex 355, Capmul MCM, эфиры жирных ки-

слот, моно-, ди- и триглицериды со средней цепью (С8-С12), полиоксиэтилированные глицериловые 

эфиры жирных кислот, жирные спирты, полигликолизированные глицериды, насыщенные полигликоли-

зированные С8-С10 глицериды, растительные масла и силиконовое масло. 

Микроэмульсии представляют особый интерес с точки зрения солюбилизации лекарственных 

средств и увеличенной абсорбции лекарственных средств. Микроэмульсии на основе липидов (как м/в, 

так и в/м) были предложены для увеличения пероральной биодоступности лекарственных средств, в том 

числе пептидов (Constantinides et al., Pharmaceutical Research, 1994, 11, 1385-1390; Ritschel, Meth. Find. 

Exp. Clin. Pharmacol, 1993, 13, 205). Микроэмульсии предоставляют преимущества улучшенной солюби-

лизации лекарственных средств, защиты лекарственного средства от ферментативного гидролиза, воз-

можного усиления абсорбции лекарственных средств вследствие индуцируемых сурфактантом измене-
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ний в текучести и проницаемости мембран, легкости приготовления, легкости перорального введения в 

сравнении с твердыми лекарственными формами, улучшенной клинической эффективности и уменьшен-

ной токсичности (Constantinides et al., Pharmaceutical Research, 1994, 11, 1385; Ho et al., J. Pharm. Sci, 

1996, 85, 138-143). Часто микроэмульсии могут образовываться спонтанно при сведении их компонентов 

вместе при комнатной температуре. Это может быть особенно выгодным при приготовлении термола-

бильных лекарственных средств, пептидов или дцРНК. Микроэмульсии были также эффективны в чре-

скожной доставке активных компонентов как в косметических, так и фармацевтических применениях. 

Ожидается, что микроэмульсионные композиции и готовые формы данного изобретения будут способст-

вовать увеличенной системной абсорбции дцРНК и нуклеиновых кислот из желудочно-кишечного трак-

та, а также улучшать локальное клеточное поглощение дцРНК и нуклеиновых кислот. 

Микроэмульсии данного изобретения могут также содержать дополнительные компоненты и до-

бавки, такие как моностеарат сорбитана (Grill 3), Лабразол и усливающие проникновение агенты, для 

улучшения свойств готовой формы и усиления абсорбции дцРНК и нуклеиновых кислот данного изобре-

тения. Усиливающие проникновение агенты, используемые в микроэмульсиях данного изобретения, мо-

гут быть классифицированы как принадлежащие к одной из пяти широких категорий: сурфактанты, 

жирные кислоты, желчные кислоты, хелатообразующие агенты и не-хелатообразующие не-

поверхностно-активные вещества (Lee et al., Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1991, p. 

92). Каждый из этих классов обсуждался выше. 

Усиливающие проникновение агенты 

В одном варианте осуществления, данное изобретение использует различные усиливающие про-

никновение агенты для выполнения эффективной доставки нуклеиновых кислот, в частности, дцРНК, в 

кожу животных. Большинство лекарственных средств присутствуют в растворе как в ионизированной, 

так и неионизированной формах. Однако обычно только растворимые в липидах или липофильные ле-

карственные средства легко пересекают клеточные мембраны. Было обнаружено, что даже нелипофиль-

ные лекарственные средства могут пересекать клеточные мембраны, если мембрана, которая должна 

быть пересечена, обработана усиливающим проникновение агентом. Кроме содействия диффузии нели-

пофильных лекарственных средств через клеточные мембраны, усиливающие проникновение агенты 

усиливают также проникаемость липофильных лекарственных средств. 

Усиливающие проникновение агенты могут быть классифицированы как принадлежащие к одной 

из пяти широких категорий: сурфактанты, жирные кислоты, желчные кислоты, хелатообразующие аген-

ты и не-хелатообразующие не-поверхностно-активные вещества (Lee et al., Critical Reviews in Therapeutic 

Drug Carrier Systems, 1991, p. 92) . Каждый из этих классов усиливающих проникновение агентов описан 

ниже более подробно. 

Сурфактанты: В связи с данным изобретением, сурфактанты (или "поверхностно-активные агенты") 

являются химическими частицами, которые, при растворении в водном растворе уменьшают поверхно-

стное натяжение этого раствора или межфазное натяжение между водным раствором и другой жидко-

стью, результатом чего является усиление абсорбции дцРНК через слизистую оболочку. Кроме желчных 

кислот и жирных кислот, эти усиливающие проникновение агенты включают в себя, например, лаурил-

сульфат натрия, лауриловый эфир полиоксиэтилена-9 и цетиловый эфир полиоксиэтилен-20) (Lee et al., 

Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1991, p.92); и перфторхимические эмульсии, такие 

как FC-43. Takahashi et al. , J. Pharm. Pharmacol, 1988, 40, 252). 

Жирные кислоты: Различные жирные кислоты и их производные, которые действуют как усили-

вающие проникновение агенты, включают в себя, например, олеиновую кислоту, лауриновую кислоту, 

каприновую кислоту (н-декановую кислоту), миристиновую кислоту, пальмитиновую кислоту, стеарино-

вую кислоту, линолевую кислоту, линоленовую кислоту, дикапрат, трикапрат, моноолеин (1-

моноолеоил-ras-глицерин), дилаурин, каприловую кислоту, арахидоновую кислоту, глицерол-1-

монокапрат, 1-додецилазациклогептан-2-он, ацилкарнитины, ацилхолины, их C1-10-алкиловые эфиры (на-

пример, метиловый, изопропиловый и трет-бутиловый) и их моно- и диглицериды (т.е. олеат, лаурат, 

капрат, миристат, пальмитат, стеарат, линолеат и т.д.) (Lee et al., Critical Reviews in Therapeutic Drug Car-

rier 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 в себя облегчение диспергирования 

и абсорбции липидов и жирорастворимых витаминов (Brunton, Chapter 38 in: Goodman & Gilman's The 

Pharmacological Basis of Therapeutics, 9th Ed., Hardman et al. Eds., McGraw-Hill, New York, 1996, pp. 934-

935). Различные природные соли желчных кислот и их синтетические производные действуют в качестве 

усиливающих проникновение агентов. Таким образом, термин "соли желчных кислот" включает в себя 

любой из природно-встречающихся компонентов желчи, а также их синтетические производные. Подхо-

дящие соли желчных кислот включают в себя, например, холевую кислоту (или ее фармацевтически 

приемлемую натриевую соль, холат натрия), дегидрохолевую кислоту (дегидрохолат натрия), дезоксихо-

левую кислоту (дезоксихолат натрия), глюхолевую кислоту (глюхолат натрия), гликохолевую кислоту 

(гликохолат натрия), гликодезоксихолевую кислоту (гликодезоксихолат натрия), таурохолевую кислоту 

(таурохолат натрия), тауродезоксихолевую кислоту (тауродезоксихолат натрия), хенодезоксихолевую 
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кислоту (хенодезоксихолат натрия), урсодезоксихолевую кислоту (UDCA), тауро-24,25-дигидрофузидат 

натрия (STDHF), гликодигидрофузидат натрия и лауриловый эфир полиоксиэтилена-9 (РОЕ) (Lee et al., 

Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1991, page 92; Swinyard, Chapter 39 In: Remington's 

Pharmaceutical Sciences, 18th Ed., Gennaro, ed., Mack Publishing Co., Easton, Pa., 1990, pages 782-783; Mu-

ranishi, 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). 

Хелатообразующие агенты: Хелатообразующие агенты, при использовании в связи с данном изо-

бретением, могут быть определены как соединения, которые удаляют ионы металлов из раствора образо-

ванием с ними комплексов, в результате чего усиливается абсорбция дцРНК через слизистую оболочку. 

Что касается их применения в качестве усиливающих проникновение агентов в данном изобретении, хе-

латообразующие агенты имеют дополнительное преимущество, служа в качестве ингибиторов ДНКазы, 

так как наиболее охарактеризованные ДНКазы требуют двухвалентного иона металла для катализа и, 

следовательно, ингибируются хелатообразующими агентами (Jarrett, J. Chromatogr., 1993, 618, 315-339). 

Подходящие хелатообразующие агенты включают в себя, но не ограничиваются ими, динатрийэтилен-

диаминтетраацетат (EDTA), лимонную кислоту, салицилаты (например, салицилат натрия, 5-

метоксисалицилат и гомованилат), N-ацилпроизводные коллагена, лаурет-9 и N-аминоацилпроизводные 

бета-дикетонов (енамины) (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). 

Не-хелатообразующие не-сурфактанты: В данном контексте, не-хелатообразующие не-

сурфактанты, усиливающие проникновение соединения, могут быть определены как соединения, кото-

рые демонстрируют незначительную активность в качестве хелатообразующих агентов или в качестве 

сурфактантов, но тем не менее усиливают абсорбцию дцРНК через алиментарную слизистую оболочку 

(Muranishi, Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1990, 7, 1-33). Этот класс усиливающих 

проникновение агентов включают в себя, например, ненасыщенные циклические мочевины, производ-

ные 1-алкил- и 1-алкенилазациклоалканона (Lee et al, Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 

1991, page 92); и нестероидные противовоспалительные агенты, такие как диклофенак-натрий, индоме-

тацин и фенилбутазон (Yamashita et al, J. Pharm. Pharmacol., 1987, 39, 621-626). 

Носители 

Некоторые композиции данного изобретения включают в себя также соединения-носители в гото-

вой форме. В данном контексте, "соединение-носитель" или "носитель" могут относиться к нуклеиновой 

кислоте или ее аналогу, которые являются инертными (т.е. не имеют сами по себе биологической актив-

ности), но узнается в качестве нуклеиновой кислоты процессами in vivo, которые уменьшают биодоступ-

ность нуклеиновой кислоты, имеющей биологическую активность, например, деградацией этой биологи-

чески активной нуклеиновой кислоты или стимулированием ее удаления из кровотока. Совместное вве-

дение нуклеиновой кислоты и соединения-носителя, обычно с избытком последнего вещества, может 

приводить к существенному уменьшению количества нуклеиновой кислоты, улавливаемой в печени, 

почке или других резервуарах вне кровотока, предположительно вследствие конкуренции между соеди-

нением-носителем и нуклеиновой кислотой за общий рецептор. Например, улавливание частично фос-

форотиоатной дцРНК в ткани печени может уменьшаться при совместном введении полиинозиновой 

кислоты, декстрансульфата, полицитидиновой кислоты или 4-ацетамидо-4'-изотиоцианостильбен-2,2'-

дисульфоновой кислоты (Miyao et al, DsRNA Res. Dev., 1995, 5, 115-121; Takakura et al., DsRNA & Nucl. 

Acid Drug Dev., 1996, 6, 177-183.  

Эксципиенты  

В отличие от соединения-носителя, "фармацевтический носитель" или "эксципиент" является фар-

мацевтически приемлемым растворителем, суспендирующим агентом или любым другим фармакологи-

чески инертным носителем для доставки одной или нескольких нуклеиновых кислот животному. Этот 

эксципиент может быть жидкостью или твердым веществом, и его выбирают, имея в виду запланирован-

ный способ введения, таким образом, чтобы обеспечить желаемый объем, консистенцию и т.д., при объ-

единении с нуклеиновой кислотой и другими компонентами конкретной фармацевтической композиции. 

Обычные фармацевтические носители включают в себя, но не ограничиваются ими, связывающие агенты 

(например, желатинированный кукурузный крахмал, поливинилпирролидон или гидроксипропилметил-

целлюлозу и т.д.); наполнители (например, лактозу и другие сахара, микрокристаллическую целлюлозу, 

пектин, желатин, сульфат кальция, этилцеллюлозу, полиакрилаты или гидрофосфат кальция и т.д.); сма-

зывающие вещества (например, стеарат магния, тальк, диоксид кремния, коллоидный диоксид кремния, 

стеариновую кислоту, стеараты металлов, гидрогенизированные растительные масла, кукурузный крах-

мал, полиэтиленгликоли, бензоат натрия, ацетат натрия и т.д.); дезинтегрирующие агенты (например, 

крахмал, гликолат натрий-крахмала и т.д.) и увлажняющие агенты (например, лаурилсульфат натрия и 

т.д.). 

Фармацевтически приемлемые органические или неорганические эксципиенты, подходящие для 

непарентерального введения, которые не реагируют вредным образом с нуклеиновыми кислотами, могут 

быть также использованы для приготовления композиций данного изобретения. Подходящие фармацев-
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тически приемлемые носители включают в себя, но не ограничиваются ими, воду, солевые растворы, 

спирты, полиэтиленгликоли, желатин, лактозу, амилозу, стеарат магния, тальк, кремниевую кислоту, 

вязкий парафин, гидроксиметилцеллюлозу, поливинилпирролидон и т.п. 

Готовые формы для местного (локального) введения нуклеиновых кислот могут включать в себя 

стерильные и нестерильные водные растворы, неводные растворы в обычных растворителях, таких как 

спирты, или растворы нуклеиновых кислот в жидких или твердых масляных основах. Эти растворы мо-

гут также содержать буферы, разбавители и другие подходящие добавки. Могут быть использованы 

фармацевтически приемлемые органические или неорганические эксципиенты, подходящие для непа-

рентерального введения, которые не реагируют вредным образом с нуклеиновыми кислотами. 

Подходящие фармацевтически приемлемые эксципиенты включают в себя, но не ограничиваются 

ими, воду, солевые растворы, спирт, полиэтиленгликоли, желатин, лактозу, амилозу, стеарат магния, 

тальк, кремниевую кислоту, вязкий парафин, гидроксиметилцеллюлозу, поливинилпирролидон и т.п. 

Другие компоненты 

Композиции данного изобретения могут дополнительно содержать вспомогательные компоненты, 

обнаруживаемые в фармацевтических композициях, при их установленных в данной области уровнях. 

Так, например, эти композиции могут содержать дополнительные, совместимые, фармацевтически ак-

тивные вещества, такие как, например, противозудные средства, останавливающие кровотечение средст-

ва, местные анестезирующие средства или противовоспалительные агенты, или могут содержать допол-

нительные вещества, применимые в физическом приготовлении различных лекарственных форм компо-

зиций данного изобретения, такие как красители, ароматизирующие агенты, консерванты, антиоксидан-

ты, глушители (делающие материал непрозрачным), загущающие агенты и стабилизаторы. Однако, такие 

вещества при добавлении должны чрезмерно препятствовать биологическим активностям компонентов 

композиций данного изобретения. Эти готовые формы могут быть стерилизованы и, если желательно, 

смешаны со вспомогательными агентами, например, смазывающими веществами, консервантами, стаби-

лизаторами, увлажняющими агентами, эмульгаторами, солями для влияния на осмотическое давление, 

буферами, красящими агентами, отдушками и/или ароматическими веществами и т.п., которые не взаи-

модействуют вредным образом с нуклеиновой кислотой (нуклеиновыми кислотами) этой готовой формы. 

