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(57) Изобретение относится к средствам для RNAi, например двухнитевым средствам для RNAi,
целенаправленно воздействующим на ген HAO1, и к способам применения таких средств для RNAi
для ингибирования экспрессии HAO1, и к способам лечения субъектов, например, с PH1. В данном
документе описаны двухнитевые средства для RNAi, которые ингибируют экспрессию гена HAO1 в
клетке, такой как клетка в организме субъекта, например млекопитающего, как, например, человека
с ассоциированным с HAO1 нарушением, и применения таких двухнитевых средств для RNAi.
В определенных аспектах настоящего изобретения практически все нуклеотиды iRNA согласно
настоящему изобретению являются модифицированными.
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Перекрестная ссылка на родственные заявки 

Заявка на данное изобретение испрашивает приоритет предварительной заявки на патент США  
№ 62/062751, поданной 10 октября 2014 г., и предварительной заявки на патент США № 62/147976,  
поданной 15 апреля 2015 г., и предварительной заявки на патент США № 62/214602, поданной  
4 сентября 2015 г., каждая из которых включена в данный документ посредством ссылки в полном  
объеме. 

Перечень последовательностей 

Заявка на данное изобретение включает перечень последовательностей, который был подан в элек-
тронном виде в формате с кодировкой ASCII и настоящим включен в данный документ при помощи 
ссылки в полном объеме. Указанная копия файла с кодировкой ASCII, созданная 8 октября 2015 г., имеет 
название 30864PCT_CRF_sequencelisting. txt, и ее размер составляет 735705 байт. 

Уровень техники 

Первичная гипероксалурия 1 типа (РН1) представляет собой нарушение метаболизма глиоксилата с 
аутосомно-рецессивным типом наследования. Детоксикация глиоксилата в печени нарушена вследствие 
мутации гена AGXT, который кодирует пероксисомальный фермент печени - аланин-глиоксилат-
аминотрансферазу (AGT). AGT1 является конечным ферментом в метаболическом расщеплении гидро-
ксипролина. Потеря функции AGT перерабатывать промежуточный метаболит глиоксилат в глицин вы-
зывает накопление и превращение глиоксилата в гликолат, который окисляется до оксалата при помощи 
фермента гликолат-оксидазы (GO), также известной как оксидаза гидроксикислот (НАО1). 

Регуляция уровня глиоксилата, главного предшественника оксалата, происходит в нескольких уча-
стках клетки, в том числе митохондриях, пероксисоме и цитозоле. Избыточный оксалат у пациентов с 
РН1 не может быть полностью выведен почками, что приводит к образованию и отложению кристаллов 
оксалата кальция в почках и мочевыводящих путях. Повреждение почек вызвано сочетанием тубулярной 
токсичности от оксалата, нефрокальциноза и обструкции почек из-за камней. Более 30% пациентов дос-
тигают терминальной стадии почечной недостаточности (ESRD). 

Ген НАО1 кодирует фермент оксидазу 1 гидроксикислот, также известную как гликолат-оксидаза 
("GO"). Белок НАО1 экспрессируется преимущественно в печени и представляет собой оксидазу  
2-гидроксикислот, наиболее активную в отношении гликолата. 

В мышиной модели РН1, в которой удален ген AGT1, уровни оксалатов в моче снижаются при уда-
лении гена НАО1. 

PH1, AGXT и НАО1 описаны в следующих источниках: Angel L. Реу, Armando Albert, и Eduardo 
Salido, "Protein Homeostasis Defects of Alanine-Glyoxylate Aminotransferase: New Therapeutic Strategies in 
Primary Hyperoxaluria Type I", BioMed Research International, vol. 2013, Article ID 687658, 15 pages, 2013. 
doi:10.1155/2013/687658; Cochat и Rumsby (2013), NEJM 369:7; Salido et al. (2006), PNAS 103:18249;  
Baker et al. (2004), American Journal of Physiology - Heart and Circulatory Physiology, опубликовано  
1 октября 2004 г, Vol. 287 No. 4, H1771-H1779DOI: 10.1152/ajpheart.00234.2004. 

Краткое описание изобретения 

Настоящее изобретение предусматривает композиции, содержащие средства для RNAi, например 
средства на основе двухнитевой iRNA, целенаправленно воздействующие на НАО1. Настоящее изобре-
тение также предусматривает способы, в которых применяют композиции согласно настоящему изобре-
тению для ингибирования экспрессии НАО1 и для лечения ассоциированных с НАО1 нарушений, на-
пример РН1. 

Краткое описание графических материалов 

На фиг. 1 показана нуклеотидная последовательность мРНК НАО1 Homo sapiens (SEQ ID NO:1). 
На фиг. 2 показана нуклеотидная последовательность мРНК НАО1 Mus musculus (SEQ ID NO: 2). 
Фиг. 3А представляет собой график, на котором показаны результаты отбора in vitro конъюгатов 

GalNac-siRNA для GO (HAO) в первичных гепатоцитах макака-крабоеда. 
Фиг. 3В представляет собой график, на котором показана кривая зависимости доза-эффект  

конъюгата GalNac-siRNA для GO (HAO) в первичных гепатоцитах макака-крабоеда. 
Фиг. 4А представляет собой график, на котором показаны результаты оценки in vivo конъюгатов 

GalNac-siRNA для GO (HAO) у мышей линии С57В6 после однократной дозы. 
Фиг. 4В представляет собой график, на котором показаны результаты оценки in vivo конъюгатов 

GalNac-siRNA для GO (HAO) у мышей линии С57В6 после повторной дозы. 
Фиг. 5А представляет собой график, на котором показаны уровни оксалатов в моче у нокаутных 

(KO) по AGXT мышей после лечения при помощи конъюгатов GalNac-siRNA для GO (HAO). 
Фиг. 5В представляет собой график, на котором показаны уровни гликолата в моче у KO по AGXT 

мышей после лечения при помощи конъюгатов GalNac-siRNA для GO (HAO). 
Фиг. 6А представляет собой график, на котором показаны уровни мРНК AGXT в крысиной модели 

РН1 через 72 ч после однократной дозы siRNA AGXT. 
Фиг. 6В представляет собой график, на котором показаны уровни оксалатов в моче в крысиной мо-

дели РН1 через 72 ч после лечения при помощи конъюгата GalNac-siRNA для GO (HAO). 
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Фиг. 6C представляет собой график, на котором показаны уровни оксалатов в моче в крысиной мо-
дели РН1, наблюдаемые в течение 49 дней с продолжающимся еженедельным введением доз на 14 и 21 
дни как AF-011-63102, так и AD-62994 и сборами мочи за 24 ч, как показано. 

Фиг. 6D представляет собой график, на котором показана продолжительность нокдауна HAO1 у 
крыс. Показаны уровни мРНК либо через одну неделю, либо через четыре недели после последней из  
4 доз (что соответствует 28 и 49 дням на фиг. 6C) и приведены относительно уровней, наблюдаемых у 
крыс, которых лечили при помощи PBS. 

На фиг. 7 показана обратная комплементарная последовательность нуклеотидной последовательно-
сти мРНК HAO1 Homo sapiens (SEQ ID NO: 3). 

На фиг. 8 показана обратная комплементарная последовательность нуклеотидной последовательно-
сти мРНК HAO1 Mus musculus (SEQ ID NO: 4). 

На фиг. 9 показана нуклеотидная последовательность мРНК HAO1 Масаса fascicularis  
(SEQ ID NO: 5). 

На фиг. 10 показана нуклеотидная последовательность мРНК HAO1 Rattus norvegicus  
(SEQ ID NO: 6). 

На фиг. 11 показана обратная комплементарная последовательность нуклеотидной последователь-
ности мРНК HAO1 Масаса fascicularis (SEQ ID NO: 7). 

На фиг. 12 показана обратная комплементарная последовательность нуклеотидной последователь-
ности мРНК HAO1 Rattus norvegicus (SEQ ID NO: 8). 

На фиг. 13 показан отбор in vivo конъюгатов GalNAc для GO. 
Фиг. 14 представляет собой график, на котором показана оценка in vivo конъюгатов GO-GalNAc у 

мышей. 
Фиг. 15 представляет собой график, на котором показана оценка эффекта дозы конъюгатов  

GO-GalNAc у мышей. 
Фиг. 16 представляет собой график, на котором показана оценка эффекта дозы конъюгатов  

GO-GalNAc у мышей. 
Фиг. 17 представляет собой график, на котором показана оценка эффекта дозы у мышей. 
Фиг. 18 представляет собой два графика, на которых показана взаимосвязь нокдауна мРНК с уров-

нями гликолата в сыворотке крови у мышей. 
Фиг. 19 представляет собой два графика, на которых показана взаимосвязь нокдауна мРНК с уров-

нями гликолата в сыворотке крови у крыс. 
Фиг. 20 представляет собой график, на котором показано дозозависимое ингибирование мРНК 

HAO1 при помощи ALN-65585 в первичных гепатоцитах яванского макака. 
Фиг. 21 представляет собой два графика, на которых показаны уровни мРНК HAO1 и гликолата в 

сыворотке крови после лечения при помощи однократной дозы ALN-GO1 у мышей. 
Фиг. 22 представляет собой график, на котором показана продолжительность сайленсинга мРНК 

HAO1 после лечения при помощи однократной дозы ALN-GO1 у мышей. 
Фиг. 23 представляет собой график, на котором показаны уровни мРНК HAO1 и гликолата в сыво-

ротке крови после лечения при помощи однократной дозы ALN-GO1 у крыс. 
Фиг. 24 представляет собой два графика, на которых показаны уровни оксалатов и гликолата в моче 

в мышиной модели первичной гипероксалурии I типа после однократной дозы ALN-GO1. 
Фиг. 25А представляет собой график, на котором показаны уровни мРНК HAO1 в крысиной модели 

первичной гипероксалурии I типа после однократной дозы ALN-GO1. 
Фиг. 25В представляет собой график, на котором показаны уровни оксалатов в моче в крысиной 

модели первичной гипероксалурии I типа после однократной дозы ALN-GO1. 
Фиг. 26 представляет собой два графика, на которых показаны уровни мРНК HAO1 и оксалатов в 

моче в крысиной модели первичной гипероксалурии I типа после повторного введения дозы ALN-GO1. 
Фиг. 27 представляет собой два графика, на которых показаны уровни мРНК HAO1 и гликолата в 

сыворотке крови после повторного введения дозы отличным от человека приматам. 
Подробное описание изобретения 

Настоящее изобретение предусматривает композиции, содержащие средства для RNAi, например 
двухнитевые средства для RNAi, целенаправленно воздействующие на HAO1. Настоящее изобретение 
также предусматривает способы, в которых применяют композиции согласно настоящему изобретению 
для ингибирования экспрессии HAO1 и для лечения ассоциированных с HAO1 нарушений. 