Водные суспензии могут содержать вещества, которые увеличивают вязкость этой суспензии, в том 

числе, например, натрий-карбоксиметилцеллюлозу, сорбит и/или декстран. Эта суспензия может также 

содержать стабилизаторы. В некоторых вариантах осуществления, фармацевтические композиции, опи-

санные в этом изобретении, включают в себя (а) одно или несколько дцРНК-соединений и (b) один или 

несколько антицитокиновых биологических агентов, которые функционируют посредством другого, чем 

RNAi, механизма. Примеры таких биологических веществ включают в себя биологические вещества, 

которые нацелены на IL-1β (например, анакинра), IL6 (тоцилицунаб) или TNF (этанерцепт, инфликси-

маб, адлимумаб или цертолицумаб). 
Токсичность и терапевтическая эффективность таких соединений может быть определена стандарт-

ными фармацевтическими процедурами в культурах клеток или в экспериментальных животных, напри-

мер, для определения LD50 (дозы, летальной для 50% этой популяции) и ED50 (дозы, терапевтически 

эффективной в 50% этой популяции). Дозовое отношение между токсическим и терапевтическим эффек-

тами называют терапевтическим индексом, и он может быть выражен в виде отношения LD50/ED50. 

Предпочтительными являются соединения, которые обнаруживают высокие терапевтические индексы. 

Данные, полученные из анализов культур клеток и исследований на животных, могут быть исполь-

зованы в приготовлении диапазона доз для применения в людях. Доза композиций, описанных в этом 

изобретении, лежит обычно в диапазоне циркулирующих в кровотоке концентраций, которые включают 

в себя ED50 с низкой токсичностью или с отсутствием токсичности. Эта доза может варьироваться в пре-

делах этого диапазона в зависимости от используемой лекарственной формы и используемого способа 

введения. Для любого соединения, используемого в описанных в этом изобретении способах, терапевти-

чески эффективная доза может быть приближенно оценена сначала из анализов культур клеток. Доза 

может быть определена в моделях животных для получения диапазона, циркулирующих в плазме кон-

центраций соединения, или, соответственно, полипептидного продукта последовательности-мишени (на-

пример, с получением уменьшенной концентрации этого полипептида), который включает в себя IC50 

(т.е. концентрацию тест-соединения, которая дает полумаксимальное ингибирование симптомов), при 

определении в культуре ткани. Такая информация может быть использована для более точного опреде-

ления применимых доз в людях. Уровни в плазме могут быть измерены, например, высокоэффективной 

жидкостной хроматографией. 

Кроме их обсуждаемого выше введения, дцРНК описанные в этом изобретении, могут вводиться в 

комбинации с другими известными агентами, эффективными в лечении патологических процессов, опо-

средуемых экспрессией TTR. В любом случае, производящий введения врач может корректировать ко-

личество и тайминг введения дцРНК на основании наблюдаемых результатов, с использованием стан-

дартных критериев эффективности, известных в данной области или описанных здесь. 

Способы лечения заболеваний, вызываемых экспрессией гена TTR 

Это изобретение относится к применению дцРНК, поражающей TTR, и композициям, содержащим 
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по меньшей мере одну такую дцРНК, для лечения TTR-опосредуемого нарушения или заболевания. На-

пример, дцРНК, поражающая ген TTR, может быть использована для лечения TTR-амилоидоза, такого 

как наследственная амилоидная полиневропатия (FAP), наследственная амилоидная кардиомиопатия 

(FAC), лептоменингеальный амилоидоз/амилоидоз ЦНС (центральной нервной системы), форма VII 

амилоидоза (также называемая лептоменингеальным или менингоцереброваскулярным амилоидозом), 

гипертироксинемия и амилоидоз сердца (также называемый сенильным системным амилоидозом (SSA) и 

сенильным амилоидозом сердца (SCA)). 

Фиг. 15 иллюстрирует симптомы и мутации в TTR, ассоциированные с наследственной амилоидной 

невропатией, наследственной амилоидной карбиомиопатией и амилоидозом ЦНС. Это изобретение 

включает в себя композиции и способы для лечения этих заболеваний и симптомов и направлено на му-

тантные версии TTR. 

дцРНК, поражающая ген TTR, используется также для лечения симптомов и нарушений, таких как 

TTR-амилоидоз. Симптомы, ассоциированные с таким амилоидозом, включают в себя, например, при-

падки, деменцию, миелопатию, полиневропатию, синдром канала запястья, вегетативную недостаточ-

ность, кардиомиопатию, желудочно-кишечную дисфункцию (например, язвы желудка, диарею, консти-

пацию, малабсорбцию (синдром недостаточности всасывания)), потерю массы, гепатомегалию, лимфа-

денопатию, зоб, помутнения стекловидного тела, почечную недостаточность (в том числе протеинурию и 

почечную недостаточность), нефропатию, дисфункцию черепных нервов и дистрофию корнеальной ре-

шетки и застойную сердечную недостаточность с генерализованной слабостью и трудностью дыхания 

из-за задержки жидкости. 

Благодаря ингибирующим действиям на экспрессию TTR, композиция согласно этому изобретению 

или приготовленная из нее фармацевтическая композиция может улучшать качество жизни. 

Это изобретение относится также к применению дцРНК или содержащей ее фармацевтической 

композиции, например, для лечения TTR-амилоидоза, в комбинации с другими фармацевтическими ве-

ществами и/или другими терапевтическими способами, например, с известными фармацевтическими 

веществами и/или известными терапевтическими способами, такими как, например, вещества и/или спо-

собы, котроые используются в настоящее время для лечения этих нарушений. В одном примере, дцРНК, 

поражающая TTR, может вводиться в комбинации с фармацевтическим или терапевтическим способом 

для лечения симптома TTR-заболевания, например, диуретическими средствами, ингибиторами АСЕ 

(ангиотензин-превращающего фермента), блокаторами рецептора ангиотензина (ARB) , или диализом, 

например, для лечения почечной функции. 

дцРНК и дополнительный терапевтический агент могут вводиться в одной и той же комбинации, 

например, парентерально, или может вводиться дополнительный терапевтический агент в виде части 

композиции или другим описанным здесь способом. 

Это изобретение описывает способ введения дцРНК, поражающей TTR, пациенту, имеющему забо-

левание или нарушение, опосредуемое экспрессией TTR, такое как TTR-амилоидоз, например, FAP. Вве-

дение этой дцРНК может стабилизировать и улучшать периферическую неврологическую функцию, на-

пример, в пациенте с FAP. Пациентам может вводиться терапевтическое количество дцРНК, например, 

0,1 мг/кг, 0,2 мг/кг, 0,5 мг/кг, 1,0 мг/кг, 1,5 мг/кг, 2,0 мг/кг или 2,5 мг/кг dsRNA. Эта дцРНК может вво-

диться внутривенной инфузией на протяжении периода времени, такого как 5-минутный, 10-минутный, 

15-минутный, 20-минутный, 25-минутный, 60-минутный, 120-минутный или 180-минутный период. Это 

введение повторяют, например, на регулярной основе, например, один раз в две недели (т.е. каждую вто-

рую неделю) в течение одного месяца, двух месяцев, трех месяцев, четырех месяцев или дольше. После 

начальной схемы введения, эти обработки могут выполняться на менее частой основе. Например, после 

введения каждые две недели в течение трех месяцев введение может повторяться один раз в месяц в те-

чение шести месяцев или года или дольше. Введение дцРНК может уменьшать уровни TTR в крови или 

моче пациента по меньшей мере на 20%, 25%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80 % или 90% или более. 

Перед введением полной дозы дцРНК, пациентам может вводиться более низкая доза, например, 

доза, которая является 5% полной дозы, и может проводиться мониторинг на вредные действия, такие 

как аллергическая реакция или изменение функции печени. Например, в пациентах, подвергаемых мони-

торингу на изменения функции печени, приемлемой является низкая частота изменения LFT (теста 

функции печени) (например, 10-20% частота LFT) (например, обратимое 3-кратное увеличение уровней 

ALT (аланинаминотрансферазы) и/или AST (аспартатаминотрансферазы). 

Многие TTR-ассоциированные заболевания и нарушения являются наследственными. Таким обра-

зом, пациент, нуждающийся в дцРНК TTR, может быть идентифицирован просматриванием семейного 

анамнеза. Наблюдающее за здоровьем лицо, например, доктор, медсестра или член семьи, может исполь-

зовать историю болезни (анамнез) перед прописыванием или введением дцРНК TTR. На пациенте может 

быть также выполнен ДНК-тест для идентификации мутации в гене TTR, перед введением дцРНК TTR 

этому пациенту. 

Пациент может иметь биопсию, выполненную перед получением дцРНК TTR. Эта биопсия может 

быть выполнена на ткани, например, слизистой оболочке желудка, периферическом нерве, коже, жире 

живота, печени или почке, и эта биопсия может выявить амилоидные бляшки, которые являются показа-
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телями TTR-опосредованного нарушения. После идентификации амилоидных бляшек пациенту вводят 

дцРНК TTR. 

Способы идентификации экспрессии гена TTR 

Еще в одном аспекте, это изобретение обеспечивает способ ингибирования экспрессии гена TTR в 

млекопитающем. Этот способ включает в себя введение композиции, описанной в этом изобретении, 

млекопитающему таким образом, что происходит сайленсинг экспрессии гена-мишени TTR. 

Когда подлежащим лечению организмом является человек, эта композиция может вводиться лю-

бым способом, известным в данной области, включающим в себя, но не ограничивающимся ими, перо-

ральный или парентеральный способы, включающие в себя интракраниальное (например, интравентри-

кулярное, интрапаренхимное и внутриоболочечное) , внутривенное, внутримышечное, подкожное, чре-

скожное, введение через дыхательные пути (аэроназальное), ректальное и местное (локальное) (в том 

числе буккальное и сублингвальное) введение. В некоторых вариантах осуществления, эти композиции 

вводят внутривенной инфузией или инъекцией. 

Если нет другого определения, все технические и научные термины, используемые здесь, имеют 

значение, обычно понимаемое лицом, имеющим обычную квалификацию в области, к которой принад-

лежит это изобретение. Хотя способы и материалы, подобные или эквивалентные описанным здесь спо-

собам и материалам, могут быть использованы в практике или испытании дцРНК и способов, описанных 

в этом изобретении, подходящие способы и материалы описаны ниже. Все публикации, заявки на патент, 

патенты и другие ссылки, упомянутые здесь, включены посредством ссылки в полном объеме. В случае 

противоречия, превалирующим должно быть данное описание, в том числе определения. Кроме того, 

материалы, способы и примеры являются только иллюстративными и не предназначены для ограничения 

изобретения. 

ПРИМЕРЫ 

Пример 1. Синтез дцРНК 

Источник реагентов 

Если источник реагента не приведен здесь конкретно, такой реагент может быть получен от любого 

поставщика реагентов для молекулярной биологии в качестве/чистоте, стандартных для применения в 

молекулярной биологии. 

Синтез siRNA (миРНК) 

Одноцепочечные РНК получали твердофазным синтезом в масштабе 1 мкмоль с использованием 

синтезатора Expedite 8909 (Applied Biosystems, Applera Deutschland GmbH, Darmstadt, Germany) и стекла 

с контролируемыми порами (CPG, 500A, Proligo Biochemie GmbH, Hamburg, Germany) в качестве твердо-

го носителя. РНК и РНК, содержащую 2'-О-метилнуклеотиды, генерировали твердофазным синтезом, 

использующим соответствующие фосфорамидиты и 2'-О-метилфосфорамидиты, соответственно (Proligo 

Biochemie GmbH, Hamburg, Germany). Эти элементарные звенья включали в выбранных сайтах в после-

довательности олигорибонуклеотидной цепи с использованием способа стандартной химии нуклеозид-

фосфорамидитов, такого как способ, описанный в Current protocols in nucleic acid chemistry, Beaucage, 

S.L. et al. (Edrs.), John Wiley & Sons, Inc., New York, NY, USA. Фосфоротиоатные связи вводили заменой 

раствора йодного окислителя раствором реагента Beaucage (Chruachem Ltd, Glasgow, UK) в ацетонитриле 

(1%). Другие вспомогательные реагенты получали из Mallinckrodt Baker (Griesheim, Germany). 

Удаление защитных групп и очистку неочищенных олигорибонуклеотидов анионообменной ВЖХ 

проводили в соответствии с установленными процедурами. Выходы и концентрации определяли по УФ-

поглощению раствора соответствующей РНК при длине волны 260 нм с использованием спектрального 

фотометра (DU 640В, Beckman Coulter GmbH, UnterschleiBheim, Germany). Двухцепочечную РНК гене-

рировали смешиванием эквимолярного раствора комплементарных цепей в буфере для отжига (20 мМ 

фосфат натрия, рН 6,8; 100 мМ хлорид натрия), нагревали на водяной бане при 85-90°С в течение 3 мин и 

охлаждали при комнатной температуре на протяжении периода 3-4 ч. Раствор отожженной РНК хранили 

при -20°С до использования. 

Для синтеза 3-холестерин-конъюгированных siRNA (здесь называемых как -Chol-3'), использовали 

подходящим образом модифицированный твердый носитель для синтеза РНК. Этот модифицированный 

твердый носитель получали следующим образом: 

Диэтил-2-азабутан-1,4-дикарбоксилат АА 

 
4,7 М водный раствор гидроксида натрия (50 мл) добавляли в перемешиваемый охлажденный на 

льду раствор гидрохлорида этилглицината (50 мл) (32,19 г, 0,23 моль) в воде (50 мл). Затем, добавляли 

этилакрилат (23,1 г, 0,23 моль) и эту смесь перемешивали при комнатной температуре, пока не определя-

ли завершение реакции с использованием ТСХ. Спустя 19 ч этот раствор распределяли дихлорметаном 

(3×100 мл). Органический слой сушили безводным сульфатом натрия, фильтровали и упаривали. Остаток 
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дистиллировали с получением АА (28,8 г, 61%) . 
Этиловый эфир 3-{этоксикарбонилметил-3-[6-(9Н-флуорен-9-илметоксикарбониламино)гексано-

ил]амино}пропионовой кислоты АВ 

 
Fmoc-6-аминогексановую кислоту (9,12 г, 25,83 ммоль) растворяли в дихлорметане (50 мл) и охла-

ждали на льду. Диизопропилкарбодиимид (3,25 г, 3,99 мл, 25,83 ммоль) добавляли к этому раствору при 

0°С. Затем добавляли диэтилазабутан-1,4-дикарбоксилат (5 г, 24,6 ммоль) и диметиламинопиридин 

(0,305 г, 2,5 ммоль). Этот раствор доводили до комнатной температуры и перемешивали дополнительно в 

течение 6 часов. Завершение реакции устанавливали при помощи ТСХ. Реакционную смесь концентри-

ровали в вакууме и добавляли этилацетат для осаждения диизопропилмочевины. Суспензию фильтрова-

ли. Фильтрат промывали 5% водной хлористоводородной кислотой, 5% бикарбонатом натрия и водой. 

Объединенный органический слой сушили над сульфатом натрия и концентрировали с получением не-

очищенного продукта, который очищали колоночной хроматографией (50% EtOAC/гексаны) с получени-

ем 11,87 г (88%) АВ. 

Этиловый эфир 3-[(6-аминогексаноил)этоксикарбониламино]пропионовой кислоты АС 

 
Этиловый эфир 3-{этоксикарбонилметил-[6-(9Н-флуорен-9-илметоксикарбониламино)гексано-

ил]амино}пропионовой кислоты АВ (11,5 г, 21,3 ммоль) растворяли в 20% пиперидине в диметилформа-

миде при 0°С. Этот раствор продолжали перемешивать в течение 1 ч. Эту реакционную смесь концен-

трировали в вакууме, к остатку добавляли воду и продукт экстрагировали этилацетатом. Неочищенный 

продукт очищали превращением его в гидрохлоридную соль. 

Этиловый эфир 3-({6-[17-(1,5-диметилгексил)-10,13-диметил-2,3,4,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17-тет-

радекагидро-1Н-циклопента[а]фенантрен-3-илоксикарбониламино]гексаноил}этоксикарбонилметил-

амино)пропионовой кислоты AD 

 
Хлористоводородную соль этилового эфира 3-[(6-аминогексаноил)этоксикарбонилметилами-

но]пропионовой кислоты АС (4,7 г, 14,8 ммоль) помещали в дихлорметан. Эту суспензию охлаждали до 

0°С на льду. К суспензии добавляли диизопропилэтиламин (3,87 г, 5,2 мл, 30 ммоль). К полученному 

раствору добавляли холестерилхлорформиат (6,675 г, 14,8 ммоль). Реакционную смесь перемешивали в 

течение ночи. Реакционную смесь разбавляли дихлорметаном и промывали 2 0% хлористоводородной 

кислотой. Продукт очищали флеш-хроматографией (10,3 г, 92%). 

Этиловый эфир 1-{6-[17-(1,5-диметилгексил)-10,13-диметил-2,3,4,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17-

тетрадекагидро-1Н-циклопента[а]фенантрен-3-илоксикарбониламино]гексанил}-4-оксопирролидин-3-

карбоновой кислоты АЕ 
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Трет-бутоксид калия (1,1 г, 9,8 ммоль) суспендировали в 30 мл сухого толуола. Эту смесь охлажда-

ли до 0°С на льду и 5 мг (6,6 ммоль) диэфира AD добавляли медленно при перемешивании в течение 20 

мин. Во время этого добавления температуру поддерживали ниже 5°С. Перемешивание продолжали в 

течение 30 мин при 0°С и добавляли 1 мл ледяной уксусной кислоты с последующим немедленным до-

бавлением 4 г NaH2PO4.Н2О в 40 мл воды. Полученную смесь экстрагировали дважды 100 мл дихлорме-

тана каждый раз и объединенные органические экстракты промывали дважды 10 мл фосфатного буфера 

каждый раз, сушили и упаривали досуха. Остаток растворяли в 60 мл толуола, охлаждали до 0°С и экст-

рагировали тремя порциями по 50 мл холодного карбонатного буфера 9,5 рН. Водные экстракты доводи-

ли до рН 3 фосфорной кислотой и экстрагировали пятью порциями по 40 мл хлороформа, которые затем 

объединяли, сушили и упаривали досуха. Остаток очищали колоночной хроматографией с использовани-

ем 25% смеси этилацетат/гексан с получением 1,9 г бета-кетоэфира (39%). 

17-(1,5-Диметилгексил)-10,13-диметил-2,3,4,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17-тетрадекагидро-1Н-

циклопента[а]фенантрен-3-иловый эфир [6-(3-гидрокси-4-гидроксиметилпирролидин-1-ил)-6-оксогек-

сил]карбаминовой кислоты AF 

 
Метанол (2 мл) добавляли по каплям на протяжении периода 1 ч к нагреваемой в колбе с обратным 

холодильником смеси бета-кетоэфира АЕ (1,5 г, 2,2 ммоль) и боргидрида натрия (0,226 г, б ммоль) в тет-

рагидрофуране (10 мл). Перемешивание продолжали при температуре дефлегмации в течение 1 ч. После 

охлаждения до комнатной температуры добавляли 1 н HCl (12,5 мл) и эту смесь экстрагировали этилаце-

татом (3×40 мл). Объединенный этилацетатный слой сушили над безводным сульфатом натрия и концен-

трировали в вакууме с получением продукта, который очищали колоночной хроматографией (10% Ме-

ОН/CHCl3) (89%). 

17-(1,5-Диметилгексил)-10,13-диметил-2,3,4,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17-тетрадекагидро-1Н-цик-

лопента[а]фенантрен-3-иловый эфир (6-{3-[бис-(4-метоксифенил)фенилметоксиметил]-4-гидроксипирро-

дидин-1-ил}-6-оксогексил)карбаминовой кислоты AG 

 
Диол AF (1,25 г, 1,994 моль) сушили упариванием с пиридином (2×5 мл) в вакууме. Добавляли без-

водный пиридин (10 мл) и 4,4'-диметокситритилхлорид (0,724 г, 2,13 ммоль) при перемешивании. Эту 

реакцию проводили при комнатной температуре в течение ночи. Реакцию гасили добавлением метанола. 
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Реакционную смесь концентрировали в вакууме и к остатку добавляли дихлорметан (50 мл). Органиче-

ский слой промывали 1 М водным бикарбонатом натрия. Органический слой сушили над безводным 

сульфатом натрия, фильтровали и концентрировали. Оставшийся пиридин удаляли упариванием с толуо-

лом. Неочищенный продукт очищали колоночной хроматографией (2% МеОН/хлороформ, Rf=0,5 в 5% 

МеОН/CHCl3) (1,75 г, 95%). 

Моно-(4-[бис-(4-метоксифенил)фенилметоксиметил]-1-{6-[17-(1,5-диметилгексил)-10,13-диметил-

2,3,4,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17-тетрадекагидро-1Н-циклопента[а]фенантрен-3-илоксикарбонилами-

но]гексаноил}пирролидин-3-иловый) эфир янтарной кислоты АН 

 
Соединение AG (1,0 г, 1,05 ммоль) смешивали с янтарным ангидридом (0,150 г, 1,5 ммоль) и DMAP 

(0,073 г, 0,6 ммоль) и сушили в вакууме при 40°С в течение ночи. Эту смесь растворяли в безводном ди-

хлорэтане (3 мл), добавляли триэтиламин (0,318 г, 0,440 мл, 3,15 ммоль) и этот раствор перемешивали 

при комнатной температуре в атмосфере аргона в течение 16 ч. Затем его разбавляли дихлорметаном (40 

мл) и промывали охлажденной на льду водной лимонной кислотой (5 мас.%, 30 мл) и водой (2×20 мл). 

Органическую фазу сушили над безводным сульфатом натрия и концентрировали досуха. Остаток ис-

пользовали в таком виде для следующей стадии. 

Дериватизованный холестерином CPG AI 

 
Сукцинат АН (0,254 г, 0,242 ммоль) растворяли в смеси дихлорметан/ацетонитрил (3:2,3 мл). К 

этому раствору добавляли последовательно DMAP (0,0296 г, 0,242 ммоль) в ацетонитриле (1,25 мл), 2,2'-

дитио-бис-(5-нитропиридин) (0,075 г, 0,242 ммоль) в смеси ацетонитрил/дихлорэтан (3:1, 1,25 мл). К по-

лученному раствору добавляли трифенилфосфин (0,064 г, 0,242 ммоль) в ацетонитриле (0,6 мл). Реакци-

онная смесь приобретала яркую оранжевую окраску. Этот раствор кратковременно встряхивали с ис-

пользованием ручного шейкера (5 мин). Добавляли алкиламин-CPG с длинной цепью (LCAA-CPG) (1,5 г, 

61 мМ). Эту суспензию встряхивали в течение 2 часов. CPG фильтровали через воронку с фильтром из 

спекшегося стекла и промывали последовательно ацетонитрилом, дихлорметаном и эфиром. Непрореа-

гировавшие аминогруппы маскировали с использованием смеси уксусный ангидрид/пиридин. Получен-

ную нагрузку CPG измеряли с использованием измерения УФ-поглощения (37 мМ/г). 

Синтез siRNA, несущих группу бисдециламида 5'-12-додекановой кислоты (здесь называемую "5'-

С32-") или группу 5'-холестерин-производного (здесь называемую "5'-Хол-"), выполняли, как описано в 

WO 2004/065601, за исключением того, что, для холестерин-производного, стадию окисления выполняли 

с использованием реагента Beaucage для введения фосфоротиоатной связи при 5'-конце олигомера нук-

леиновой кислоты. 

Последовательности нуклеиновых кислот представлены ниже с использованием стандартной но-

менклатуры и, конкретно, аббревиатур табл.1. 
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Таблица 1. 

Аббревиатуры нуклеотидных мономеров, используемые в представлении последовательностей нуклеи-

новых кислот. Должно быть понятно, что эти мономеры, когда они присутствуют в олигонуклеотиде, 

взаимосвязаны 5'-3'-фосфодиэфирными связями 

 
Пример 2А. Конструирование siRNA TTR 

Транскрипты 

Конструирование siRNA (короткой интерферирующей РНК) проводили для идентификации siRNA, 

поражающих ген транстиретина из человека (символ TTR) и крысы (символ Ttr) . Это конструирование 

использовало TTR-транскрипты NM_000371.2 (SEQ ID NO:1329) (человека) и NM_012681.1 (SEQ ID 

NO:1330) (крысы) из NCBI Refseq collection. Эти siRNA-дуплексы конструировали с 100% идентично-

стью относительно их соответствующих генов TTR. 

Конструирование и предсказание специфичности siRNA 

Предсказанную специфичность всех возможных 19-меров определяли для каждой последователь-

ности. Эти siRNA TTR использовали в обширном поиске против транскриптом человека и крысы (опре-

деляемых как набор NM и ХМ записей в NCBI Refseq set) с использованием алгоритма FASTA. Затем 

использовали Python script OfftargetFasta.py' для подвергания лексическому анализу этих сопоставлений 

и генерирования оценки (балла) на основании положения и количества ошибочных спариваний между 

этой siRNA и любым потенциальным находящимся 'вне мишени' транскриптом. Эту оценку 'вне мишени' 

взвешивают для подчеркивания различий в 'затравочном' участоке этих siRNA, в положениях 2-9 от 5'-

конца этой молекулы. Оценку 'вне мишени' рассчитывают следующим образом: ошибочным спаривани-

ям между олиго (олигонуклеотидом) и транскриптом присваивают штрафы. Ошибочному спариванию в 

затравочном участке в положениях 2-9 этого олиго назначается штраф 2,8; ошибочным спариваниям в 

предположительных сайтах расщепления 10 и 11 назначается штраф 1,2, а ошибочным спариваниям в 

положениях 12-19 штраф 1. Ошибочные спаривания в положении 1 не учитываются. Затем оценку 'вне 

мишени' для каждой пары олиго-транскрипт рассчитывают суммированием штрафов за ошибочные спа-

ривания. Затем определяют самую низкую оценку 'вне мишени' из всех пар олиго-транскрипт и исполь-

зуют ее в последующем сортинге олиго. Обе цепи siRNA относят к категории специфичности в соответ-

ствии с рассчитанными оценками: оценка выше 3 характеризует их как высоко специфические, оценка 3 

как специфические и между 2,2 и 2,8 как умеренно специфические (среднеспецифические). При выборе, 

какие олигонуклеотиды (олиго) синтезировать, оценки вне мишени антисмысловой цепи классифициро-

вали от высокой к низкой и отобрали 144 наилучших (с наименьшей оценкой вне мишени) пар олиго из 

человека и 26 наилучших пар из крысы. 

Выбор siRNA-последовательности 

В целом, синтезировали 140 смысловых и 140 антисмысловых произведенных из TTR человека 

siRNA-олиго и образовывали из них дуплексы. В целом, синтезировали 26 смысловых и 26 антисмысло-

вых произведенных из TTR крысы siRNA-олиго и образовывали из них дуплексы. Дуплексы, включаю-

щие в себя эти олиго, представлены в таблицах 2-4 (TTR человека) и табл.5-7 (TTR крысы). 
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Таблица 2. 

Идентификационные номера для дцРНК TTR человека 

Смотрите таблицу 4 в отношении последовательностей и  

модификаций олигонуклеотидов (олиго). 
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Таблица 3А.  

Последовательности смысловых и антисмысловых цепей дцРНК TTR человека 

Цепь: s=смысловая; as=антисмысловая;  

Положение: положение 5'-основания на транскрипте (NM_ 000371.2, SEQ ID NO:1329) 
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Таблица 3В. 

Последовательности смысловых и антисмысловых цепей дцРНК TTR человека 

Цепь: s=смысловая; as=антисмысловая;  

Положение: положение 5'-основания на транскрипте (NM_000371.2, SEQ ID NO:1329) 
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Таблица 4. 

Химически модифицированные последовательности смысловых и антисмысловых  

цепей дцРНК TTR человека 

Смотрите табл. 2 в отношении номера дуплекса. Цепь: s=смысловая; as=антисмысловая;  

Положение: положение 5'-основания на транскрипте (NM_000371.2, SEQ ID NO:1329) 
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Таблица 5. 

Идентификационные номера для дцРНК TTR крысы 

Смотрите таблицу 7 в отношении последовательностей. 
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Таблица 6А.  

Последовательности смысловых и антисмысловых цепей для дцРНК TTR крысы. Цепь: s=смысловая; 

as=антисмысловая; Положение: положение 5'-основания на транскрипте (NM_012671.1, SEQ ID 

NO:1330) 
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Таблица 6В. 