I. Определения. 
Для того чтобы настоящее изобретение можно было более легко понять, вначале даны определения 

некоторым терминам. Кроме того, следует отметить, что во всех случаях перечисления значения или 
диапазона значений параметра подразумевают, что значения и диапазоны, промежуточные по отноше-
нию к перечисленным значениям, также подразумеваются как часть настоящего изобретения. 

Форму единственного числа используют в данном документе для обозначения одного или несколь-
ких (т.е. по меньшей мере одного) грамматических объектов данного изобретения. В качестве примера 
"элемент" означает один элемент или несколько элементов, например множество элементов. 
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Термин "включающий" используют в данном документе для обозначения фразы "включающий без 
ограничения" и используют взаимозаменяемо с ней. 

Термин "или" используют в данном документе для обозначения термина "и/или" и используют вза-
имозаменяемо с ним, если контекст явно не указывает иное. 

Используемый в данном документе "HAO1" относится к гену, кодирующему фермент оксидазу 1 
гидроксикислот. Другие названия гена включают в себя GO, GOX, GOX1 и НАОХ1. Белок также извес-
тен как гликолат-оксидаза и оксидаза (S)-2-гидроксикислот. Номером доступа в GenBank для мРНК 
HAO1 человека является NM_017545.2; мРНК НАО1 макака-крабоеда (Масаса fascicularis) является 
ХМ_005568381.1; мРНК НАО1 мыши (Mus musculus) является NM_010403.2; мРНК НАО1 крысы (Rattus 
norvegicus) является ХМ_006235096.1. 

Термин "НАО1", используемый в данном документе, также относится к встречающимся в природе 
вариантам последовательности ДНК гена НАО1, например единичному нуклеотидному полиморфизму 
(SNP) в гене НАО1. Иллюстративные SNP можно найти в dbSNP, базе данных коротких генетических 
вариаций, в NCBI, доступной на www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP. 

Используемая в данном документе "целевая последовательность" относится к непрерывной части 
нуклеотидной последовательности молекулы мРНК, образованной в процессе транскрипции гена НАО1, 
в том числе к мРНК, которая является продуктом процессинга РНК первичного продукта транскрипции. 

Используемый в данном документе термин "нить, содержащая последовательность" относится к 
олигонуклеотиду, содержащему цепь нуклеотидов, которая описывается последовательностью, обозна-
чаемой с использованием стандартной номенклатуры нуклеотидов. 

Каждое из "G", "С", "А" и "U", как правило, означает нуклеотид, который содержит соответственно 
гуанин, цитозин, аденин и урацил в качестве основания. "Т" и ''dT'' используют в данном документе вза-
имозаменяемо, и они относятся к дезоксирибонуклеотиду, где нуклеиновым основанием является тимин, 
например дезоксириботимину, 2'-дезокситимидину или тимидину. Однако будет понятно, что термин 
''рибонуклеотид'', или ''нуклеотид'', или ''дезоксирибонуклеотид'' также может относиться к модифициро-
ванному нуклеотиду, который подробнее описан ниже, или имитирующему нуклеотид заменяющему 
фрагменту. Специалисту в данной области хорошо известно, что гуанин, цитозин, аденин и урацил могут 
быть замещены другими фрагментами без значительного изменения свойств в отношении спаривания 
оснований олигонуклеотида, содержащего нуклеотид, несущий такой заменяющий фрагмент. Например, 
без ограничения, нуклеотид, содержащий инозин в качестве основания, может образовывать пару осно-
ваний с нуклеотидами, содержащими аденин, цитозин или урацил. Следовательно, нуклеотиды, содер-
жащие урацил, гуанин или аденин, могут быть замещены в нуклеотидных последовательностях согласно 
настоящему изобретению нуклеотидами, содержащими, например, инозин. Последовательности, содер-
жащие такие заменяющие фрагменты, являются вариантами осуществления настоящего изобретения. 

Термины ''iRNA'', ''средство для RNAi'', ''средство на основе iRNA'', ''средство для РНК-
интерференции'', используемые в данном документе взаимозаменяемо, относятся к средству, которое 
содержит РНК в том значении, в котором этот термин определен в данном документе, и которое опосре-
дует целенаправленное расщепление РНК-транскрипта посредством пути с участием РНК-
индуцируемого комплекса сайленсинга (RISC). iRNA управляет специфичным в отношении последова-
тельности разрушением мРНК посредством такого процесса, как РНК-интерференция (RNAi). iRNA мо-
дулирует, например ингибирует, экспрессию HAO1 в клетке, например в клетке в организме субъекта, 
как, например, субъекта-млекопитающего. 

В одном варианте осуществления средство для RNAi согласно настоящему изобретению включает 
однонитевую РНК, которая взаимодействует с целевой последовательностью РНК, например целевой 
последовательностью мРНК HAO1, управляя расщеплением целевой РНК. Не желая ограничиваться ка-
кой-либо теорией, предполагают, что длинная двухнитевая РНК, введенная в клетки, разрезается на  
siRNA эндонуклеазой III типа, известной как Dicer (Sharp et al. (2001), Genes Dev. 15:485). Dicer, фер-
мент, подобный рибонуклеазе III типа, обеспечивает процессинг dsRNA до коротких интерферирующих 
РНК длиной 19-23 пары оснований с характерными 3'-выступами из двух оснований (Bernstein, et al., 
(2001), Nature, 409:363). siRNA затем включаются в РНК-индуцируемый комплекс сайленсинга (RISC), в 
котором одна или несколько хеликаз раскручивают дуплекс siRNA, что позволяет комплементарной ан-
тисмысловой нити управлять распознаванием мишени (Nykanen, et al., (2001), Cell, 107:309). После свя-
зывания с соответствующей целевой мРНК одна или несколько эндонуклеаз в RISC расщепляют мишень 
для индукции сайленсинга (Elbashir, et al., (2001) Genes Dev. 15:188). Таким образом, в одном аспекте 
настоящее изобретение относится к однонитевой РНК (siRNA), образованной внутри клетки, и которая 
способствует образованию RISC-комплекса для осуществления сайленсинга целевого гена, т.е. гена 
НАО1. Соответственно, термин ''siRNA'' также используют в данном документе для обозначения RNAi, 
описанной выше. 

В другом варианте осуществления средство для RNAi может быть однонитевой siRNA, которую 
вводят в клетку или организм для ингибирования целевой мРНК. Однонитевые средства для RNAi свя-
зываются с Argonaute 2 комплекса RISC, обладающим эндонуклеазной активностью, который затем рас-
щепляет целевую мРНК. Однонитевые siRNA, как правило, содержат 15-30 нуклеотидов и являются хи-
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мически модифицированными. Конструирование и тестирование однонитевых siRNA описаны в патенте 
США № 8101348 и в Lima et al., (2012), Cell, 150:883-894, полное содержание каждого из которых на-
стоящим включено в данный документ при помощи ссылки. Любые антисмысловые нуклеотидные по-
следовательности, описанные в данном документе, можно использовать в качестве однонитевой siRNA, 
которая описана в данном документе или которая химически модифицирована способами, описанными в  
Lima et al., (2012), Cell, 150:883-894. 

В еще одном варианте осуществления настоящее изобретение предусматривает молекулы однони-
тевого антисмыслового олигонуклеотида, целенаправленно воздействующего на НАО1. ''Молекула од-
нонитевого антисмыслового олигонуклеотида'' является комплементарной последовательности в целевой 
мРНК (т.е. НАО1). Молекулы однонитевого антисмыслового олигонуклеотида могут ингибировать 
трансляцию стехиометрическим образом путем спаривания оснований с мРНК и физического нарушения 
механизма трансляции, см. Dias, N. et al., (2002), Mol. Cancer. Ther. 1:347-355. В качестве альтернативы 
молекулы однонитевого антисмыслового олигонуклеотида ингибируют целевую мРНК путем гибриди-
зации с мишенью и расщепления мишени посредством явления расщепления с помощью RNaseH. Моле-
кула однонитевого антисмыслового олигонуклеотида может иметь длину от приблизительно 10 до при-
близительно 30 нуклеотидов и иметь последовательность, комплементарную целевой последовательно-
сти. Например, молекула однонитевого антисмыслового олигонуклеотида может содержать последова-
тельность, которая включает в себя по меньшей мере приблизительно 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 
20 или более смежных нуклеотидов из любой из антисмысловых нуклеотидных последовательностей, 
описанных в данном документе, например последовательностей, представленных в любой из табл. 1 или 
2 или связывающихся с любым из целевых сайтов, описанных в данном документе. Молекулы одноните-
вого антисмыслового олигонуклеотида могут предусматривать модифицированную РНК, ДНК или их 
комбинацию. 

В другом варианте осуществления "iRNA" для применения в композициях, путях применения и 
способах согласно настоящему изобретению является двухнитевой РНК, и в данном документе ее назы-
вают "двухнитевым средством для RNAi", "молекулой двухнитевой РНК (dsRNA)", "средством на основе 
dsRNA" или "dsRNA". Термин ''dsRNA'' относится к комплексу молекул рибонуклеиновой кислоты с ду-
плексной структурой, содержащему две антипараллельные и практически комплементарные нити нук-
леиновой кислоты, рассматриваемые как имеющие ''смысловую'' и ''антисмысловую'' ориентации по от-
ношению к целевой РНК, т.е. гену НАО1. В некоторых вариантах осуществления настоящего изобрете-
ния двухнитевая РНК (dsRNA) запускает разрушение целевой РНК, например мРНК, через пост-
транскрипционный механизм сайленсинга генов, называемый в данном документе РНК-интерференцией 
или RNAi. 