Последовательности смысловых и антисмысловых цепей для дцРНК TTR крысы 

Цепь: s=смысловая; as=антисмысловая; Положение: положение 5'-основания на транскрипте 

(NM_012681.1, SEQ ID NO:1330) 
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Таблица 7 

Химически модифицированные последовательности смысловых и  

антисмысловых цепей дцРНК TTR крысы 

См. табл. 5 в отношении номера дуплекса. Цепь: s=смысловая; as=антисмысловая;  

Положение: положение 5'-основания на транскрипте (NM 012681.1, SEQ ID NO:1330) 
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Синтез последовательностей TTR 

Последовательности TTR синтезировали на синтезаторе MerMade 192 в масштабе 1 мкмоль. Для 

всех последовательностей в этом списке использовали 'endolight'-химию, описанную подробно ниже. 

Все пиримидины (цитозин и уридин) в смысловой цепи заменяли соответствующими 2'-О-Метил-

основаниями (2'-O-Метил С и 2'-О-Метил U). 

В антисмысловой цепи, пиримидины, соседние (в направлении 5') относительно рибо-А-

нуклеозида, заменяли их соответствующими 2'-О-Метил-нуклеозидами. 

На 3'-конце как смысловой, так и антисмысловой последовательностей вводили удлинение из двух 

оснований dTdT. 

Этот файл последовательностей преобразовывали в текстовой файл, чтобы он был совместимым 

для ввода в программу синтеза MerMade 192. 

Синтез последовательностей TTR использовал синтез олигонуклеотидов на твердом носителе с 

применением фосфорамидитной химии. Синтез вышеуказанных последовательностей выполняли в мас-

штабе 1 мкМ в 96-луночных планшетах. Растворы амидита готовили в концентрации 0,1 М и в качестве 

активатора использовали этилтиотетразол (0,6 М в ацетонитриле). 

Синтезированные последовательности расщепляли и освобождали от защитных групп в 96-

луночных планшетах с использованием метиламина в первой стадии и триэтиламина.3HF во второй ста-

дии. Неочищенные последовательности, полученные таким образом, осаждали с использованием смеси 

ацетон:этанол и осадок ресуспендировали в 0,5 М натрий-ацетатном буфере. Пробы из каждой последо-

вательности анализировали при помощи LC-MS, и полученные данные масс подтверждали идентичность 

этих последовательностей. Отобранный набор проб анализировали также IEX-хроматографией. 

Следующей стадией в этом процессе была очистка. Все последовательности очищали на системе 

очистки АКТА explorer с использованием колонки Source 15Q. Единственный пик, соответствующий 

полноразмерной последовательности, собирали в элюенте и затем анализировали на чистоту ионообмен-

ной хроматографией. 

Очищенные последовательности обессоливали на колонке Sephadex G25 с использованием очи-

щающего агента (АКТА purifier). Эти обессоленные последовательности TTR анализировали на концен-

трацию и чистоту. Затем одиночные цепи отжигали с получением TTR-dsRNA (TTR-дцРНК). 

Пример 2В. In vitro скрининг siRNA TTR на супрессию мРНК 

Поражающие TTR дцРНК человека (табл. 2) анализировали на ингибирование эндогенной экспрес-

сии TTR в клетках HepG2 и Нер3В, с использованием анализов qPCR (ПЦР реального времени) и bDNA 

(разветвленной DNA) для количественного определения мРНК TTR. Поражающие TTR грызуна дцРНК 

(таблица 5) синтезировали и анализировали на ингибирование эндогенной экспрессии TTR с использова-

нием анализов bDNA в клетках Н.4.II.E. Результаты из анализов с однократными дозами использовали 

для выбора субпопуляции дцРНК-дуплексов TTR для экспериментов доза-ответ для расчета IC50. Резуль-

таты IC50 использовали для отбора дцРНК TTR для дальнейшего тестирования. 

Культивирование клеток и трансфекции: 

Линии гепатоцитов HepG2, Нер3В и клеток H.4.II.E (АТСС, Manassas, VA) выращивали почти до 

конфлюэнтности при 37°С в атмосфере 5% СО2 в модифицированной по способу Дульбекко среде Игла 

(АТСС), дополненной 10% ФТС, стрептомицином и глутамином (АТСС) перед высвобождением из 

планшета трипсинизацией. Клетки H.4.II.E выращивали также в минимальной поддерживающей среде 

Игла. Обратную транскрипцию проводили добавлением 3 мкл Opti-МЕМ к 5 мкл siRNA-дуплексов на 

лунку в 96-луночном планшете вместе с 10 мкл Opti-MEM плюс 0,2 мкл Липофектамина RNAiMax на 

лунку (Invitrogen, Carlsbad CA. cat # 13778-150) и инкубировали при комнатной температуре в течение 15 

минут. Затем добавляли 80 мкл полной среды для выращивания без антибиотиков, содержащей 4×10
4
 

(HepG2), 2×10
4
 (Нер3В) или 2×10

4
 (H.4.II.E)-клеток. Клетки инкубировали в течение 24 часов перед очи-

сткой РНК. Эксперименты с однократными дозами выполняли с 10, 1, 0,5, 0,1, 0,05, 0,01, 0,005, 0,001, 

0,0005, 0,0001, 0,00005, 0,00001 нМ. 

Выделение тотальной РНК с использованием набора для выделения РНК MagMAX-96 (Ap-

plied Biosystems, Foster City CA. part #: AMI 830): 

Клетки собирали и лизировали в 140 мкл раствора для лизиса/связывания, затем перемешивали в 

течение 1 минут при 850 об/мин с использованием Термомиксера Эппендорфа (скорость смешивания 

была одной и той же на протяжении этого процесса). Двадцать микролитров магнитных гранул добавля-

ли в лизат клеток и смешивали в течение 5 мин. Магнитные гранулы извлекали при помощи магнитного 

устройства и супернатант удаляли без нарушения этих гранул. После удаления супернатанта магнитные 

гранулы промывали Промывочным раствором 1 (дополненным изопропанолом) и смешивали в течение 1 

минуты. Гранулы опять собирали и супернатант удаляли. Затем гранулы промывали 150 мкл Промывоч-

ного раствора 2 (дополненного этанолом), собирали и супернатант удаляли. Затем к этим гранулам до-

бавляли 50 мкл ДНКазной смеси (МадМах turbo-буфер для ДНКазы и ДНКаза Turbo) и их перемешивали 

в течение 10-15 мин. После перемешивания, добавляли 100 мкл раствора для повторного связывания 

РНК и перемешивали в течение 3 мин. Супернатант удаляли и магнитные гранулы опять промывали 150 
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мкл Промывочного раствора 2 и смешивали в течение 1 мин и супернатант удаляли полностью. Эти маг-

нитные гранулы смешивали в течение 2 мин для высыхания перед элюцией РНК 50 мкл воды. 

Синтез кДНК с использованием набора для высокоэффективной обратной транскрипции 

кДНК ABI (Applied Biosvstems. Foster City. CA. Cat #4368813): 

Основную смесь 2 мкл 10Х буфера, 0,8 мкл 25х dNTP, 2 мкл случайных праймеров, 1 мкл обратной 

транскриптазы, 1 мкл ингибитора РНКаз и 3,2 мкл Н2О на одну реакцию добавляли в 10 мкл тотальной 

РНК. кДНК генерировали с использованием термоциклера Bio-Rad С-1000 или S-1000 (Hercules, CA) 

посредством следующих стадий: 25°С 10 мин, 37°С 120 мин, 85°С 5 с, 4°С выдерживание. 

ПЦР реального времени: 

2 мкл кДНК добавляли к основной смеси 1 мкл зонда 18S TaqMan (Applied Biosystems Cat # 

4319413E), 1 мкл зонда TTR TaqMan (Applied Biosystems cat # HSOO 174914 Ml) и 10 мкл основной сме-

си TaqMan для универсальной ПЦР (Applied Biosystems Cat #4324018) на лунку в 96-луночном планшете 

MicroAmp Optical (Applied Biosystems cat # 4326659). ПЦР реального времени выполняли в системе ПЦР 

реального времени ABI 7000 Prism или ABI 7900HT (Applied Biosystems) с использованием ∆∆ Ct(RQ)-

анализа. Все реакции выполняли в трех повторностях. 
Данные ПЦР реального времени анализировали с использованием этого ДД Ct-способа и нормали-

зовали относительно анализов, выполненных на клетках, трансфицированных 10 нМ BlockIT fluorescent 

Oligo (Invitrogen Cat # 2013) или 10 нМ AD-1955 (контрольным дуплексом, который поражает ген люци-

феразы немлекопитающих) для расчета изменения укладки. 

Анализы с разветвленной ДНК - QuantiGene 1.0 (Panomics. Fremont. CA. cat #: QG0004) - ис-

пользуемые для скрининга специфических дуплексов грызунов 

Клетки H.4.II.E (АТСС) трансфицировали 10 нМ siRNA. После удаления среды, H.4.II.E лизировали 

в 100 мкл Разбавленной лизисной смеси (смеси 1 объема Лизисной смеси, 2 объемов не содержащей нук-

леаз воды и 10 мкл Протеиназы-К на мл для конечной концентрации 20 мг/мл), затем инкубировали при 

65°С в течение 35 мин. Затем, в этот захватывающий планшет добавляли 80 мкл Рабочего Набора Зондов 

(смеси TTR- или GAPDH-зонда) и 20 мкл клеточного лизата. Захватывающие планшеты инкубировали 

при 53°С±1°С в течение ночи (приблизительно 16-20 ч). Захватывающие планшеты промывали 3 раза IX 

Промывочным буфером (смесью не содержащей нуклеаз воды, Буферного Компонента 1 и Промывочно-

го Буферного Компонента 2), затем сушили центрифугированием в течение 1 мин при 1000 об/мин. В 

захватывающий планшет добавляли Рабочий амплификаторный реагент добавляли в этот захватываю-

щий планшет, который затем герметично заделывали и инкубировали в течение 1 ч при 46±1°С. Стадии 

промывания и сушки повторяли после 1 ч инкубирования и добавляли 100 мкл Реагента раствора метки. 

Затем этот планшет промывали, сушили и добавляли 100 мкл Субстрата (смеси лаурилсульфата лития и 

раствора субстрата). Захватывающие планшеты помещали в термостат на 30 мин при 46±1°С. Затем за-

хватывающие планшеты вынимали из термостата и инкубировали при комнатной температуре в течение 

30 мин. Наконец, Захватывающие планшеты считывали с использованием люминометра (Victor Lumi-

nometer, Perkin Elmer, Waltham, MA). 

Анализы разветвленной ДНК - QuantiGene 2.0 (Panomics cat #: QS001 1): используемые для 

скрининга всех других дуплексов 

После 24 ч инкубации при установленной дозе или при установленных дозах, среду удаляли и клет-

ки лизировали в 100 мкл Лизисной смеси (1 объем лизисной смеси, 2 объема не содержащей нуклеаз во-

ды и 10 мкл Протеиназы-К/мл для конечной концентрации 20 мг/мл), затем инкубировали при 65°С в 

течение 35 мин. Затем, в этот захватывающий планшет добавляли 20 мкл Рабочего Набора зондов (TTR-

зонд для гена-мишени и GAPDH для эндогенного контроля) и 80 мкл клеточного лизата. Захватывающие 

планшеты инкубировали при 55±1°С (приблизительно 16-20 ч). На следующий день, Захватывающие 

планшеты промывали 3 раза IX Промывочным буфером (не содержащей нуклеаз воды, Буферного Ком-

понента 1 и Промывочного Буферного Компонента 2), затем сушили центрифугированием в течение 1 

минуты при 240 g. Добавляли 100 мкл Рабочего пре-амплификаторного реагента в эти Захватывающие 

планшеты, которые заделывали алюминиевой фольгой и инкубировали в течение 1 ч при 55±1°С. После 

1 ч, стадию промывания повторяли, затем добавляли 100 мкл рабочего амплификаторного реагента. По-

сле 1 ч, стадии промывания и сушки повторяли и добавляли 100 мкл зонда метки. Захватывающие план-

шеты инкубировали при 50°С±1°С в течение 1 часа. Затем эти планшеты промывали IX Промывочным 

буфером и сушили и затем добавляли к этим Захватывающим планшетам 100 мкл Субстрата. Захваты-

вающие планшеты считывали с использованием люминометра SpectraMax (Molecular Devices, Sunnyvale, 

CA) с последующей инкубацией в течение 5-15 мин. 

Анализ данных bDNA: 

Данные bDNA анализировали (i) вычитанием среднего фона из каждой из трех повторностей про-

бы, (ii) усреднением величин полученных трех повторностей GAPDH (контрольного зонда) и TTR (экс-

периментального зонда), и затем получением (вычислением) отношения: (фон экспериментального зон-

да)/фон контрольного зонда). 
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Результаты 

Суммирование результатов однократных доз и IC50 для TTR-dsRNA (TTR siRNA) представлены 

ниже в табл.8. Результаты однократных доз выражены в виде % мРНК TTR относительно контроля, при 

анализе в клетках HepG2. IC50 определяли в клетках HepG2 и/или Нер3В, как указано. 

Таблица 8. 

Результаты отдельных доз и IC50 in vitro скринингов siRNATTR ND: нет данных;  

* указывает на результат, который представляет среднее из двух экспериментов. 
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Данные доза-ответ, используемые для идентификации IC50 для 5 TTR-дцРНК (AD-18258, AD-18274, 

AD-18324, AD-18328 и AD-18339), представлены подробно ниже в табл.9. Было определено, что все 5 

siRNA имеют IC50, выраженные в пМ. Данные IC50 для дцРНК в табл.8 являются суммированием данных, 

представленных в табл.9 ниже. 
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Таблица 9.  

Данные доза-ответ для 5 TTR-дцРНК 

 

 

 

 

 
Суммирование результатов однократных доз для специфических для грызунов TTR-дцРНК (siRNA 

TTR) представлены ниже в табл. 10. Результаты однократных доз выражены в виде % siRNA TTR при  

10 нМ. Эти результаты показывают, что некоторые специфические для грызунов siRNA TTR являются 

эффективными в супрессии эндогенной мРНК TTR крысы in vitro. 

Таблица 10 

Результаты однократных доз in vitro скрининга специфических для  

грызунов TTR-дцРНК (siRNA TTR) 
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Пример 3. In vitro анализ siRNA TTR для индукции секреции TNF-αααα и IFN-αααα 

Для оценивания потенциала в отношении иммуностимуляции, siRNA TTR анализировали на ин-

дукцию секреции TNF-α и IFN-α. 