Как правило, большинство нуклеотидов каждой нити молекулы dsRNA являются рибонуклеотида-
ми, но, как подробно описано в данном документе, каждая нить или обе нити могут также содержать 
один или несколько нуклеотидов, не являющихся рибонуклеотидами, например дезоксирибонуклеотид 
и/или модифицированный нуклеотид. Кроме того, используемое в данном описании ''средство для RNAi'' 
может включать рибонуклеотиды с химическими модификациями; средство для RNAi может включать 
значительные модификации множества нуклеотидов. Такие модификации могут включать все типы мо-
дификаций, раскрытых в данном документе или известных в уровне техники. Любые такие модифика-
ции, которые используются в молекуле типа siRNA, охвачены термином "средство для RNAi" в контек-
сте данных описания и формулы изобретения. 

Две нити, образующие дуплексную структуру, могут быть различными частями одной большей мо-
лекулы РНК или они могут быть отдельными молекулами РНК. В тех случаях, если две нити являются 
частью одной большей молекулы и, следовательно, соединены непрерывающейся цепью нуклеотидов от 
3'-конца одной нити к 5'-концу соответствующей другой нити, образующих дуплексную структуру, со-
единительную цепь РНК называют "петлей шпилькой". В тех случаях, если две нити соединены кова-
лентно иным образом, нежели непрерывающейся цепью нуклеотидов от 3'-конца одной нити к 5'-концу 
соответствующей другой нити, образующих дуплексную структуру, соединительную структуру называ-
ют "линкером". Нити РНК могут иметь одинаковое или разное число нуклеотидов. Максимальное коли-
чество пар оснований является количеством нуклеотидов в самой короткой нити dsRNA за вычетом лю-
бых выступов, которые присутствуют в дуплексе. Помимо дуплексной структуры средство для RNAi 
может предусматривать один или несколько нуклеотидных выступов. 

В одном варианте осуществления средство для RNAi согласно настоящему изобретению представ-
ляет собой dsRNA из 24-30 нуклеотидов, которая взаимодействует с целевой последовательностью РНК, 
например с целевой последовательностью мРНК НАО1, управляя расщеплением целевой РНК. Не желая 
ограничиваться какой-либо теорией, длинная двухнитевая РНК, введенная в клетки, разрезается на  
siRNA эндонуклеазой III типа, известной как Dicer (Sharp et al. (2001), Genes Dev. 15:485). Dicer, фер-
мент, подобный рибонуклеазе III типа, обеспечивает процессинг dsRNA до коротких интерферирующих 
РНК длиной 19-23 пары оснований с характерными 3'-выступами из двух оснований (Bernstein, et al., 
(2001), Nature, 409:363). siRNA затем включаются в РНК-индуцируемый комплекс сайленсинга (RISC), в 
котором одна или несколько хеликаз раскручивают дуплекс siRNA, что позволяет комплементарной ан-
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тисмысловой нити управлять распознаванием мишени (Nykanen, et al., (2001), Cell, 107:309). После свя-
зывания с соответствующей целевой мРНК одна или несколько эндонуклеаз в RISC расщепляют мишень 
для индукции сайленсинга (Elbashir, et al., (2001), Genes Dev. 15:188). 

Используемый в данном документе ''нуклеотидный выступ'' относится к неспаренным нуклеотиду 
или нуклеотидам, которые выпячиваются из дуплексной структуры средства для RNAi, когда 3'-конец 
одной нити средства для RNAi выходит за пределы 5'-конца другой нити или vice versa. ''Затупленный 
конец'' или ''тупой конец'' означает, что на конце двухнитевого средства для RNAi нет неспаренных нук-
леотидов, т.е. нет нуклеотидного выступа. Средство для RNAi ''с тупыми концами'' представляет собой 
dsRNA, которая является двухнитевой по всей длине, т.е. не имеет нуклеотидного выступа на любом 
конце молекулы. Средства для RNAi согласно настоящему изобретению включают в себя средства для 
RNAi с нуклеотидным выступом на одном конце (т.е. средства с одним выступом и одним тупым кон-
цом) или с нуклеотидными выступами на обоих концах. 

Термин ''антисмысловая нить'' относится к нити двухнитевого средства для RNAi, включающего 
участок, который, по сути, комплементарен целевой последовательности (например, мРНК HAO1 чело-
века). Используемый в данном документе термин ''участок, комплементарный части мРНК, кодирующей 
HAO1'' относится к участку антисмысловой нити, который, по сути, комплементарен части последова-
тельности мРНК HAO1. В тех случаях, когда участок комплементарности не полностью комплементарен 
целевой последовательности, тогда ошибочные спаривания наиболее допустимы в концевых участках и, 
если присутствуют, как правило, встречаются в концевом участке или концевых участках, например в 
пределах 6, 5, 4, 3 или 2 нуклеотидов от 5'-конца и/или 3'-конца. 

Термин ''смысловая нить'', используемый в данном документе, относится к нити dsRNA, которая 
включает участок, который, по сути, комплементарен участку антисмысловой нити. 

Используемый в данном документе термин "участок расщепления" относится к участку, который 
непосредственно прилегает к сайту расщепления. Сайт расщепления является сайтом мишени, по кото-
рому происходит расщепление. В некоторых вариантах осуществления участок расщепления содержит 
три основания на любом из концов сайта расщепления, который непосредственно прилегает к нему. В 
некоторых вариантах осуществления участок расщепления содержит два основания на любом из концов 
сайта расщепления, который непосредственно прилегает к нему. В некоторых вариантах осуществления 
сайт расщепления, в частности, находится в сайте, граничащем с нуклеотидами 10 и 11 антисмысловой 
нити, и участок расщепления содержит нуклеотиды 11, 12 и 13. 

Используемый в данном документе термин "комплементарный", если не указано иное, при исполь-
зовании для описания первой нуклеотидной последовательности по отношению ко второй нуклеотидной 
последовательности относится к способности олигонуклеотида или полинуклеотида, содержащего пер-
вую нуклеотидную последовательность, гибридизироваться и образовывать дуплексную структуру при 
определенных условиях с олигонуклеотидом или полинуклеотидом, содержащим вторую нуклеотидную 
последовательность, как будет понятно специалисту в данной области. Такие условия, например, могут 
представлять собой жесткие условия, где жесткие условия могут включать 400 мМ NaCl, 40 мМ PIPES, 
рН 6,4, 1 мМ EDTA, 50°С или 70°С в течение 12-16 ч с последующим отмыванием. Можно применять 
другие условия, такие как физиологически соответствующие условия, характерные для организма. На-
пример, комплементарная последовательность является удовлетворительной для обеспечения выполне-
ния соответствующей функции нуклеиновой кислоты, например RNAi. Специалист в данной области 
сможет определить набор условий, наиболее подходящих для тестирования комплементарности двух 
последовательностей в соответствии с конечным применением гибридизированных нуклеотидов. 

Последовательности могут быть ''полностью комплементарными'' по отношению к любой, когда 
присутствует спаривание оснований нуклеотидов первой нуклеотидной последовательности с нуклеоти-
дами второй нуклеотидной последовательности по всей длине первой и второй нуклеотидных последова-
тельностей. Однако когда первую последовательность в данном документе обозначают как ''по сути, 
комплементарную'' по отношению ко второй последовательности, тогда две последовательности могут 
быть полностью комплементарными или в них может иметь место ошибочное спаривание одной или не-
скольких, но, как правило, не более 4, 3 или 2 пар оснований при гибридизации, с сохранением при этом 
способности гибридизоваться при условиях, наиболее соответствующих их конечному применению. Од-
нако если два олигонуклеотида предназначены образовывать при гибридизации один или несколько од-
нонитевых выступов, то такие выступы не будут считаться ошибочными спариваниями применительно к 
определению комплементарности. Например, dsRNA, содержащая один олигонуклеотид из 21 нуклеоти-
да в длину и другой олигонуклеотид из 23 нуклеотидов в длину, где более длинный олигонуклеотид со-
держит последовательность из 21 нуклеотида, которая полностью комплементарна более короткому оли-
гонуклеотиду, может быть указана как "полностью комплементарная" для целей, описанных в данном 
документе. 

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

Термины ''комплементарный'', ''полностью комплементарный'' и ''по сути, комплементарный'' в дан-
ном документе можно использовать по отношению к совпадению оснований между смысловой нитью и 
антисмысловой нитью dsRNA или между антисмысловой нитью dsRNA и целевой последовательностью, 
как будет понятно из контекста их использования. 

Используемый в данном документе полинуклеотид, который "по сути, комплементарен по меньшей 
мере части'' матричной РНК (мРНК), относится к полинуклеотиду, который, по сути, комплементарен 
непрерывной части мРНК, представляющей интерес, (например, мРНК, кодирующей HAO1), в том числе 
5'-UTR, открытой рамке считывания (ORF) или 3'-UTR. Например, полинуклеотид комплементарен по 
меньшей мере части мРНК HAO1, если последовательность, по сути, комплементарна непрерывающейся 
части мРНК, кодирующей HAO1. 

Термин "ингибирование", используемый в данном документе, используют взаимозаменяемо со 
"снижением", "сайленсингом", "подавлением", "супрессией" и другими подобными терминами, и он 
включает любой уровень ингибирования. 

Фраза ''ингибирование экспрессии HAO1'', используемая в данном документе, включает ингибиро-
вание экспрессии любого гена HAO1 (такого как, например, ген HAO1 мыши, ген HAO1 крысы, ген 
HAO1 обезьяны или ген HAO1 человека), а также вариантов (например, встречающихся в природе вари-
антов) или мутантов гена HAO1. Таким образом, ген HAO1 может быть геном HAO1 дикого типа, му-
тантным геном HAO1 или трансгенным геном HAO1 в контексте клетки, группы клеток или организма, 
подвергнутых генетической манипуляции. 