РВМС человека выделяли из свежесобранных лейкоцитных пленок, полученных из здоровых доно-

ров (Research Blood Components, Inc., Boston, MA) стандартным центрифугированием с использованием 

градиента плотности Ficoll-Hypaque. Свежевыделенные клетки (1×10
5
/лунка/100 мкл) высевали в 96-

луночные планшеты и культивировали в среде RPMI 1640 GlutaMax (Invitrogen), дополненной 10% инак-

тивированной нагреванием фетальной телячьей сывороткой и 1% смесью антибиотиков/фунгицидов (In-

vitrogen). 

siRNA трансфицировали в РВМС с использованием реагента трансфекции DOTAP (Roche Applied 

Science). DOTAP сначала разбавляли в Opti-MEM (Invitrogen) в течение 5 мин перед смешиванием с рав-

ным объемом Opti-MEM, содержащим siRNA. Комплексы siRNA/DOTAP инкубировали, как указано 

инструкциями изготовителя, и затем добавляли к РВМС (50 мкл на лунку), которые затем культивирова-

ли в течение 24 ч. siRNA положительного и отрицательного контроля включали во все анализы. AD-5048 

использовали в качестве siRNA положительного контроля. AD-5048 соответствует последовательности, 

которая поражает Аполипопротеин В человека (Soutschek et al., 2004) и индуцирует секрецию как IFN-α, 

так и TNF-α в этом анализе. AD-1955, который не индуцирует секрецию IFN-α и TNF-α в этом анализе, 

использовали в качестве siRNA отрицательного контроля. Все siRNA использовали в конечной концен-

трации 133 нМ. Отношение РНК к реагенту трансфекции было равно 16,5 пмоль на мкг DOTAP. 

Цитокины детектировали и определяли количественно в культуральных супернатантах с использо-

ванием коммерчески доступного набора ELISA для IFN-α (BMS216INST) и TNF-α (BMS223INST), оба 

из Bender MedSystems (Vienna, Austria). siRNA TTR индукция цитокинов выражена в виде процента про-

дуцированных IFN-α или TNF-α относительно положительного контроля siRNA AD-5048. 

Результаты стимуляции IFN-α и TNF-α количества siRNA TTR представлены на фиг. 1 (среднее из 

четырех повторностей лунок ± SD) и ниже в табл.11 (проценты в сравнении с AD-5048). Ни одна из оце-

ниваемых siRNA TTR не индуцировала значимо секрецию TNF-α или IFN-α культивируемыми РВМС 

человека. 

Таблица 11 

Результаты стимуляции IFN-α и TNF-α siRNA TTR 
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Пять основных поражающих TTR дцРНК (TTR-siRNA) выбирали на основании IC50 в пМ-диапазоне 

в линиях печеночных клеток человека HepG2 и Нер3В и отсутствия иммуностимуляторной активности. 

Дуплексы без каких-либо ошибочных спариваний с большей вероятностью достигают значимого нок-

дауна транскрипта-мишени, чем дуплексы с ошибочными спариваниями между этим олиго и мРНК. Для 

возможности лучшей интерпретации данных перекрестно-видовой токсикологии и для получения наибо-

лее широкой применимости к пациентам-людям, обычно предпочтительными являются дуплексы, кото-

рые имеют 10 0% идентичность в ортологических генах из крысы, собакоподобной обезьяны и человека, 

которые, кроме того, не имеют участоков-мишеней с известными полиморфизмами. Пять основных со-

единений отбирали на основании IC50 в линиях печеночных клеток в пМ-диапазоне, отсутствия иммуно-

стимуляторной активности, специфичности в отношении TTR-транскриптов человек и отсутствия из-

вестных полиморфизмов (мутаций) в участоке мРНК, являющемся мишенью этого дуплекса. В случае 

TTR, не были обнаружены состоящие из 19 оснований олигонуклеотиды (олиго) с полной идентично-

стью в человеке, крысе и собакоподобной обезьяне. 

Суммирование этих данных представлено в табл.12, которая также включает в себя информацию об 

известных мутациях TTR в участоке, являющемся мишенью этого дуплекса и перекрестно-видовой реак-

тивности. 
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Таблица 12. 

Суммирование данных для пяти наиболее сильнодействующих дцРНК TTR 

 
 

Пример 4. In vivo уменьшение мРНК TTR печени и белка TTR плазмы LNP01-18324, LNP01-

18328 и LNP01-18246 в трансгенных мышах 

Две TTR-siRNA, AD-18324 и AD-18328, были выбраны для оценивания in vivo. Эти дуплексы про-

являли сильный зависимый от дозы сайленсинг in vitro в линиях печеночных клеток (например, HepG2). 

Фиг. 2А и фиг. 2В показывают зависимости реакции от дозы в клетках HepG2 после трансфекции с ис-

пользованием AD-18324 (фиг. 2А) или AD-18328 (фиг. 2В), где эти дозы выражены в нМ на х-оси и ре-

акции выражены в виде остающейся фракции мРНК TTR относительно контроля, на у-оси. Было опреде-

лено, что в клетках HepG2, IC50 AD-18324 и AD-18328 были равны 2 пМ и 3 пМ, соответственно. Сайты-

мишени TTR для обоих основных кандидатов дцРНК находятся в 3'-нетранслируемом участоке мРНК 

TTR, в участоке, где отсутствуют сообщенные мутации в литературе. 

Последовательности каждой цепи этих двух основных кандидатов воспроизведены ниже из этих 

таблиц. Цепь: s=смысловая; as=антисмысловая; Положение: положение 5'-основания на трансрипте NM 

000371.2. 

 
Кроме того, перекрестно-реактивная дцРНК TTR грызуна, AD-18246, была выбрана для дополни-

тельного оценивания in vivo. AD-18246 поражает последовательность, начинающуюся в положении 88 

открытой рамки считывания, где имеются три мутации, сообщенные в литературе. Кривая доза-ответ для 

AD-18246 в клетках HepG2 показана на Фиг. 3. AD-18246 является существенно менее сильной, чем AD-

18324 и AD-18328; было определено, что IC50 AD-18246 равна 265 пМ. 

AD-18324, AD-18328 и AD-18246 вводили трансгенным мышам после приготовления в LNP01. 3-5-

месячным трансгенным мышам H129-mTTR-KO/iNOS-KO/hTTR (мышам с нокаутом транстиретина/ 

мышам с индуцированным нокаутом синтазы оксида азота/трансгенным мышам с транстиретином чело-

века) вводили внутривенно (IV) 200 мкл LNP01-приготовленную транстиретин-специфическую siRNA 

(AD-18324, AD-18328 или AD-18246), LNP01-приготовленную контрольную siRNA нацеленную на ген 

люциферазы не-человека (AD-1955) или ЗФР через хвостовую вену при концентрациях 1,0 мг/кг, 3,0 

мг/кг или 6,0 мг/кг для siRNA AD-18324 и AD-18328, 3,0 мг/кг для siRNA AD-18246 и 6,0 мг/кг для siR-

NA AD-1955. LNP01 является липидоидной готовой формой, состоящей из ND98, холестерина и ПЭГ-

церамида С16. 

Спустя приблизительно сорок часов, мышей анестезировали 200 мкл кетамина и затем обескровли-

вали перерезанием правой хвостовой (каудальной) артерии. Выделяли цельную кровь и выделяли плазму 

и хранили при -80°С до анализа. Ткань печени собирали, быстро замораживали и хранили при -80°С до 

обработки. 

Эффективность лечения оценивали посредством (i) измерения мРНК TTR в печени при 48 часах по-

сле введения дозы и (ii) измерения белка TTR в плазме перед кровопусканием и при 48 часах после вве-

дения дозы. Уровни мРНК TTR анализировали с использованием анализов разветвленной ДНК-
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QuantiGene 2.0 (Panomics cat #: QS0011). Вкратце, пробы печени мыши измельчали и готовили лизаты 

ткани. Лизисную смесь печени (смесь из 1 объема лизисной смеси, 2 объемов не содержащей нуклеаз 

воды и 10 мкл Протеиназы-К/мл для конечной концентрации 20 мг/мл) инкубировали при 65°С в течение 

35 мин. Затем, в этот захватывающий планшет добавляли 20 мкл Рабочего Набора зондов (TTR-зонд для 

гена-мишени и GAPDH для эндогенного контроля) и 80 мкл клеточного лизата. Захватывающие планше-

ты инкубировали при 55±1°С (приблизительно 16-20 ч). На следующий день, Захватывающие планшеты 

промывали 3 раза IX Промывочным буфером (не содержащей нуклеаз воды, Буферного Компонента 1 и 

Промывочного Буферного Компонента 2), затем сушили центрифугированием в течение 1 мин при 249g. 

Добавляли 100 мкл Рабочего пре-амплификаторного реагента в Захватывающий планшет, который заде-

лывали алюминиевой фольгой и инкубировали в течение 1 ч при 55°С±1°С. После 1 ч стадию промыва-

ния повторяли, затем добавляли 100 мкл рабочего амплификаторного реагента. После 1 ч, стадии промы-

вания и сушки повторяли и добавляли 100 мкл зонда метки. Затем эти планшеты промывали IX Промы-

вочным буфером и сушили и затем добавляли к этим Захватывающим планшетам 100 мкл Субстрата. 

Захватывающие планшеты считывали с использованием люминометра SpectraMax (Molecular Devices, 

Sunnyvale, CA) с последующей инкубацией в течение 5-15 мин. Данные bDNA анализировали вычитани-

ем среднего фона из каждой из трех повторностей, усреднением величин полученных трех повторностей 

GAPDH (контрольного зонда) и TTR (экспериментального зонда), и затем вычислением отношения: (фон 

экспериментального зонда)/фон контрольного зонда). 

Уровни TTR плазмы анализировали с использованием коммерчески доступного набора "AssayMax 

Human Prealbumin ELISA Kit" (AssayPro, St. Charles, MO, Catalog # EP3010-1) в соответствии с указания-

ми изготовителя. Вкратце, плазму мыши разбавляли 1:10000 в IX смеси разбавителей и добавляли в 

предварительно покрытые планшеты вместе со стандартами набора и инкубировали в течение 2 ч при 

комнатной температуре с последующими 5Х промываниями промывочным буфером набора. Пятьдесят 

микролитров биотинилированного антитела преальбумина добавляли в каждую лунку и инкубировали в 

течение 1 ч при комнатной температуре, с последующими 5Х промываниями промывочным буфером. 

Пятьдесят микролитров конъюгата стрептавидин-пероксидаза добавляли в каждую лунку и планшеты 

инкубировали в течение 30 мин при комнатной температуре с последующим промыванием, описанным 

выше. Эту реакцию проявляли добавлением 50 мкг на лунку хромогенного субстрата и инкубированием 

в течение 10 мин при комнатной температуре с остановкой реакции добавлением 50 мкл на лунку стоп-

раствора. Поглощение при 450 нм считывали не микропланшет-ридере Versamax (Molecular Devices, 

Sunnyvale, CA) и данные анализировали с использованием пакета программного обеспечения Softmax 4.6 

(Molecular Devices). 

Было обнаружено, что LNP01-18324 и LNP01-18328 уменьшают уровни мРНК TTR печени (Фиг. 

4А) и белка TTR плазмы (Фиг. 4В) зависимым от дозы образом при болюсном IV-введении. Было опре-

делено, что ED50 мРНК LNP01-18328 равна ~1 мг/кг, тогда как ED50 LNP01-18324 равна ~2 мг/кг. Дейст-

вия LNP01-18324 и LNP01-18328 были специфическими, так как контроль, LNP01-1955 при б мг/кг, не 

влиял значимо на уровни мРНК TTR печени, в сравнении с группой ЗФР. LNP01-18324 и LNP01-18328 

уменьшали уровни белка TTR плазмы относительно группы ЗФР, с эффективностями, которые были 

сходными с эффективностями на уровнях мРНК TTR. При 3 мг/кг LNP01-18246 уменьшал уровни мРНК 

TTR печени в меньшей степени, чем 3 мг/кг LNP01-18324 или LNP01-18328. 

Эти результаты демонстрируют, что LNP01-18324 и LNP01-18 328, вводимые IV-болюсом, сущест-

венно уменьшают мРНК TTR человека, экспрессируемую печенью трансгенной мыши, что приводит к 

уменьшению белка TTR человека в кровотоке. 

Пример 5. In vivo уменьшение мРНК TTR дикого типа в печени примата (не человека) по-

средством SNALP-18324 и SNALP-18328 

Для оценивания эффективности TTR-siRNA AD-18324 и AD-18328 в приматах (не человеке) на 

уровнях мРНК TTR печени, эти siRNA готовили в SNALP и вводили 15-минутной IV-инфузией. Обезья-

нам Cynomolgus (Macaca fascicularis) (2-5 кг, 3 животных на группу) вводили 15-минутные IV-инфузии 

SNALP-18324 (0,3, 1,0 или 3,0 мг/кг), SNALP-18328 (0,3, 1 или 3 мг/кг) или SNALP-1955 (3 мг/кг, с отри-

цательным контролем, siRNA AD-1955, мишенью которой является ген люциферазы (не-

млекопитающего). При сорока восьми часах после введения доз, обезьян анестезировали натрий-

пентобарбиталом и проводили кровоизвлечение. Ткань печени для определения мРНК TTR собирали, 

быстро замораживали и хранили при -80°С до обработки. 

Уровни мРНК TTR в печени анализировали при помощи специально разработанного анализа раз-

ветвленной ДНК, использующего технологию QuantiGene1,0. Вкратце, пробы печени обезьяны измель-

чали и готовили лизаты ткани. Лизисную смесь печени (смесь из 1 объема лизисной смеси, 2 объемов не 

содержащей нуклеаз воды и 10 мкл Протеиназы-К/мл для конечной концентрации 20 мг/мл) инкубирова-

ли при 65°С в течение 35 мин. Затем, в этот захватывающий планшет добавляли 20 мкл Рабочего Набора 

зондов (TTR-зонд для гена-мишени и GAPDH для эндогенного контроля) и 80 мкл клеточного лизата. 

Захватывающие планшеты инкубировали при 55±1°С (приблизительно 16-20 ч). На следующий день, 

Захватывающие планшеты промывали 3 раза IX Промывочным буфером (не содержащей нуклеаз воды, 
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Буферного Компонента 1 и Промывочного Буферного Компонента 2), затем сушили центрифугировани-

ем в течение 1 минуты при 249g. Добавляли 100 мкл Рабочего пре-амплификаторного реагента в Захва-

тывающий планшет, который заделывали алюминиевой фольгой и инкубировали в течение 1 ч при 

55±1°С. После 1 ч стадию промывания повторяли и затем добавляли 100 мкл Рабочего амплификаторно-

го реагента. После 1 ч стадии промывания и сушки повторяли и добавляли 100 мкл зонда метки. Захва-

тывающие планшеты инкубировали при 55±1°С в течение 1 ч. Затем эти планшеты промывали IX Про-

мывочным буфером и сушили и затем добавляли к этим Захватывающим планшетам 100 мкл Субстрата. 

Захватывающие планшеты считывали с использованием люминометра SpectraMax (Molecular De-

vices, Sunnyvale, CA) с последующей инкубацией в течение 5-15 мин. Данные bDNA анализировали (i) 

вычитанием среднего фона из каждой из трех повторностей, (ii) усреднением величин полученных трех 

повторностей GAPDH (контрольного зонда) и TTR (экспериментального зонда), и затем (iii) вычислени-

ем отношения: (фон экспериментального зонда)/фон контрольного зонда). 

Эти результаты показаны на фиг. 5. SNALP-18324 и SNALP-18328 уменьшали уровни мРНК TTR в 

печени зависимым от дозы образом, в сравнении с отрицательным контролем SNALP-1955. Было опре-

делено, что ED50 SNALP-18328 и SNALP-18324 были равны -0,3 и ~1 мг/кг, соответственно. 

Эти результаты демонстрируют, что SNALP-18324 и SNALP-18328 являются эффективными в су-

прессии мРНК TTR дикого типа в печени примата (не человека) при введении IV-инфузией.  

Пример 6. In vivo уменьшение мутантной мРНК и мутантного белка (V30M)-TTR посредством 

SNALP-18328 в трансгенной мыши 

Для оценивания эффективности TTR-siRNA AD-18328 на мутантной мРНК (V30M) TTR в печени и 

мутантном белке (V30M) TTR в сыворотке, AD-18328 готовили в SNALP и вводили посредством IV-

болюса в V30M hTTR-трансгенную мышь. 8-12-недельным V30M hTTR-трансгенным мышам (5 живот-

ных на группу) внутривенно (IV) вводили 200 мкл SNALP-18328 (0,03, 0,3 или 3 мг/кг), SNALP-1955 (3 

мг/кг с отрицательным контролем siRNA AD-1955, мишенью которой является ген люциферазы (не-

млекопитающего)), или ЗФР. Используемые мыши были штаммом Mus musculus H129-hTTR KO из Ин-

ститута молекулярной и клеточной биологии, Porto, Portugal. Вкратце, трансгенных мышей hTTR H129 

скрещивали с мышами Н129 эндогенный TTR KO (нуль-мышами для генерирования H129-hTTR транс-

генных мышей в генетическом фоне нуль-мышей TTR (Maeda, S., (2003), Use of genetically altered mice to 

study the role of serum amyloid P component in amyloid deposition. Amyloid Suppl. 1, 17-20). 

При 48 ч после инъекции, животным во всех пяти группах обработки вводили летальную дозу ке-

тамина/ксилазина. Пробы сыворотки собирали и хранили при -80°С до анализа. Ткань печени собирали, 

быстро замораживали и хранили при -80°С до обработки. 

Для количественного определения мРНК TTR, замороженную ткань печени измельчали в порошок 

и готовили лизаты. Уровни мРНК TTR относительно уровней мРНК GAPDH определяли в этих лизатах с 

использованием анализа разветвленных ДНК (QuantiGene Reagent System, Panomics, Fremont, CA). 

Вкратце, анализ QuantiGene (Genospectra) использовали для количественного определения уровней 

мРНК в лизатах проб ткани в соответствии с инструкциями изготовителя. Средний уровень мРНК TTR 

нормализовали относительно среднего уровня мРНК GAPDH для каждой пробы. Средние значения нор-

мализованных величин групп затем дополнительно нормализовали относительно средней величины для 

обработанной ЗФР группы для получения относительного уровня экспрессии мРНК TTR. 

Для количественного определения белка TTR, сыворотку анализировали с использованием набора 

AssayPro (St. Charles, МО) Assaymax PreAlbumin ELISA, в соответствии с протоколом изготовителя. 

Эти результаты показаны на фиг. 6А и фиг. 6В для мРНК печени и белка сыворотки, соответствен-

но. Обработанные SNALP-18 328 V30M hTTR-трансгенные мыши имели зависимое от дозы и значимое 

уменьшение уровней мРНК TTR печени относительно группы ЗФР-контроля, достигая максимального 

уменьшения 97% (р<0,001) при 3 мг/кг SNALP-18328, и 50% уменьшения (ED50) при ~0,15 мг/кг 

SNALP-18328. Белок TTR сыворотки также подавлялся зависимым от дозы образом, с максимальным 

уменьшением белка TTR сыворотки 99% (р<0,01) (относительно уровней перед введением дозы) при  

3 мг/кг SNALP-18328, что согласовалось с уменьшением уровней мРНК TTR. SNALP-1955 при 3 мг/кг не 

имел статистически значимого действия ни на уровни мРНК TTR, ни на уровни белка, в сравнении с 

ЗФР. 

Эти результаты демонстрируют, что SNALP-18328, при введении IV, является активным в супрес-

сии мутантной мРНК V30M TTR в печени трансгенной мыши, что приводит к уменьшению мутантного 

белка V30M TTR в кровотоке. 

Пример 7. Продолжительность супрессии мРНК и белка TTR посредством SNALP-18328 в 

трансгенной мыши 

Для оценивания продолжительности супрессии мРНК и белка TTR посредством SNALP-18328, AD-

18328 готовили в SNALP и вводили в виде IV-болюса V30M hTTR-трансгенным мышам. В различных 

временных точках после введения дозы определяли количественно уровни мРНК TTR в печени и уровни 

белка TTR сыворотки. 8-12-недельным V30M hTTR-трансгенным мышам (4 животных на группу) вводи-

ли внутривенно (IV) 200 мкл SNALP-18328 (1 мг/кг) или SNALP-1955 (1 мг/кг, с отрицательным контро-
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лем siRNA AD-1955, мишенью которой является ген люциферазы (не млекопитающего). Используемые 

мыши были штаммом Mus musculus H129-hTTR KO из Института молекулярной и клеточной биологии, 

Porto, Portugal. Вкратце, трансгенных мышей hTTR H129 скрещивали с мышами H129 эндогенный TTR 

КО (нуль-мышами для генерирования H129-hTTR трансгенных мышей в генетическом фоне нуль-мышей 

TTR (Maeda, S., (2003), Use of genetically altered mice to study the role of serum amyloid P component in am-

yloid deposition. Amyloid Suppl. 1, 17-20). В дни 3, 8, 15 или 22 после введения дозы, животным обеиз 

групп давали леальную дозу кетамина/ксилазина. Пробы сыворотки собирали и хранили при -80°С до 

анализа. Ткань печени собирали, быстро замораживали и хранили при -80°С до обработки. 

Для количественного определения мРНК TTR замороженную ткань печени измельчали в порошок и 

готовили лизаты. Уровни мРНК TTR относительно уровней мРНК GAPDH определяли в этих лизатах с 

использованием анализа разветвленных ДНК (QuantiGene Reagent System, Panomics, Fremont, CA). 

Вкратце, анализ QuantiGene (Genospectra) использовали для количественного определения уровней 

мРНК в лизатах проб ткани в соответствии с инструкциями изготовителя. Средний уровень мРНК TTR 

нормализовали относительно среднего уровня мРНК GAPDH для каждой пробы. Средние значения нор-

мализованных величин групп затем дополнительно нормализовали относительно средней величины для 

обработанной ЗФР группы для получения относительного уровня экспрессии мРНК TTR. 

Для количественного определения белка TTR, сыворотку анализировали с использованием набора 

AssayPro (St. Charles, МО) Assaymax PreAlbumin ELISA, в соответствии с протоколом изготовителя. 

Эти результаты показаны на фиг. 7А и фиг. 7В для мРНК печени и белка сыворотки, соответствен-

но. Единственное IV-болюсное введение SNALP-18328 в hTTR V30М-трансгенную мышь приводило к 

продолжительному ингибированию уровней мРНК TTR в печени и уровней белка TTR в сыворотке. В 

сравнении с контрольной группой (1 мг/мл SNALP-1955), однократное IV-введение SNALP-18328 при 1 

мг/кг значимо уменьшало относительные уровни мРНК TTR в дни 3, 8, 15 и 22 после введения дозы на 

96% (р<0,001), 90% (р<0,001), 82% (р<0,001) и 73% (р<0,001), соответственно, и не возвращало к уров-

ням фона в конце этого исследования (день 22 после введения дозы). Уровни белка также уменьшались с 

максимальным уменьшением TTR сыворотки 97% (р<0,001) (относительно SNALP-1955) в день 3 после 

введения дозы. В дни 8, 15 и 22 после введения дозы, уровни белка TTR были подавлены на 72% 

(р<0,05), 32% (р<0,05) и 40% (р<0,001), соответственно, относительно SNALP-1955. 

Эти результаты демонстрируют, что единственное IV-введение SNALP-18328 производит продол-

жительную супрессию мРНК печени-мишени и уровней белка сыворотки в V30M hTTR-трансгенной 

мыши, со значимыми уменьшениями как мРНК TTR печени, так и белка TTR сыворотки при 22 днях 

после введения дозы. 

Пример 8. Продолжительность супрессии белка TTR сыворотки посредством SNALP-18328 в 

примате (не человеке) 

Для оценивания продолжительности супрессии белка TTR сыворотки посредством SNALP-18328, 

AD-18328 готовили в SNALP и вводили IV-инфузией приматам (не человеку). В различных временных 

точках после введения дозы определяли количественно уровни белка. 

Обезьянам Cynomolgus (Macaca fascicularis) (n=5 животных на группу для групп SNALP-18 32 8 и 

n=3 животных на группу для SNALP-1955- и ЗФР-групп) вводили 15-минутную инфузию SNALP-18328 

(0,3, 1 или 3 мг/кг), SNALP-1955 (3 мг/кг) с отрицательным контролем siRNA AD-1955, который поража-

ет ген люциферазы не-человека) или ЗФР. В дни 0, 1, 2, 3, 4, 5, 7, 10 и 14 фазы введения доз собирали 

пробы сыворотки и хранили при -80°С до анализа. 

Для анализа уровней белка TTR в пробах сыворотки использовали Вестерн-блот-анализ. Пробы сы-

воротки из каждой группы объединяли и разбавляли 1:1 буфером Леммли для проб (β-меркаптоэтанол 

добавляли в разведении 1:20). Эти пробы нагревали при 95°С в течение 10 мин. 12,5 мкл каждой пробы 

наносили в каждую дорожку 10-20% преп-геля Criterion (Biorad, Hercules, СА) и разделяли электрофоре-

зом на ДСН-ПААГ при 120 В в течение 1,5 ч, затем переносили на нитроцеллюлозную мембрану с ис-

пользованием полусухой системы при 15 В в течение 1 ч. Эту мембрану блокировали в течение ночи при 

4°С в блокирующем буфере LiCOR (Lincoln, NE), разведенном 1:1 1X ЗФР. Этот блот зондировали сна-

чала первичными антителами (козьими анти-TTR-антителами из Santa Cruz (Santa Cruz, CA) при разве-

дении 1:1000 в блокирующем буфере LiCOR/ЗФР на качалке в течение 1 ч при комнатной температуре. 

Блоты промывали 4Х ЗФР + 0,2% Твин 20 (10 мин на одну промывку). Добавляли флуоресцентные мече-

ные вторичные антитела (антитела против козьих антител 680 нМ из Invitrogen (Carlsbad, CA) при разве-

дении 1:10000 в блокирующем буфере LiCOR/ЗФР и этот блот инкубировали в течение 1 часа при ком-

натной температуре. После инкубирования, блоты промывали 4х ЗФР+0,2% Твин 20, с последующей 

одной промывкой IX ЗФР. Для детектирования белковых полос использовали систему визуализации Od-

yssey Infrared LiCOR. Мономер TTR мигрирует при 15 кДа. 

Эти результаты показаны на фиг. 8. Уровни белка TTR сыворотки обнаруживали зависимое от дозы 

уменьшение с 1 или 3 мг/кг SNALP-18328, в сравнении с уровнями перед введением дозы (в день 0). 

Продолжительность супрессии после однократного IV-введения SNALP-18 328 равна по меньшей мере 

14 дням после обработки 1 или 3 мг/кг SNALP-18328. 
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Эти результаты демонстрируют, что однократное IV-введение SNALP-18 32 8 производит продол-

жительную супрессию белка TTR в кровотоке в примате (не человеке) (Масаса fascicularis), со значимым 

уменьшением белка TTR при 14 днях после введения дозы. 

Пример 9. In vivo уменьшение мутантного (V30M) TTR в периферических тканях посредством 

SNALP-18328 в трансгенной мыши 

Для оценивания эффективности SNALP-18328 в уменьшении TTR в периферических тканях, мы-

шей с нокаутом hTTR V30M/HSF-1 оценивали при помощи иммуногистохимического окрашивания на 

TTR. Двухмесячным мышам с нокаутом hTTR V30M/HSF-1 (Maeda, S., (2003), Use of genetically altered 

mice to study the role of serum amyloid P component in amyloid deposition. Amyloid Suppl. 1, 17-20) вводили 

IV-болюс 3 мг/кг SNALP-18328 (12 животных), З мг/кг SNALP-1955 (с отрицательным контролем siRNA 

AD-1955, мишенью которого является ген люциферазы (не млекопитающего), 4 животных) или ЗФР (4 

животных) один раз каждые две недели в виде четырех доз в целом в дни 0, 14, 28 и 42. Уровни мРНК 

TTR печени и TTR-иммунореактивность во множественных периферических тканях оценивали при 8 

неделях после введения первой дозы в день 56. 

Мышей анестезировали 1 мг/кг медетомидина и вводили летальную дозу кетамина. Собирали пред-

ставляющие интерес ткани и органы. Для иммуногистохимии пищевод (Е), желудок (S), кишечник (две-

надцатиперстную кишку (II) и ободочную кишку (14)), нерв (N) и дорсальные ганглии блуждающего 

нерва (D) фиксировали в нейтральном забуференном формалине и заливали в парафин. Для детектирова-

ния TTR кроличье первичное антитело против TTR человека (1:1000, DAKO, Denmark) и антикроличье 

биотин-конъюгированное вторичное антитело (1:20 Sigma, USA) исследовали мечением экстравидином 

для окрашивания белка TTR. Эту реакцию проявляли 3-амино-9-этилкарбаксолом, АЕС (Sigma, USA) . 

Полуколичественный анализ иммуногистохимических предметных стекол выполняли с использованием 

программы Scion image quant, которая измеряет площадь, занимаемую цветом субстратной реакции, и 

нормализует эту величину относительно общей площади изображения. Средние величины % занимаемой 

площади изображены с соответствующим стандартным отклонением. Каждую ткань животного оценива-

ли в четырех различных зонах. Присутствие TTR человека в парасимпатических ганглиях желудка и ки-

шечника исследовали двойным иммунофлуоресцентным окрашиванием кроличьими антителами против 

TTR человека (1:1000, DAKO, Denmark) и мышиным анти-PGP9.5-антителом (1:40, Serotec, USA) в каче-

стве первичных антител; вторичными антителами были, соответственно: антикроличье антитело Alexa 

Fluor 488 (Molecular probes, UK) и козье антимышиное антитело Alexa Fluor 568 (Molecular probes, UK). 