''Ингибирование экспрессии гена HAO1'' предусматривает любой уровень ингибирования гена 
HAO1, например по меньшей мере частичную супрессию экспрессии гена HAO1, такую как ингибирова-
ние по меньшей мере приблизительно на 5%, по меньшей мере приблизительно на 10%,  
по меньшей мере приблизительно на 15%, по меньшей мере приблизительно на 20%,  
по меньшей мере приблизительно на 25%, по меньшей мере приблизительно на 30%,  
по меньшей мере приблизительно на 35%, по меньшей мере приблизительно на 40%,  
по меньшей мере приблизительно на 45%, по меньшей мере приблизительно на 50%,  
по меньшей мере приблизительно на 55%, по меньшей мере приблизительно на 60%,  
по меньшей мере приблизительно на 65%, по меньшей мере приблизительно на 70%,  
по меньшей мере приблизительно на 75%, по меньшей мере приблизительно на 80%,  
по меньшей мере приблизительно на 85%, по меньшей мере приблизительно на 90%,  
по меньшей мере приблизительно на 91%, по меньшей мере приблизительно на 92%,  
по меньшей мере приблизительно на 93%, по меньшей мере приблизительно на 94%,  
по меньшей мере приблизительно на 95%, по меньшей мере приблизительно на 96%,  
по меньшей мере приблизительно на 97%, по меньшей мере приблизительно на 98% или  
по меньшей мере приблизительно на 99%. 

Экспрессию гена НАО1 можно оценивать, исходя из уровня любой переменной, ассоциированной с 
экспрессией гена НАО1, например уровня мРНК НАО1 или уровня белка НАО1, например, в тканях 
и/или уровней оксалатов в моче. Ингибирование можно оценивать по снижению абсолютного или отно-
сительного уровня одной или нескольких из этих переменных по сравнению с контрольным уровнем. 
Контрольным уровнем может быть любой тип контрольного уровня, который используют в данной об-
ласти, например исходный уровень до введения дозы или уровень, определенный у сходных субъекта, 
клетки или образца, которые не обработаны или обработаны контролем (таким как, например, контроль 
только с буфером или контроль с неактивным средством). 

Фраза ''приведение клетки в контакт с двухнитевым средством для RNAi'', используемая в данном 
документе, включает приведение клетки в контакт любым возможным способом. Приведение клетки в 
контакт с двухнитевым средством для RNAi предусматривает приведение клетки в контакт со средством 
для RNAi in vitro или приведение клетки в контакт со средством для RNAi in vivo. Приведение в контакт 
можно осуществлять непосредственно или опосредованно. Таким образом, например, средство для RNAi 
можно приводить в физический контакт с клеткой путем отдельного осуществления способа или, в каче-
стве альтернативы, средство для RNAi можно поместить в обстановку, которая позволит средству прий-
ти в контакт с клеткой или послужит причиной этому. 

Приведение клетки в контакт in vitro можно выполнять, например, путем инкубирования клетки со 
средством для RNAi. Приведение клетки в контакт in vivo можно выполнять, например, путем введения 
инъекцией средства для RNAi в ткань, в которой находится клетка, или рядом с ней или путем введения 
инъекцией средства для RNAi в другую область, кровоток или подкожное пространство так, что средство 
будет впоследствии достигать ткани, в которой находится клетка, которую необходимо привести в кон-
такт со средством. Например, средство для RNAi может содержать лиганд, например лиганд, представ-
ляющий собой GalNAc3, который направляет средство для RNAi к месту, представляющему интерес, 
например к печени, и/или может быть связано с ним. Также возможны комбинации in vitro и in vivo спо-
собов приведения в контакт. По отношению к способам согласно настоящему изобретению клетку также 
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можно приводить в контакт со средством для RNAi in vitro и в дальнейшем пересаживать субъекту. 
Используемый в данном документе термин "субъект" включает человека или отличного от человека 

животного, предпочтительно позвоночного и более предпочтительно млекопитающего. Субъект может 
включать трансгенный организм. Наиболее предпочтительно субъектом является человек, как, например, 
человек, страдающий ассоциированным с HAO1 нарушением или предрасположенный к его развитию. 

Термин "пациент" или "субъект", используемый в данном документе, подразумевает как включаю-
щее либо человека, либо отличного от человека животного, предпочтительно млекопитающего, напри-
мер человека или обезьяну. Наиболее предпочтительно субъектом или пациентом является человек. 

Термин ''ассоциированное с HAO1 нарушение'', используемый в данном документе, предназначен 
включать любое нарушение, которое можно лечить или предупреждать, или симптомы которого можно 
облегчать, при помощи ингибирования экспрессии HAO1. Примеры включают в себя без ограничения 
первичную гипероксалурию 1 (РН1). 

"Терапевтически эффективное количество", используемое в данном документе, подразумевают как 
включающее количество средства для RNAi, которого, при введении пациенту для лечения ассоцииро-
ванного с HAO1 заболевания, достаточно для эффективного лечения заболевания (например, путем 
уменьшения, ослабления или поддержания существующего заболевания или одного или нескольких 
симптомов заболевания). "Терапевтически эффективное количество" может варьировать в зависимости 
от средства для RNAi, пути введения средства, заболевания и его тяжести и анамнеза заболевания, воз-
раста, веса, семейного анамнеза, генетического строения, стадии патологических процессов, опосредо-
ванных экспрессией HAO1, типов предшествующего или сопутствующего лечения, при наличии таково-
го, и других индивидуальных особенностей пациента, который подлежит лечению. 

''Профилактически эффективное количество'', используемое в данном документе, подразумевают 
как включающее количество средства для RNAi, которого, при введении субъекту, у которого еще не 
возникли или не проявились симптомы HAO1-ассоциированного заболевания, но у которого может 
иметься предрасположенность к заболеванию, достаточно для предупреждения или ослабления заболе-
вания или одного или нескольких симптомов заболевания. Ослабление заболевания включает замедление 
течения болезни или снижение тяжести заболевания, которое разовьется позже. "Профилактически эф-
фективное количество" может варьировать в зависимости от средства для RNAi, пути введения средства, 
степени риска развития заболевания и анамнеза заболевания, возраста, веса, семейного анамнеза, генети-
ческого строения, типов предшествующего или сопутствующего лечения, при наличии такового, и дру-
гих индивидуальных особенностей пациента, который подлежит лечению. 

"Терапевтически эффективное количество" или "профилактически эффективное количество" также 
включает количество средства для RNAi, которое вызывает некоторый желательный локальный или сис-
темный эффект при приемлемом соотношении польза/риск, принятом по отношению к любому лечению. 
Средства для RNAi, применяемые в способах согласно настоящему изобретению, можно вводить в коли-
честве, достаточном для получения приемлемого соотношения польза/риск, принятого по отношению к 
такому лечению. 

Термин "образец", используемый в данном документе, предусматривает совокупность сходных 
жидкостей, клеток или тканей, выделенных из организма субъекта, а также жидкостей, клеток или тка-
ней, присутствующих в организме субъекта. Примеры биологических жидкостей включают кровь, сыво-
ротку крови и серозные жидкости, плазму крови, спинномозговую жидкость, внутриглазные жидкости, 
лимфу, мочу, слюну и т. п. Образцы тканей могут включать образцы из тканей, органов или локальных 
участков. Например, образцы можно получить из конкретных органов, частей органов или жидкостей 
или клеток в этих органах. В определенных вариантах осуществления образцы можно получить из пече-
ни (например, всей печени, или определенных сегментов печени, или определенных типов клеток в пе-
чени, таких как, например, гепатоциты). В некоторых вариантах осуществления "образец, полученный из 
организма субъекта" относится к крови или плазме крови, взятым из организма субъекта. В дополни-
тельных вариантах осуществления "образец, полученный из организма субъекта" относится к ткани пе-
чени (или ее составляющим), полученным из организма субъекта. 

II. Средства на основе iRNA, представляющие собой dsRNA, согласно настоящему изобретению. 
В данном документе описаны двухнитевые средства для RNAi, которые ингибируют экспрессию 

гена HAO1 в клетке, такой как клетка в организме субъекта, например млекопитающего, как, например, 
человека с ассоциированным с HAO1 нарушением, и применения таких двухнитевых средств для RNAi. 

Соответственно, настоящее изобретение предусматривает двухнитевые средства для RNAi с хими-
ческими модификациями, способные ингибировать экспрессию целевого гена (т.е. гена HAO1) in vivo. 

Как описано более подробно ниже, в определенных аспектах настоящего изобретения практически 
все нуклеотиды iRNA согласно настоящему изобретению являются модифицированными. В других ва-
риантах осуществления настоящего изобретения все нуклеотиды в iRNA согласно настоящему изобрете-
нию являются модифицированными. iRNA согласно настоящему изобретению, в которых "практически 
все нуклеотиды являются модифицированными", являются в значительной степени, но не полностью 
модифицированными и могут содержать не более 5, 4, 3, 2 или 1 немодифицированного нуклеотида. 
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Средство для RNAi содержит смысловую нить и антисмысловую нить. Каждая нить средства для 
RNAi в длину может варьироваться от 12 до 30 нуклеотидов. Например, каждая нить может составлять 
14-30 нуклеотидов в длину, 17-30 нуклеотидов в длину, 19-30 нуклеотидов в длину, 25-30 нуклеотидов в 
длину, 27-30 нуклеотидов в длину, 17-23 нуклеотида в длину, 17-21 нуклеотид в длину, 17-19 нуклеоти-
дов в длину, 19-25 нуклеотидов в длину, 19-23 нуклеотида в длину, 19-21 нуклеотид в длину, 21-25 нук-
леотидов в длину или 21-23 нуклеотида в длину. 

Каждая нить может составлять 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24,25, 26, 27, 28, 29 или 30 
нуклеотидов в длину. Каждая нить средства для RNAi может иметь такую же длину или может иметь 
другую длину. 