Предметные стекла готовили с vectashield (Vector) и визуализировали в микроскопе Zeiss Cell Observer 

System (Carl Zeiss, Germany), оборудованном фильтрами для FITC и родамина. 

Эти результаты построены в виде диаграмм на фиг. 9. В отличие от обработанных ЗФР и SNALP-

1955 животных, обработанные SNALP-18328 животные имели значимое уменьшение TTR-

иммунореактивности во всех исследованных тканях (пищеводе (Е), желудке (S), кишечнике (двенадца-

типерстной кишке (II) и ободочной кишке (14)), нерве (N) и дорсальных ганглиях блуждающего нерва 

(D). 

Эти результаты демонстрируют, что введение SNALP-18328 мышам с нокаутом hTTR V30M/HSF-1 

вызывает значимое уменьшение белка TTR в периферических тканях и органах, включающих в себя пи-

щевод, желудок, кишечник (двенадцатиперстную кишку и ободочную кишку), нерв и дорсальный ганг-

лий блуждающего нерва.  

Пример 10. In vivo уменьшение мРНК TTR дикого типа в печени примата (не человека) по-

средством XTC-SNALP-18328  

Для оценивания эффективности новой состоящей из липидных наночастиц готовой формы XTC-

SNALP для доставки siRNA в примата (не человека) siRNA TTR AD-18328 готовили в XTC-SNALP 

(XTC-SNALP-18328) и вводили 15-минутной IV-инфузией и определяли количественно мРНК TTR пече-

ни. Обезьянам Cynomolgus (Macaca fascicularis) вводили 15-минутными IV-инфузиями XTC-SNALP-

18328 (0,03, 0,1, 0,3 или 1 мг/кг) или XTC-SNALP-1955 (1 мг/кг, с отрицательным контролем siRNA AD-

1955, мишенью которой является ген люциферазы (не млекопитающего). При сорока восьми часах после 

введения доз, обезьян анестезировали натрий-пентобарбиталом и выполняли кровоизвлечение. Ткань 

печени для определения мРНК собирали, быстро замораживали и хранили при -80°С до обработки. Спо-

собы, использованные для количественного определения мРНК TTR в ткани печени, были сходными со 

способами, описанными в примере 5 выше. 

Эти результаты показаны на фиг. 10. XTC-SNALP-18328 уменьшал уровни мРНК TTR в печени за-

висимым от дозы образом, в сравнении с отрицательным контролем XTC-SNALP-1955. Было определе-

но, что ЕС50 мРНК была равна ~0,1 мг/кг XTC-SNALP-18328. 

Эти результаты демонстрируют, что XTC-SNALP-18328 является эффективным в супрессии мРНК 

TTR дикого типа в печени примата (не человека) при введении IV-инфузией. 

Пример 11. In vivo уменьшение мРНК TTR дикого типа в печени примата (не человека) по-

средством LNP09-18328 и LNP11-18328 

Для оценивания эффективности двух новых состоящих из липидных наночастиц готовых форм, 

LNP09 и LNP11, для доставки siRNA в примата не человека, TTR siRNA AD-18328 готовили в LNP09 
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(LNP09-18328) или LNP11 (LNP11-18328) и вводили 15-минутной IV-инфузией и анализировали уровни 

мРНК TTR печени и уровни белка TTR в сыворотке. Обезьянам Cynomolgus monkeys {Масаса 

fascicularis) вводили 15-минутные IV-инфузии LNP09-18328 (0,03, 0,1 или 0,3 мг/кг), LNP11-18328 (0,03, 

0,1 или 0,3 мг/кг) или ЗФР. Пробы биопсии печени собирали при 48 ч после введения доз, быстро замо-

раживали и хранили при -80°С до обработки. Сыворотку собирали перед введением доз (перед кровопус-

канием) и в дни 1, 2, 4, 7, 14, 21 и 28 после введения доз и хранили при -80°С до обработки. Способы, 

использованные для количественного определения мРНК TTR в ткани печени и оценивания белка TTR в 

сыворотке, были сходными со способами, описанными в примерах 5 и 8 выше. 

Эти результаты показаны на фиг. 11А для мРНК и на фиг. 11В для белка. Обработанные LNP09-

18328 и LNP11-18328 животные обнаруживали зависимое от дозы уменьшение уровней мРНК TTR в 

печени с достижением максимального уменьшения при 0,3 мг/кг ~85% (LNP09-18328) и ~90% (LNP11-

18328) мРНК относительно ЗФР-контроля. Было определено, что ЕС50 мРНК была равна ~0,02 мг/кг как 

для LNP09-18328, так и для LNP11-18328. В день 7 после введения доз пробы сыворотки обнаруживали 

зависимое от дозы уменьшение белка TTR для 0,1 и 0,3 мг/кг LNP09-18328 и LNP11-18328, в сравнении с 

уровнями ЗФР-контроля. Фиг. 11С показывает уменьшение уровней белка TTR дозой 0,3 мг/кг LNP09-

18328, которое удерживалось на протяжении по меньшей мере 28 дней после введения доз, в сравнении с 

группой ЗФР-контроля и в сравнении с пробами перед кровопусканием. 

Эти результаты демонстрируют, что LNP09-18328 и LNP11-18328 являются эффективными в су-

прессии мРНК TTR в печени примата не человека и белка TTR дикого типа в кровотоке при введении IV-

инфузией. Кроме того, супрессия с использованием LN09-18328 является продолжительной, сохраняю-

щейся в течение по меньшей мере 2 8 дней после IV-инфузии. 

Пример 12. Синтез "черепичных" (tiled) последовательностей TTR 

Конструировали набор TTR-дуплексов ("черепичных дуплексов"), которые поражали ген TTR 

вблизи участка-мишени AD-18328, который поражает ген TTR человека начиная с нуклеотида 628 

NM_000371.3. 

В приведенных ниже примерах, нумерация, представляющая положение 5'-основания siRNA на 

транскрипте, основана на NM_000371.3 (FIG. 12; SEQ ID NO:1331). В показанных выше примерах, эта 

нумерация для siRNA, поражающей siRNA человека, была основана на NM_000371.2 (Фиг. 13А). 

NM_000371.3 удлиняет последовательность 5'UTR на 110 оснований в сравнении с NM 000371.2, как 

показано на фиг. 14. Таким образом, в качестве примера, исходным положением AD-18328 является 628 

на NM_000371.3 и 518 на NM_000371.2 (фиг. 14). Черепичные последовательности TTR синтезировали 

на синтезаторе MerMade 192 в 1 мкмоль-масштабе. Для всех последовательностей в этом списке приме-

няли химию 'endolight', подробно описанную ниже. 

Все пиримидины (цитозин и уридин_ в смысловой цепи содержали 2'-О-Метил-основания (2'-O-

Метил С и 2'-O-Метил U). 

В антисмысловой цепи, пиримидины, смежные (непрерываемые) (в направлении 5') с рибо-А-

нуклеозидом, заменяли их соответствующими 2-O-Метилнуклеозидами. 

Вводили удлинение из двух оснований dTdT на 3'-конце как смысловых, так и антисмысловых по-

следовательностей. 

Этот файл последовательностей превращали в текстовой файл, чтобы сделать его совместимым с 

вводом в программное обеспечение (программу) синтеза MerMade 192. 

Синтез, расщепление и удаление защитных групп: 

Этот синтез последовательностей TTR использовал синтез олигонуклеотидов на твердой подложке 

при помощи фосфороамидитной химии. Этот синтез последовательностей выполняли в 1 мкм-масштабе 

в 96-луночных планшетах. Амидитные растворы готовили в концентрации 0,1 М и в качестве активатора 

использовали этилтиотетразол (0,6 М в ацетонитриле). Синтезированные последовательности отщепляли 

и освобождали от защитных групп в 96-луночных планшетах с использованием метиламина в первой 

стадии и фторидного реагента во второй стадии. Эти неочищенные последовательности осаждали с ис-

пользованием смеси ацетон:этанол (80:20) и осадок ресуспендировали в 0,1 М натрий-ацетатном буфере. 

Пробы из каждой последовательности анализировали при помощи LC-MS для подтверждения идентич-

ности, UV для количественного определения и с использованием выбранного набора проб при помощи 

IEX-хроматографии для определения чистоты. 

Очистка и обессоливание: 

"Черепичные последовательности" TTR очищали на системе очистки АКТА explorer с использова-

нием колонки Source 15Q. Во время очистки температуру колонки поддерживали при 65°С. Инжекцию и 

сбор проб выполняли в 96-луночных планшетах (с глубиной лунок 1,8 мл). В этом элюенте собирали 

единственный пик, соответствующий полноразмерной последовательности. 

Очищенные последовательности обессоливали на колонке Sephadex 

G25 с использованием очищающего агента АКТА. Обессоленные последовательности TTR анали-

зировали на концентрацию (УФ-измерением при А260) и чистоту (ионообменной ВЖХ). Затем эти оди-

ночные цепи представляли для отжига. 
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Одиночные цепи и дуплексы TTR: 

Подробный список "черепичных" дуплексов и соответствующих одиночных цепей TTR (смысловых 

и антисмысловых) показан в таблице ниже (табл.13). 

Таблица 13.  

Черепичные дуплексы и соответствующие одиночные цепи TTR 

Цепь: s=смысловая; as=антисмысловая; Положение: положение 5'-основания на транскрипте 

(NM_000371.3, SEQ ID NO:1331). 
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Пример 13. In vitro скрининг черепичных (tiled) siRNA TTR 

Черепичные дуплексы TTR анализировали в клетках Нер3В на ингибирование эндогенной экспрес-

сии TTR с использованием ПЦР-анализов реального времени. 

Культивирование клеток и трансфекция: 

Клетки Нер3В (АТСС, Manassas, VA) выращивали почти до конфлюэнтности при 37°С в атмосфере 
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5% СО2 в минимальной питательной среде Игла (ЕМЕМ, АТСС), дополненной 10% ФТС, стрептомици-

ном и глутамином (АТСС), перед высвобождением из планшета трипсинизацией. Обратную транскрип-

цию проводили добавлением 5 мкл Opti-MEM к 5 мкл каждой из siRNA в индивидуальных лунках 96-

луночного планшета. Добавляли 10 мкл Opti-MEM плюс 0,2 мкл Липофектамина RNAiMax на лунку (In-

vitrogen, Carlsbad CA. cat # 13778-150) и эту смесь инкубировали при комнатной температуре в течение 

15 мин. Затем добавляли 80 мкл полной среды для выращивания, описанной выше, но без антибиотиков, 

содержащей 2,0×10
4
 клеток Нер3В. Клетки инкубировали в течение 24 ч перед очисткой РНК. Экспери-

менты с отдельными дозами выполняли при конечной концентрации дуплекса 0,1 или 10 нМ. 

Выделение тотальной РНК с использованием набора для выделения РНК MagMAX-96 (Applied Bio-

systems, Foster City CA. part #: AM 1830): 

Клетки собирали и лизировали в 140 мкл раствора для лизиса/связывания, затем перемешивали в 

течение 1 минуты при 850 об/мин с использованием Термомиксера Эппендорфа (скорость смешивания 

была одной и той же на протяжении этого процесса). Двадцать микролитров магнитных гранул и смеси 

для усиления лизиса/связывания добавляли в лизат клеток и смешивали в течение 5 мин. Магнитные 

гранулы извлекали при помощи магнитного устройства и супернатант удаляли без нарушения этих гра-

нул. После удаления супернатанта магнитные гранулы промывали Промывочным раствором 1 (допол-

ненным изопропанолом) и смешивали в течение 1 мин. Гранулы опять собирали и супернатант удаляли. 

Затем гранулы промывали 150 мкл Промывочного раствора 2 (дополненного этанолом), собирали и су-

пернатант удаляли. Затем к этим гранулам добавляли 50 мкл ДНКазной смеси (МадМах turbo-буфер для 

ДНКазы и ДНКаза Turbo) и перемешивали в течение 10-15 мин. После перемешивания, добавляли 100 

мкл раствора для повторного связывания РНК и перемешивали в течение 3 мин. Супернатант удаляли и 

магнитные гранулы опять промывали 150 мкл Промывочного раствора 2 и смешивали в течение 1 мин и 

супернатант удаляли полностью. Эти магнитные гранулы смешивали в течение 2 мин для высыхания 

перед элюцией РНК 50 мкл воды. 

Синтез кДНК с использованием набора для высокоэффективной обратной транскрипции кДНК ABI 

(Applied Biosvstems. Foster City. CA. Cat #4368813): 

Основную смесь 2 мкл 10Х буфера, 0,8 мкл 25х dNTP, 2 мкл случайных праймеров, 1 мкл обратной 

транскриптазы, 1 мкл ингибитора РНКаз и 3,2 мкл Н2О на одну реакцию добавляли в 10 мкл тотальной 

РНК. кДНК
 
генерировали с использованием термоциклера Bio-Rad С-1000 или S-1000 (Hercules, CA) по-

средством следующих стадий: 25°С 10 мин, 37°С 120 мин, 85°С 5 с, 4°С выдерживание. 

ПЦР реального времени: 

2 мкл кДНК добавляли к основной смеси, содержащей 0,5 мкл зонда GAPDH TaqMan (Applied Bio-

systems Cat # 43263173E), 0,5 мкл зонда TTR TaqMan (Applied Biosystems cat # HS00174914 Ml) и 10 мкл 

основной смеси Roche-зондов (Roche Cat # 04887301001) на лунку в 384-луночном планшете LightCycler 

480 (Roche cat # 0472974001). ПЦР реального времени выполняли в установке LightCycler 480 Real Time 

PCR (Roche). Каждый дуплекс испытывали в двух независимых трансфекциях и каждую трансфекцию 

анализировали в двух повторностях. 

Данные реального времени анализировали с использованием ∆∆Ct-способа. Каждую пробу норма-

лизовали относительно экспрессии и нокдаун оценивали относительно клеток, трансфицированных не-

нацеливающим дуплексом AD-1955.  

Таблица 14 показывает нокдаун TTR с использованием siRNA. Данные выражены в виде процента 

оставшегося транскрипта относительно клеток, являющихся мишенью AD-1955. 

Многие, но не все, черепичные TTR-дцРНК, поражающие TTR вблизи мишени AD-18328, умень-

шали мРНК TTR по меньшей мере на 70% при трансфекции в клетки Нер3В при 0,1 нМ. 
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Таблица 14. 