Смысловая нить и антисмысловая нить, как правило, образуют двухнитевой РНК-дуплекс 
("dsRNA"), также называемый в данном документе как ''средство для RNAi''. Дуплексный участок сред-
ства для RNAi может составлять 12-30 пар нуклеотидов в длину. Например, дуплексный участок может 
составлять 14-30 пар нуклеотидов в длину, 17-30 пар нуклеотидов в длину, 27-30 пар нуклеотидов в дли-
ну, 17-23 пары нуклеотидов в длину, 17-21 пару нуклеотидов в длину, 17-19 пар нуклеотидов в длину, 
19-25 пар нуклеотидов в длину, 19-23 пары нуклеотидов в длину, 19-21 пару нуклеотидов в длину, 21-25 
пар нуклеотидов в длину или 21-23 пары нуклеотидов в длину. В другом примере длина дуплексного 
участка выбрана из 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26 и 27 пар нуклеотидов. 

В одном варианте осуществления средство для RNAi может содержать один или несколько высту-
пающих участков и/или блокирующих групп на 3'-конце, 5'-конце или обоих концах одной или обеих 
нитей. Выступ может составлять 1-6 нуклеотидов в длину, например 2-6 нуклеотидов в длину, 1-5 нук-
леотидов в длину, 2-5 нуклеотидов в длину, 1-4 нуклеотида в длину, 2-4 нуклеотида в длину, 1-3 нуклео-
тида в длину, 2-3 нуклеотида в длину или 1-2 нуклеотида в длину. Выступы могут быть обусловлены 
тем, что одна нить длиннее другой, или могут быть обусловлены тем, что две нити одинаковой длины 
расположены со сдвигом. Выступ может образовывать ошибочное спаривание с целевой мРНК или он 
может быть комплементарным целевым последовательностям генов или может иметь другую последова-
тельность. Первая и вторая нити также могут быть соединены, например, дополнительными основания-
ми с образованием "шпильки" или при помощи других не содержащих основания линкеров. 

В одном варианте осуществления каждый из нуклеотидов в выступающем участке средства для 
RNAi независимо может быть модифицированным или немодифицированным нуклеотидом, в том числе 
без ограничения с сахаром с 2'-модификацией, такой как 2-F, 2'-О-метил, тимидин (Т), 2"-О-метоксиэтил-
5-метилуридин (Тео), 2'-О-метоксиэтиладенозин (Аео), 2'-O-метоксиэтил-5-метилцитидин (m5Сео) и лю-
бые их комбинации. Например, последовательность выступа на обоих концах каждой нити может быть 
ТТ. Выступ может образовывать ошибочное спаривание с целевой мРНК или он может быть комплемен-
тарным целевым последовательностям генов или может иметь другую последовательность. 

5'- или 3'-выступы смысловой нити, антисмысловой нити или обеих нитей средства для RNAi могут 
быть фосфорилированы. В некоторых вариантах осуществления выступающий(ие) участок(и) содер-
жит(ат) два нуклеотида с фосфотиоатом между двумя нуклеотидами, при этом два нуклеотида могут 
быть одинаковыми или различными. В одном варианте осуществления выступ присутствует на 3'-конце 
смысловой нити, антисмысловой нити или обеих нитей. В одном варианте осуществления этот 3'-выступ 
присутствует в антисмысловой нити. В одном варианте осуществления этот 3'-выступ присутствует в 
смысловой нити. 

Средство для RNAi может предусматривать только один выступ, который может повышать интер-
ферирующую активность RNAi без воздействия на его общую стабильность. Например, однонитевой 
выступ может быть расположен на 3'-конце смысловой нити или в качестве альтернативы на 3'-конце 
антисмысловой нити. RNAi также может иметь тупой конец, расположенный на 5'-конце антисмысловой 
нити (или 3'-конце смысловой нити) или vice versa. Как правило, антисмысловая нить RNAi имеет нук-
леотидный выступ на 3'-конце, а 5'-конец является тупым. Не желая ограничиваться какой-либо теорией, 
полагают, что асимметричный тупой конец на 5'-конце антисмысловой нити и 3'-концевой выступ анти-
смысловой нити способствуют включению направляющей нити в процесс с участием RISC. 

Синтез и модификации. 
Любая из нуклеиновых кислот, например RNAi, описанных в настоящем изобретении, может быть 

синтезирована и/или модифицирована способами, хорошо известными из уровня техники, такими как 
описанные в "Current protocols in nucleic acid chemistry," Beaucage, S.L. et al. (Edrs.), John Wiley & Sons, 
Inc., New York, NY, USA, который настоящим включен в данный документ при помощи ссылки. Моди-
фикации включают в себя, например, концевые модификации, например модификации 5'-конца (фосфо-
рилирование, конъюгирование, инвертированные связи) или модификации 3'-конца (конъюгирование, 
нуклеотиды ДНК, инвертированные связи и т.д.); модификации оснований, например замену стабилизи-
рующими основаниями, дестабилизирующими основаниями или основаниями, которые образуют пару 
оснований с расширенным репертуаром партнеров, удаление оснований (лишенные азотистого основа-
ния нуклеотиды) или конъюгирование оснований; модификации сахаров (например, в 2'-положении или 
4'-положении) или замену сахара и/или модификации остова, в том числе модификацию или замену фос-
фодиэфирных связей. Конкретные примеры соединений iRNA, применимых в описанных в данном до-
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кументе вариантах осуществления, включают без ограничения РНК, содержащие модифицированные 
остовы или неприродные межнуклеозидные связи. РНК с модифицированными остовами включают, сре-
ди прочего, такие, которые не содержат атом фосфора в остове. В контексте данного описания и как ино-
гда упоминается в данной области, модифицированные РНК, не содержащие атом фосфора в их межнук-
леозидном остове, также могут считаться олигонуклеозидами. В некоторых вариантах осуществления 
модифицированная iRNA будет содержать атом фосфора в своем межнуклеозидном остове. 

Модифицированные остовы РНК включают, например, фосфотиоаты, хиральные фосфотиоаты, 
фосфодитиоаты, фосфотриэфиры, аминоалкилфосфотриэфиры, метил- и другие алкилфосфонаты, в том 
числе 3'-алкиленфосфонаты, и хиральные фосфонаты, фосфинаты, фосфорамидаты, в том числе  
3'-аминофосфорамидат и аминоалкилфосфорамидаты, тионофосфорамидаты, тионоалкилфосфонаты, 
тионоалкилфосфотриэфиры и боранофосфаты с нормальными 3'-5'-связями, их аналоги с 2'-5'-связями, а 
также таковые с инвертированной полярностью, где соседние пары нуклеозидных звеньев соединены  
3'-5' к 5'-3' или 2'-5' к 5'-2'. Также включены различные соли, смешанные соли и формы свободной  
кислоты. 

Иллюстративные патенты США, в которых изложена идея получения вышеуказанных фосфорсо-
держащих связей, включают без ограничения патенты США № 3687808; 4469863; 4476301; 5023243; 
5177195; 5188897; 5264423; 5276019; 5278302; 5286717; 5321131; 5399676; 5405939; 5453496; 5455233; 
5466677; 5476925; 5519126; 5536821; 5541316; 5550111; 5563253; 5571799; 5587361; 5625050; 6028188; 
6124445; 6160109; 6169170; 6172209; 6 239265; 6277603; 6326199; 6346614; 6444423; 6531590; 6534639; 
6608035; 6683167; 6858715; 6867294; 6878805; 7015315; 7041816; 7273933; 7321029 и патент США  
№ RE39464, полное содержание каждого из которых настоящим включено в данный документ при по-
мощи ссылки. 

Модифицированные остовы РНК, которые не содержат атом фосфора в своем составе, включают 
остовы, образованные короткоцепочечными алкильными или циклоалкильными межнуклеозидными свя-
зями, смешанными гетероатомными и алкильными или циклоалкильными межнуклеозидными связями 
или одной или несколькими короткоцепочечными гетероатомными или гетероциклическими межнуклео-
зидными связями. Они включают остовы с морфолиновыми связями (частично образованные из сахар-
ной части нуклеозида); силоксановые остовы; сульфидные, сульфоксидные и сульфоновые остовы; фор-
мацетильные и тиоформацетильные остовы; метиленформацетильные и тиоформацетильные остовы; 
алкенсодержащие остовы; сульфаматные остовы; метилениминовые и метиленгидразиновые остовы; 
сульфонатные и сульфонамидные остовы; амидные остовы и другие, содержащие смесь составляющих 
частей N, О, S и СН2. 

Иллюстративные патенты США, в которых изложена идея получения вышеуказанных олигонуклео-
зидов, включают без ограничения патенты США № 5034506; 5166315; 5185444; 5214134; 5216141; 
5235033; 564562; 5264564; 5405938; 5434257; 5466677; 5470967; 5489677; 5541307; 5561225; 5596086; 
5602240; 5608046; 5610289; 5618704; 5623070; 5663312; 5633360; 5677437 и 5677439, полное содержание 
каждого из которых настоящим включено в данный документ при помощи ссылки. 

В других вариантах осуществления рассматриваются подходящие миметики РНК для применения в 
iRNA, в которых как сахар, так и межнуклеозидная связь, т.е. остов нуклеотидных звеньев, заменены 
новыми группами. Единицы оснований сохраняются для гибридизации с соответствующим целевым со-
единением нуклеиновой кислоты. Одно такое олигомерное соединение, миметик РНК, который, как бы-
ло показано, обладает превосходными свойствами гибридизации, называется пептидной нуклеиновой 
кислотой (PNA). В соединениях PNA сахарный остов РНК заменен амидсодержащим остовом, в частно-
сти аминоэтилглициновым остовом. Нуклеотидные основания сохраняются и соединяются непосредст-
венно или опосредованно с атомами азота азагруппы амидной части остова. 

Иллюстративные патенты США, в которых изложена идея получения соединений PNA, включают 
без ограничения патенты США № 5539082; 5714331 и 5719262, полное содержание каждого из которых 
настоящим включено в данный документ при помощи ссылки. Дополнительные соединения PNA, подхо-
дящие для применения в iRNA согласно настоящему изобретению, описаны, например, в Nielsen et al., 
Science, 1991, 254, 1497-1500. 

Некоторые варианты осуществления, представленные в настоящем изобретении, предусматривают 
РНК с фосфотиоатными остовами и олигонуклеозиды с гетероатомными остовами и, в частности,  
-CH2-NH-CH2-, -CH2-N (CH3)-O-CH2- [известный как метилен (метилиминовый) или MMI остов],  
-CH2-O-N(CH3)-СН2-, -СН2-N(CH3)-N(CH3)-СН2- и -N(CH3)-СН2-СН2-,[где нативный фосфодиэфирный 
остов представлен как -О-Р-О-СН2-] согласно вышеупомянутому патенту США № 5489677 и амидные 
остовы согласно вышеупомянутому патенту США № 5602240. В некоторых вариантах осуществления 
РНК, представленные в данном документе, имеют морфолиновые структуры остова согласно вышеупо-
мянутому патенту США № 5034506. 

Модифицированные РНК также могут содержать один или несколько замещенных сахарных фраг-
ментов. iRNA, например dsRNA, представленные в данном документе, могут содержать одно из сле-
дующего в 2'-положении: ОН; F; О-, S- или N-алкила; О-, S-или N-алкенила; О-, S- или N-алкинила или  
О-алкил-O-алкила, где алкил, алкенил и алкинил могут быть замещенными или незамещенными  
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C1-С10-алкилом или С2-С10-алкенилом и алкинилом. Иллюстративные пригодные модификации включа-
ют О[(СН2)nO]mCH3, O(CH2)nOCH3, O(CH2)nNH2, O(CH2)nCH3, O(CH2)nONH2 и O(CH2)nON[(CH2)nCH3)]2, 
где n и m равняются от 1 до приблизительно 10. В других вариантах осуществления dsRNA содержат 
одно из следующего в 2'-положении: низшего C1-С10-алкила, замещенного низшего алкила, алкарила, 
аралкила, О-алкарила или О-аралкила, SH, SCH3, OCN, Cl, Br, CN, CF3, OCF3, SOCH3, SO2CH3, ONO2, 
NO2, N3, NH2, гетероциклоалкила, гетероциклоалкарила, аминоалкиламино, полиалкиламино, замещен-
ного силила, расщепляющей РНК группы, репортерной группы, интеркалятора, группы для улучшения 
фармакокинетических свойств iRNA или группы для улучшения фармакодинамических свойств iRNA и 
других заместителей с аналогичными свойствами. В некоторых вариантах осуществления модификация 
включает 2'-метоксиэтокси (2'-O-CH2CH2OCH3, также известный как 2'-О-(2-метоксиэтил) или 2'-МОЕ) 
(Martin et al., Helv. Chim. Acta, 1995, 78:486-504) т.е. алкокси-алкоксигруппу. Другой иллюстративной 
модификацией является 2'-диметиламинооксиэтокси, т.е. группа O(CH2)2ON(CH3)2, также известная как 
2'-DMAOE, описанная в примерах в данном документе ниже, и 2'-диметиламиноэтоксиэтокси  
(также известная в уровне техники как 2'-О-диметиламиноэтоксиэтил или 2'-DMAEOE), т.е.  
2'-О-СН2-О-СН2-N(СН2)2. 

Другие модификации включают 2'-метокси (2'-ОСН3), 2'-аминопропокси (2'-OCH2CH2CH2NH2) и  
2'-фтор (2'-F). Подобные модификации также могут быть осуществлены в других положениях в РНК  
iRNA, в частности в 3'-положении сахара в 3'-концевом нуклеотиде или в dsRNA с 2'-5'-связями и в  
5'-положении 5'-концевого нуклеотида. iRNA также могут содержать миметики сахаров, такие как цик-
лобутиловые фрагменты, вместо пентофуранозильного сахара. Иллюстративные патенты США, в кото-
рых изложена идея получения таких модифицированных сахарных структур, включают без ограничения 
патенты США № 4981957; 5118800; 5319080; 5359044; 5393878; 5446137; 5466786; 5514785; 5519134; 
5567811; 5576427; 5591722; 5597909; 5610300; 5627053; 5639873; 5646265; 5658873; 5670633 и 5700920, 
некоторые из которых имеют общего заявителя с настоящей заявкой. Полное содержание каждого из 
вышеупомянутых источников настоящим включено в данный документ при помощи ссылки. 

iRNA также может содержать модификации или замещения нуклеотидного основания (часто назы-
ваемого в данной области просто как "основание"). Используемые в данном документе "немодифициро-
ванные" или "природные" нуклеотидные основания включают пуриновые основания аденин (А) и гуанин 
(G) и пиримидиновые основания тимин (Т), цитозин (С) и урацил (U). Модифицированные нуклеотид-
ные основания включают в себя другие синтетические и природные нуклеотидные основания, такие как 
дезокситимин (dT), 5-метилцитозин (5-me-C), 5-гидроксиметилцитозин, ксантин, гипоксантин,  
2-аминоаденин, 6-метил- и другие алкил-производные аденина и гуанина, 2-пропил- и другие алкил-
производные 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, а также  
3-деазагуанин и 3-деазааденин. 

Дополнительные нуклеотидные основания включают раскрытые в патенте США № 3687808, тако-
вые, раскрытые в Modified Nucleosides in Biochemistry, Biotechnology and Medicine, Herdewijn, P. ed. 
Wiley-VCH, 2008; таковые, раскрытые в The Concise Encyclopedia Of Polymer Science And Engineering, 
pages 858-859, Kroschwitz, J.L., ed. John Wiley & Sons, 1990, таковые, раскрытые в Englisch et al.,  
Angewandte Chemie, International Edition, 1991, 30, 613, и таковые, раскрытые в Sanghvi, Y.S., Chapter 15, 
dsRNA Research and Applications, pages 289-302, Crooke, S.Т. и Lebleu, В., Ed., CRC Press, 1993. Некото-
рые из этих нуклеотидных оснований особенно пригодны для повышения аффинности связывания оли-
гомерных соединений, представленных в настоящем изобретении. Они включают 5-замещенные пири-
мидины, 6-азапиримидины и N-2, N-6 и -О6 замещенные пурины, в том числе 2-аминопропиладенин,  
5-пропинилурацил и 5-пропинилцитозин. Было показано, что 5-метилцитозиновые замещения повышают 
стабильность дуплекса нуклеиновых кислот на 0,6-1,2°С (Sanghvi, Y.S., Crooke, S.Т. и Lebleu, В., Eds., 
dsRNA Research and Applications, CRC Press, Boca Raton, 1993, p. 276-278) и представляют собой иллюст-
ративные замещения оснований, еще более конкретно в сочетании с 2'-О-метоксиэтиловыми модифика-
циями сахаров. 

Иллюстративные патенты США, в которых изложена идея получения некоторых из вышеуказанных 
модифицированных нуклеотидных оснований, а также других модифицированных нуклеотидных осно-
ваний, включают без ограничения вышеуказанные патенты США № 3687808, 4845205; 513030; 5134066; 
5175273; 5367066; 5432272; 5457187; 5459255; 5484908; 5502177; 5525711; 5552540; 5587469; 5594121, 
5596091; 5614617; 5681941; 5750692; 6015886; 6147200; 6166197; 6222025; 6235887; 6380368; 6528640; 
6639062; 6617438; 7045610; 7427672 и 7495088, полное содержание каждого из которых настоящим 
включено в данный документ при помощи ссылки. 

РНК iRNA также может быть модифицирована таким образом, что включает одну или несколько 
запертых нуклеиновых кислот (LNA). Запертая нуклеиновая кислота представляет собой нуклеотид, со-
держащий модифицированный рибозный фрагмент, где рибозный фрагмент содержит дополнительный 
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мостик, соединяющий 2'- и 4'-атомы углерода. Эта структура эффективно "запирает" рибозу в структур-
ной конформации 3'-эндо. Было показано, что добавление запертых нуклеиновых кислот в siRNA повы-
шает стабильность siRNA в сыворотке крови и снижает нецелевые эффекты (Elmen, J. et al., (2005),  
Nucleic Acids Research, 33(1):439-447; Mook, O.R. et al., (2007), Mol. Canc. Ther. 6(3):833-843;  
Grunweller, A. et al., (2003), Nucleic Acids Research, 31(12):3185-3193). 

Иллюстративные патенты США, в которых изложена идея получения нуклеотидов запертых нук-
леиновых кислот, включают в себя без ограничения следующие патенты США № 6268490; 6670461; 
6794499; 6998484; 7053207; 7084125 и 7399845, полное содержание каждого из которых настоящим 
включено в данный документ при помощи ссылки. 

Потенциально стабилизирующие модификации на концах молекул РНК могут включать  
N-(ацетиламинокапроил)-4-гидроксипролинол (Нур-С6-NHAc), N-капроил-4-гидроксипролинол  
(Нур-С6), N-ацетил-4-гидроксипролинол (Hyp-NHAc), тимидин-2'-О-дезокситимидин (эфир),  
N-(аминокапроил)-4-гидроксипролинол (Нур-С6-амино), 2-докозаноилуридин-3"-фосфат, инвертирован-
ное основание dT (idT) и др. Раскрытие этой модификации можно найти в публикации согласно РСТ  
№ WO 2011/005861. 

Модифицированные iRNA, содержащие мотивы согласно настоящему изобретению. 
В определенных аспектах настоящего изобретения двухнитевые средства для RNAi согласно на-

стоящему изобретению включают средства с химическими модификациями, которые раскрыты, напри-
мер, в предварительной заявке на патент США № 61/561710, поданной 18 ноября 2011 г., или в 
PCT/US2012/065691, поданной 16 ноября 2012 г. и опубликованной как WO 2013/075035 А1, полное со-
держание каждой из которых включено в данный документ посредством ссылки. 

Как показано в данном документе и в предварительной заявке № 61/561710, превосходный резуль-
тат может быть получен путем введения одного или нескольких мотивов с тремя одинаковыми модифи-
кациями трех последовательных нуклеотидов в смысловую нить и/или антисмысловую нить средства для 
RNAi, в частности, в сайт расщепления или рядом с ним. В некоторых вариантах осуществления смысло-
вая нить и антисмысловая нить средства для RNAi могут быть полностью модифицированы иным спосо-
бом. Введение таких мотивов нарушает паттерн модификаций, если он имеется, смысловой и/или анти-
смысловой нити. Средство для RNAi, к примеру смысловая нить, может быть необязательно конъюгиро-
вано с лигандом, представляющим собой производное GalNAc. Полученные в результате средства для 
RNAi характеризуются превосходной активностью в отношении сайленсинга генов. 