Ингибирование TTR черепичной дцРНК, поражающей TTR вблизи мишени AD-18328 

 
 

Пример 14. Оценивание действия продолжительности инфузии на эффективность однократ-

ного внутривенного введения SNALP-18534 в крысах Sprague-Dawley 

Цели 

Для определения действия продолжительности инфузии на эффективность однократной IV-

инфузии SNALP-18534 на уровнях мРНК TTR печени в крысах Sprague-Dawley. 
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Таблица 15.  

Используемые аббревиатуры и определения 

 
Последовательности смысловых и антисмысловых цепей AD-18534 воспроизведены ниже на осно-

вании представленных выше таблиц: 

 
Материалы исследования 

Изделие (изделия) 

SNALP-18534 состоит из siRNA, поражающей мРНК TTR грызуна (AD-18534), приготовленной в 

стабильных частицах нуклеиновая кислота-липид (SNALP), для доставки в ткани-мишени. Готовая фор-

ма SNALP (липидная частица) состоит из нового амино-липида (DLinDMA), ПЭГ-илированного липида 

(mPEG2000-C-DMA), нейтрального липида (DPPC) и холестерина. Отношение липид:нуклеиновая ки-

слота в готовой форме является приближенно 5,8:1 (м:м). SNALP-1955 содержит siRNA, поражающую 

мРНК люциферазы (не млекопитающего), приготовлена с той же липидной частицей с которой приго-

товлена SNALP-18534, и служит в качестве нефармакологического активного контроля. Уровни доз вы-

ражены в виде мг/кг на основе массы содержимого siRNA. 

План исследования и процедуры 

Животные и введение тест-изделий: 

Это исследование содержит 9 групп крыс Sprague-Dawley (4 самца на группу). Этим животным 

предоставляли по меньшей мере 2-дневный период акклиматизации перед этим исследованием, и все 

животные были 7-недельного возраста в начале введения доз. Вводимую дозу рассчитывали на основе 

данных массы тела, собранных перед введением доз в день 1. Тест-изделия и контрольные изделия вво-

дили в виде однократной 15-минутной, 1-часовой, 2-часовой или 3-часовой IV-инфузии через хвостовую 

вену с использованием 24G 
3
/4 дюймовой канюли, герметизируемой при помощи Baxter Injection Site sep-

tum, присоединенной через иглу 27G Terumo butterfly к шприцу-насосу Baxter AS40A. Объем дозы был 3 

мл/кг, скорость инфузии была 12 мл/кг/ч и животные свободно перемещались в клетках во время введе-

ния доз. Крыс делили на девять групп обработки и им вводили однократную IV-инфузию SNALP-18534, 

SNALP-1955 или ЗФР, как показано в табл. 16: 

Таблица 16. 

Группы доз тестируемых животных 

 
Сбор ткани и выделение РНК: 

В день 0, животных анестезировали ингаляцией изофлуорана и собирали пробы крови перед введе-

нием доз в пробирки для отделения сыворотки ретробульбарным кровоизвлечением. Пробам крови дава-

ли свертываться при комнатной температуре в течение приблизительно 30 мин перед центрифугировани-

ем при 4°С. Затем пробы сыворотки хранили при -80°С до выполнения анализа. В день 3, животным во 

всех группах обработки давали летальную дозу кетамина/ксилазина. Кровь собирали через хвостовую 

вену в пробирки для отделения сыворотки и затем давали свертываться при комнатной температуре в 

течение приблизительно 30 мин перед центрифугированием при 4°С. Пробы сыворотки хранили при -

80°С до выполнения анализа. Ткань печени собирали и быстро замораживали на сухом льду. Заморожен-

ную ткань печени измельчали и готовили лизаты ткани для количественного определения мРНК печени. 
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Количественное определение мРНК TTR: 

Уровни мРНК TTR относительно уровней мРНК GAPDH определяли в лизатах с использованием 

анализа разветвленных ДНК (QuantiGene Reagent System, Panomics, Fremont, CA) . Вкратце, использова-

ли анализ QuantiGene (Genospectra) для количественного определения уровней мРНК в лизатах проб тка-

ни в соответствии с инструкциями изготовителя. Средний уровень мРНК TTR нормализовали относи-

тельно среднего уровня мРНК GAPDH для каждой пробы. 

Для получения относительного уровня экспрессии мРНК TTR, средние величины группы для каж-

дой из обработанных SNALP-1955 и SNALP-18534 групп с 15-минутной, 1-часовой и 2-часовой продол-

жительностями нормализовали затем относительно средней величины для ЗФР-обработанной группы с 

15-минутной инфузией, в то время как средние величины групп для обработанных SNALP-1955 и 

SNALP-18534 с 3-часовой продолжительностью инфузии нормализовали затем относительно средней 

величины для ЗФР-обработанной группы с 3-часовой продолжительностью. 

Результаты 

Как показано на фиг. 16, однократная IV-инфузия 1 мг/кг SNALP-18534 с разными продолжитель-

ностями инфузии от 15 минут до 3 часов приводит к сравнимому ингибированию уровней мРНК TTR 

печени, измеренному спустя два дня после введения доз. Однократная IV-инфузия 1 мг/кг SNALP-18534 

показала также продолжительную понижающую регуляцию TTR на протяжении 29 дней после одно-

кратной 15-минутной IV-инфузии, в сравнении с контролем SNALP-1955 (данные не показаны). В срав-

нении с ЗФР-обработанной группой, однократная 15-минутная, 1-часовая, 2-часовая или 3-часовая IV-

инфузия SNALP-18534 при 1 мг/кг значимо уменьшала относительные уровни экспрессии мРНК TTR на 

94% (р<0,001), 94% (р<0,001), 92% (р<0,001) и 93% (р<0,001), соответственно. Специфичность активно-

сти SNALP-18534 демонстрируется отсутствием значимого ингибирования мишени введением SNALP-

1955 через 1-часовую, 2-часовую или 3-часовую инфузию при том же самом уровне доз. 

Выводы 

Это исследование демонстрирует, что варьирование продолжительности инфузии от 15 минут до 3 

часов не влияет на эффективность однократного IV-введения 1 мг/кг SNALP-18534 в крысах, как оцене-

но по уменьшению уровней мРНК TTR в печени. 

Пример 15. In vivo уменьшение мРНК TTR дикого типа в печени крысы с использованием 

LNP07-18534 и LNP08-18534 

Для оценивания эффективности 2 новых готовых форм липидных наночастиц, LNP07 и LNP08, для 

доставки siRNA в крысе, специфическую для грызунов siRNA TTR, AD-18534, готовили в LNP07 

(LNP07-18534) или LNP08 (LNP08-18534) и вводили 15-минутной IV-инфузией и определяли количест-

венно мРНК TTR печени. Крысам Sprague-Dawley (4 животных на группу) вводили 15-минутную IV-

инфузию LNP07-18534 (0,03, 0,1, 0,3 или 1 мг/кг), LNP08-18534 (0,01, 0,03 или 0,1 мг/кг) или LNP07-1955 

(1 мг/кг) или LNP08-1955 (0,1 мг/кг), содержащую отрицательную контрольную siRNA AD-1955, мише-

нью которой является ген люциферазы не млекопитающего. Спустя сорок восемь часов, животных эвта-

низировали и собирали ткань печени, быстро замораживали и хранили при -80°С до обработки. 

Для количественного определения мРНК TTR, замороженную ткань печени измельчали в порошок 

и готовили лизаты. Уровни мРНК TTR относительно уровней мРНК GAPDH определяли в этих лизатах с 

использованием анализа разветвленных ДНК (QuantiGene Reagent System, Panomics, Fremont, CA). 

Вкратце, анализ QuantiGene (Genospectra) использовали для количественного определения уровней 

мРНК в лизатах проб ткани в соответствии с инструкциями изготовителя. Средний уровень мРНК TTR 

нормализовали относительно среднего уровня мРНК GAPDH для каждой пробы. Средние значения нор-

мализованных величин групп затем дополнительно нормализовали относительно средней величины для 

обработанной ЗФР группы для получения относительного уровня экспрессии мРНК TTR. 

Эти результаты показаны на Фиг. 17. LNP07-18534 уменьшала уровни мРНК TTR в печени зависи-

мым от дозы образом с 94% супрессией мРНК TTR при 1 мг/кг. Это действие было специфическим, так 

как отрицательный контроль LNP07-1955 при 1 мг/кг не влияла значимо на уровни мРНК TTR в сравне-

нии с ЗФР-контролем. Было определено, что ЕС50 мРНК была равна ~0,05 мг/кг LNP07-18534. LNP08-

18534 уменьшала уровни мРНК TTR в печени заисимым от дозы образом с 86% супрессией мРНК TTR 

при 0,1 мг/кг. Это действие было специфическим, так как отрицательный контроль LNP08-1955 при 0,1 

мг/кг не влиял значимо на уровни мРНК TTR в сравнении с ЗФР-контролем. Было определено, что ЕС50 

мРНК была равна ~0,02 мг/кг LNP08-18534. 

Эти результаты демонстрируют, что LNP07-18534 и LNP08-18534 являются эффективными в су-

прессии мРНК TTR дикого типа в печени крысы при введении IV-инфузией и что LNP07 и LNP08 явля-

ются эффективными готовыми формами для доставки siRNA в печень. 

Пример 16. Уменьшение мРНК TTR печени однократным внутривенным введением LNP09-

18534 или LNP11-18534 в крыс Sprague-Dawley 

Цель: 

Для оценивания эффективности двух новых готовых форм липидных наночастиц (LNP) для достав-

ки специфической для TTR грызунов siRNA, AD-18534 в крысу Sprague-Dawley для уменьшения уровней 

мРНК печени эндогенного (дикого типа) TTR. Крысам внутривенно вводили дозы посредством 15-
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минутной инфузии 0,01, 0,03, 0,1 или 0,3 мг/кг LNP09-18534, LNP11-18534 или забуференного фосфатом 

солевого раствора (ЗФР) и уровни мРНК TTR анализировали при 48 ч после обработки. 

Материал и способы: 

Готовая форма LNP09: (XTC/DSPC/Chol/PEG2000-C14) 50/10/38,5/1,5 мол.%; Липид:siRNA ~11:1. 

Готовая форма LNP11: (MC3/DSPC/Chol/PEG2000-C14) = 50/10/38,5/1,5 мол.%; Липид:siRNA ~11: 1 

Сбор ткани и выделение РНК:  

В день 3, животным во всех группах обработки давали летальную дозу кетамина/ксилазина. Кровь 

собирали через каудальную полую вену в пробирки для отделения сыворотки и затем давали свертывать-

ся при комнатной температуре в течение приблизительно 30 мин перед центрифугированием при 4°С. 

Пробы сыворотки хранили при -80°С до последующего анализа. Ткани печени собирали, быстро замора-

живали на сухом льду. Замороженную ткань печени измельчали и готовили лизаты ткани для количест-

венного определения мРНК печени. 

Количественное определение мРНК TTR: Уровни мРНК TTR относительно уровней мРНК GAPDH 

определяли в этих лизатах с использованием анализа разветвленных ДНК (QuantiGene Reagent System, 

Panomics, Fremont, CA). Вкратце, анализ QuantiGene (Genospectra) использовали для количественного 

определения уровней мРНК в лизатах проб ткани в соответствии с инструкциями изготовителя. Средний 

уровень мРНК TTR нормализовали относительно среднего уровня мРНК GAPDH для каждой пробы. 

Средние значения нормализованных величин групп затем дополнительно нормализовали относительно 

средней величины для обработанной ЗФР группы для получения относительного уровня экспрессии 

мРНК TTR. 

Результаты: 

Как показано на фиг. 18, в отличие от ЗФР-обработанныеых животных, обработанные LNP09-18534 

и LNP111-18534 животные имели значимое зависимое от дозы уменьшение уровней мРНК TTR в печени, 

с достижением максимального уменьшения ~90% мРНК как для LNP09-приготовленных, так и для 

LNP11-приготовленных групп относительно группы ЗФР-контроля при 0,3 мг/кг, и доза, вызывающая 

50% уменьшение (ED50) , была равна<0,03 мг/кг для LNP11-18534 и <0,1 мг/кг для LNP09-18534. 

Выводы 

Это исследование демонстрирует, что однократная 15-минутная IV-инфузия LNP09-18534 или 

LNP11-1853 в крыс Sprague-Dawley приводит к зависимому от дозы уменьшению мРНК TTR печени. Эти 

данные демонстрируют эффективность LNP0 9-18328 и LNP11-18328 в уменьшении эндогенно экспрес-

сируемой (дикого типа) мРНК TTR с уровнями ED50 <0,03 и <0,1 мг/кг для LNP11-18534 и LNP09-

18534, соответственно. 

Пример 17. Ингибирование TTR в людях 

Субъекта-человека обрабатывают дцРНК, поражающей ген TTR, для ингибирования экспрессии ге-

на TTR для лечения какого-либо состояния. 

Субъекта, нуждающегося в лечении, отбирают или идентифицируют. Этот субъект может иметь 

нарушение печени, транстиретиновый амилоидоз и/или трансплантированную печень. 

Идентификация этого субъекта может выполняться в клинической обстановке или где-то еще, на-

пример в доме этого субъекта, посредством самостоятельного использования субъектом самотестирую-

щего набора. 

В момент 0 подходящую первую дозу анти-TTR-siRNA вводят этому субъекту. дцРНК готовят, как 

описано здесь. После некоторого периода времени после первой дозы, например, 7 дней, 14 дней и 21 

дня, оценивают состояние этого субъекта, например, измерением функции печени. Это измерение может 

сопровождаться измерением экспрессии TTR в указанном субъекте, и/или продуктов успешного siRNA-

поражения мРНК TTR. Могут быть также измерены другие релевантные критерии. Количество и эффек-

тивность доз корректируются в соответствии с потребностями этого субъекта. 

После лечения скорость роста опухоли субъекта понижается относительно скорости, существую-

щей перед этим лечением или относительно скорости, измеренной в подобном образом страдающем, но 

не получавшем этого лечения субъекте. 
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ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

Двухцепочечная рибонуклеиновая кислота (дцРНК) для ингибирования транстиретина (TTR), где 

указанная дцРНК содержит смысловую цепь и антисмысловую цепь, причем антисмысловая цепь содер-

жит участок, комплементарный части мРНК, кодирующей транстиретин (TTR), где указанный участок 

комплементарности имеет длину менее 30 нуклеотидов и антисмысловая цепь содержит 15 или более 

смежных нуклеотидов SEQ ID NO:170, SEQ ID NO:450, SEQ ID NO:730 или SEQ ID NO:1010. 
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