Более конкретно, неожиданно было обнаружено, что в тех случаях, когда смысловая нить и анти-
смысловая нить двухнитевого средства для RNAi модифицированы так, что содержат один или несколь-
ко мотивов с тремя одинаковыми модификациями трех последовательных нуклеотидов в сайте расщеп-
ления по меньшей мере одной нити средства для RNAi или рядом с ним, тогда активность средства для 
RNAi в отношении сайленсинга генов была наилучшим образом повышена. 

В одном варианте осуществления средство для RNAi представляет собой олигонуклеотид с обоими 
тупыми концами, составляющий 19 нуклеотидов в длину, где смысловая нить содержит по меньшей мере 
один мотив из трех 2'-F-модификаций трех последовательных нуклеотидов в положениях 7, 8, 9 от  
5'-конца. 

Антисмысловая нить содержит по меньшей мере один мотив из трех 2'-О-метил-модификаций трех 
последовательных нуклеотидов в положениях 11, 12, 13 от 5'-конца. 

В другом варианте осуществления средство для RNAi представляет собой олигонуклеотид с обоими 
тупыми концами, составляющий 20 нуклеотидов в длину, где смысловая нить содержит по меньшей мере 
один мотив из трех 2'-F-модификаций трех последовательных нуклеотидов в положениях 8, 9, 10 от  
5'-конца. Антисмысловая нить содержит по меньшей мере один мотив из трех 2'-О-метил-модификаций 
трех последовательных нуклеотидов в положениях 11, 12, 13 от 5'-конца. 

В еще одном варианте осуществления средство для RNAi представляет собой олигонуклеотид с 
обоими тупыми концами, составляющий 21 нуклеотид в длину, где смысловая нить содержит по мень-
шей мере один мотив из трех 2'-F-модификаций трех последовательных нуклеотидов в положениях 9, 10, 
11 от 5'-конца. Антисмысловая нить содержит по меньшей мере один мотив из трех 2'-О-метил-
модификаций трех последовательных нуклеотидов в положениях 11, 12, 13 от 5'-конца. 

В одном варианте осуществления средство для RNAi содержит смысловую нить из 21 нуклеотида и 
антисмысловую нить из 23 нуклеотидов, где смысловая нить содержит по меньшей мере один мотив из 
трех 2'-F-модификаций трех последовательных нуклеотидов в положениях 9, 10, 11 от 5'-конца; анти-
смысловая нить содержит по меньшей мере один мотив из трех 2'-О-метил-модификаций трех последо-
вательных нуклеотидов в положениях 11, 12, 13 от 5'-конца, где один конец средства для RNAi тупой, в 
то время как другой конец предусматривает выступ из 2 нуклеотидов. Предпочтительно выступ из  
2 нуклеотидов находится на 3'-конце антисмысловой нити. В тех случаях, когда выступ из 2 нуклеотидов 
находится на 3'-конце антисмысловой нити, между тремя концевыми нуклеотидами могут быть две фос-
фотиоатные межнуклеотидные связи, при этом два из трех нуклеотидов являются выступающими нук-
леотидами, а третий нуклеотид является спаренным нуклеотидом, следующим за выступающим нуклео-
тидом. В одном варианте осуществления средство для RNAi дополнительно содержит две фосфотиоат-
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ные межнуклеотидные связи между концевыми тремя нуклеотидами как на 5'-конце смысловой нити, так 
и на 5'-конце антисмысловой нити. В одном варианте осуществления каждый нуклеотид в смысловой 
нити и антисмысловой нити средства для RNAi, в том числе нуклеотиды, которые являются частью мо-
тивов, является модифицированным нуклеотидом. В одном варианте осуществления каждый остаток 
независимо модифицирован 2'-O-метилом или 3'-фтором, например в чередующемся мотиве. Необяза-
тельно средство для RNAi дополнительно содержит лиганд (предпочтительно, GalNAc3). 

В одном варианте осуществления средство для RNAi содержит смысловую и антисмысловую нити, 
где средство для RNAi содержит первую нить с длиной, которая составляет по меньшей мере 25 и самое 
большее 29 нуклеотидов, и вторую нить с длиной, которая составляет самое большее 30 нуклеотидов, по 
меньшей мере с одним мотивом из трех 2'-О-метил-модификаций трех последовательных нуклеотидов в 
положении 11, 12, 13 от 5'-конца; где 3'-конец первой нити и 5'-конец второй нити образуют тупой конец, 
а вторая нить на своем 3'-конце на 1-4 нуклеотида длиннее, чем первая нить, где дуплексный участок 
составляет по меньшей мере 25 нуклеотидов в длину, а вторая нить в достаточной степени комплемен-
тарна целевой мРНК на протяжении по меньшей мере 19 нуклеотидов длины второй нити, для снижения 
экспрессии целевого гена, где средство для RNAi вводят в клетку млекопитающего и где расщепление 
средства для RNAi при помощи dicer предпочтительно дает в результате siRNA, предусматривающую  
3'-конец второй нити, за счет чего снижается экспрессия целевого гена у млекопитающего. Необязатель-
но, средство для RNAi дополнительно содержит лиганд. 

В одном варианте осуществления смысловая нить средства для RNAi содержит по меньшей мере 
один мотив с тремя одинаковыми модификациями трех последовательных нуклеотидов, где один из мо-
тивов находится в сайте расщепления в смысловой нити. 

В одном варианте осуществления антисмысловая нить средства для RNAi может также содержать 
по меньшей мере один мотив с тремя одинаковыми модификациями трех последовательных нуклеоти-
дов, где один из мотивов находится в сайте расщепления в смысловой нити или рядом с ним. 

Для средства для RNAi с дуплексным участком, составляющим 17-23 нуклеотида в длину, сайт 
расщепления антисмысловой нити находится обычно около положений 10, 11 и 12 от 5'-конца. Таким 
образом, мотивы с тремя одинаковыми модификациями могут находиться в положениях 9, 10, 11; поло-
жениях 10, 11, 12; положениях 11, 12, 13; положениях 12, 13, 14 или положениях 13, 14, 15 антисмысло-
вой нити, при этом отсчет начинается с 1-го нуклеотида от 5'-конца антисмысловой нити, или отсчет на-
чинается с 1-го спаренного нуклеотида в дуплексном участке от 5'-конца антисмысловой нити. Сайт 
расщепления в антисмысловой нити может также изменяться в соответствии с длиной дуплексного уча-
стка RNAi от 5'-конца. 

Смысловая нить средства для RNAi может содержать по меньшей мере один мотив с тремя одина-
ковыми модификациями трех последовательных нуклеотидов в сайте расщепления нити; а антисмысло-
вая нить может характеризоваться по меньшей мере одним мотивом с тремя одинаковыми модифика-
циями трех последовательных нуклеотидов в сайте расщепления нити или рядом с ним. В тех случаях, 
когда смысловая нить и антисмысловая нить образуют дуплекс dsRNA, смысловая нить и антисмысловая 
нить могут быть выровнены так, что один мотив из трех нуклеотидов в смысловой нити и один мотив из 
трех нуклеотидов в антисмысловой нити имеют перекрытие по меньшей мере в один нуклеотид, т.е. по 
меньшей мере один из трех нуклеотидов мотива в смысловой нити образует пару оснований по меньшей 
мере с одним из трех нуклеотидов мотива в антисмысловой нити. В качестве альтернативы по меньшей 
мере два нуклеотида могут перекрываться или все три нуклеотида могут перекрываться. 

В одном варианте осуществления смысловая нить средства для RNAi может содержать несколько 
мотивов с тремя одинаковыми модификациями трех последовательных нуклеотидов. Первый мотив мо-
жет находиться в сайте расщепления нити или рядом с ним, а другие мотивы могут представлять собой 
фланкирующую модификацию. Термин "фланкирующая модификация" в данном документе относится к 
мотиву, находящемуся в другой части нити, который отделен от мотива в сайте расщепления той же нити 
или рядом с ним. Фланкирующая модификация либо прилегает к первому мотиву, либо отделена по 
меньшей мере одним или несколькими нуклеотидами. В тех случаях, когда мотивы непосредственно 
прилегают друг к другу, тогда химическая структура мотивов отличается друг от друга, а когда мотивы 
разделены одним или несколькими нуклеотидами, тогда химические структуры могут быть одинаковыми 
или разными. Могут присутствовать две или более фланкирующие модификации. Например, если при-
сутствуют две фланкирующие модификации, то каждая фланкирующая модификация может встречаться 
на одном конце относительно первого мотива, который находится в сайте расщепления или рядом с ним, 
или с обеих сторон основного мотива. 

Подобно смысловой нити, антисмысловая нить средства для RNAi может содержать несколько мо-
тивов с тремя одинаковыми модификациями трех последовательных нуклеотидов, при этом по меньшей 
мере один из мотивов находится в сайте расщепления нити или рядом с ним. Данная антисмысловая нить 
может также содержать одну или несколько фланкирующих модификаций, при выравнивании подобных 
фланкирующим модификациям, которые могут присутствовать в смысловой нити. 

В одном варианте осуществления фланкирующая модификация в смысловой нити или антисмысло-
вой нити средства для RNAi обычно не включает первый один или первые два концевых нуклеотида на 
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3'-конце, 5'-конце или на обоих концах нити. 
В другом варианте осуществления фланкирующая модификация в смысловой нити или антисмы-

словой нити средства для RNAi обычно не включает первый один или первые два спаренных нуклеотида 
в дуплексном участке на 3'-конце, 5'-конце или на обоих концах нити. 

В тех случаях, если каждая из смысловой нити и антисмысловой нити средства для RNAi содержит 
по меньшей мере одну фланкирующую модификацию, то фланкирующие модификации могут попадать 
на один и тот же конец дуплексного участка и иметь перекрытие в один, два или три нуклеотида. 

В тех случаях, если каждая из смысловой нити и антисмысловой нити средства для RNAi содержит 
по меньшей мере две фланкирующие модификации, то смысловая нить и антисмысловая нить могут 
быть выравнены так, что две модификации, каждая от одной нити, попадают на один конец дуплексного 
участка с перекрытием в один, два или три нуклеотида; две модификации, каждая от одной нити, попа-
дают на другой конец дуплексного участка с перекрытием в один, два или три нуклеотида; две модифи-
кации одной нити попадают по обе стороны от ведущего мотива с перекрытием в один, два или три нук-
леотида в дуплексном участке. 

В одном варианте осуществления каждый нуклеотид в смысловой нити и антисмысловой нити 
средства для RNAi, в том числе нуклеотиды, которые являются частью мотивов, может быть модифици-
рован. Каждый нуклеотид может быть модифицированным одинаковыми или разными модификациями, 
которые могут включать одно или несколько изменений одного или обоих несвязанных с фосфатом ато-
мов кислорода и/или одного или нескольких связанных с фосфатом атомов кислорода; изменение компо-
нента рибозного сахара, например 2'-гидроксила в рибозном сахаре; полную замену фосфатного фраг-
мента "дефосфоризованными" линкерами; модификацию или замену встречающегося в природе основа-
ния и замену или модификацию рибозофосфатного остова. 

Поскольку нуклеиновые кислоты представляют собой полимеры из субъединиц, то многие моди-
фикации встречаются в положении, которое повторяется в пределах нуклеиновой кислоте, например мо-
дификация основания, или фосфатного фрагмента, или не образующего связь атома О фосфатного фраг-
мента. В некоторых случаях модификация будет встречаться во всех рассматриваемых положениях в 
нуклеиновой кислоте, но во многих случаях не будет. В качестве примера модификация может встре-
чаться только в 3'- или 5'-концевом положении, может встречаться только в концевом участке, например 
в положении концевого нуклеотида или в последних 2, 3, 4, 5 или 10 нуклеотидах нити. Модификация 
может встречаться в двухнитевом участке, в однонитевом участке или в обоих. Модификация может 
встречаться только в двухнитевом участке РНК или может встречаться только в однонитевом участке 
РНК. Например, фосфотиоатная модификация в положении не образующего связь атома О может встре-
чаться только на одном или обоих концах, может встречаться только в концевом участке, например в 
положении концевого нуклеотида или в последних 2, 3, 4, 5 или 10 нуклеотидах нити или может встре-
чаться в двухнитевом и однонитевом участках, в частности на концах. 5'-конец или концы могут быть 
фосфорилированы. 

Это создает возможность, например, для повышения стабильности, для включения конкретных ос-
нований в выступы, или для включения модифицированных нуклеотидов или имитаторов нуклеотидов, в 
однонитевые выступы, например в 5'- или 3'-выступ или в оба. Например, может быть желательно вклю-
чить пуриновые нуклеотиды в выступы. В некоторых вариантах осуществления все или некоторые осно-
вания в 3'- или 5'-выступе могут быть модифицированы, например, с помощью модификации, описанной 
в данном документе. Модификации могут предусматривать, например, применение модификаций в  
2'-положении рибозного сахара с помощью модификаций, известных из уровня техники, например при-
менение дезоксирибонуклеотидов, 2'-дезокси-2'-фтор-(2'-F)- или 2'-O-метил-модификаций вместо рибоз-
ного сахара нуклеинового основания, а также модификаций фосфатной группы, например фосфотиоат-
ных модификаций. Выступы необязательно должны быть гомологичными целевой последовательности. 

В одном варианте осуществления каждый остаток смысловой нити и антисмысловой нити незави-
симо модифицирован LNA, HNA, CeNA, 2'-метоксиэтилом, 2'-O-метилом, 2'-O-аллилом, 2'-С-аллилом, 
2'-дезокси, 2'-гидроксилом или 2'-фтором. Нити могут содержать более одной модификации. В одном 
варианте осуществления каждый остаток смысловой нити и антисмысловой нити независимо модифици-
рован с помощью 2'-O-метила или 2'-фтора. 

По меньшей мере две различные модификации, как правило, присутствуют в смысловой нити и ан-
тисмысловой нити. Эти две модификации могут быть 2'-O-метил- или 2'-фтор-модификациями или дру-
гими. 

В одном варианте осуществления Na и/или Nb имеет модификации чередующегося паттерна. Тер-
мин "чередующийся мотив", используемый в данном документе, относится к мотиву с одной или не-
сколькими модификациями, при этом каждая модификация встречается у чередующихся нуклеотидов 
одной нити. Чередующийся нуклеотид может относиться к каждому второму нуклеотиду или к каждому 
третьему нуклеотиду или аналогичному паттерну. Например, если каждый из А, В и С представляет со-
бой один тип модификации нуклеотида, то чередующийся мотив может представлять собой  
"АВАВАВАВАВАВ...", "АВВААВВААВВ...", "ААВААВААВААВ....", "АААВАААВАААВ...",  
"АААВВВАААВВВ..." или "АВСАВСАВСАВС..." и т.д. 
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Тип модификаций, содержащихся в чередующемся мотиве, может быть одинаковым или разным. 
Например, если каждый из А, В, С, D представляет собой один тип модификации нуклеотида, то чере-
дующийся паттерн, т.е. модификации каждого второго нуклеотида, может быть одинаковым, но каждая 
из смысловой нити или антисмысловой нити может быть выбрана из нескольких возможных модифика-
ций в чередующемся мотиве, как, например, "АВАВАВ...", "АСАСАС...", "BDBDBD..." или "CDCDCD..."  
и т.д. 

В одном варианте осуществления средство для RNAi по настоящему изобретению содержит пат-
терн модификаций для чередующегося мотива смысловой нити, сдвинутый относительно паттерна мо-
дификации для чередующегося мотива антисмысловой нити. Сдвиг может быть таким, что модифициро-
ванная группа нуклеотидов смысловой нити соответствует модифицированной другим способом группе 
нуклеотидов антисмысловой нити и vice versa. Например, при спаривании смысловой нити с антисмы-
словой нитью в дуплексе dsRNA чередующийся мотив в смысловой нити может начинаться с "АВА-
ВАВ" от 5'- к 3'-концу нити, а чередующийся мотив в антисмысловой нити может начинаться с "ВАВА-
ВА" от 5'- к 3'-концу нити в дуплексном участке. В качестве другого примера чередующийся мотив в 
смысловой нити может начинаться с "ААВВААВВ" в направлении от 5'- к 3'-концу нити, а чередующий-
ся мотив в антисмысловой нити может начинаться с "ВВААВВАА" в направлении от 5'- к 3'-концу нити 
в пределах дуплексного участка, так что между смысловой нитью и антисмысловой нитью имеется пол-
ный или частичный сдвиг паттернов модификаций. 

В одном варианте осуществления средство для RNAi, содержащее паттерн чередующегося мотива 
2'-О-метил-модификации и 2'-F-модификации в смысловой нити, первоначально имеет сдвиг в отноше-
нии паттерна чередующегося мотива 2' -О-метил-модификации и 2'-F-модификации в антисмысловой 
нити, т.е. 2'-О-метил-модифицированный нуклеотид в парах оснований смысловой нити с  
2'-F-модифицированным нуклеотидом в антисмысловой нити и vice versa. 1 положение в смысловой нити 
может начинаться с 2'-F-модификации, а 1 положение в антисмысловой нити может начинаться с  
2'-О-метил-модификации. 

Введение одного или нескольких мотивов с тремя одинаковыми модификациями трех последова-
тельных нуклеотидов в смысловую нить и/или антисмысловую нить нарушает первоначальный паттерн 
модификаций, присутствующий в смысловой нити и/или антисмысловой нити. Такое нарушение паттер-
на модификаций смысловой и/или антисмысловой нити путем введения одного или нескольких мотивов 
с тремя одинаковыми модификациями трех последовательных нуклеотидов в смысловую и/или антисмы-
словую нить неожиданно повышает активность сайленсинга генов в отношении целевого гена. 

В одном варианте осуществления в тех случаях, если мотив с тремя одинаковыми модификациями 
трех последовательных нуклеотидов вводят в любую из нитей, модификация нуклеотида, следующего за 
мотивом, является модификацией, отличной от модификации мотива. Например, часть последовательно-
сти, содержащей мотив, представляет собой "...NaYYYNb...," где "Y" представляет собой модификацию 
мотива с тремя одинаковыми модификациями трех последовательных нуклеотидов, a "Na" и "Nb" пред-
ставляют собой модификацию нуклеотида, следующего за мотивом "YYY", которая отличается от моди-
фикации Y, и где Na и Nb могут быть одинаковыми или разными модификациями. В качестве альтерна-
тивы Na и/или Nb могут присутствовать или отсутствовать в случае, если присутствует фланкирующая 
модификация. 

Средство для RNAi может дополнительно содержать по меньшей мере одну фосфотиоатную или 
метилфосфонатую межнуклеотидную связь. Модификация фосфотиоатной или метилфосфонатной меж-
нуклеотидной связи может встречаться у любого нуклеотида смысловой нити или антисмысловой нити 
или обеих нитей в любом положении нити. Например, модификация межнуклеотидной связи может 
встречаться у каждого нуклеотида смысловой нити и/или антисмысловой нити; при этом каждая моди-
фикация межнуклеотидной связи может встречаться в чередующемся паттерне в смысловой нити и/или 
антисмысловой нити; или смысловая нить или антисмысловая нить могут содержать обе модификации 
межнуклеотидной связи в чередующемся паттерне. Чередующийся паттерн модификаций межнуклео-
тидной связи в смысловой нити может быть таким же, как у антисмысловой нити, или отличным от него, 
и чередующийся паттерн модификаций межнуклеотидной связи в смысловой нити может иметь сдвиг 
относительно чередующегося паттерна модификаций межнуклеотидной связи в антисмысловой нити. 

В одном варианте осуществления RNAi содержит модификацию фосфотиоатной или метилфосфо-
натной межнуклеотидной связи в выступающем участке. Например, выступающий участок может со-
держать два нуклеотида с фосфотиоатной или метилфосфонатной межнуклеотидной связью между дву-
мя нуклеотидами. Модификации межнуклеотидной связи также могут быть выполнены для соединения 
выступающих нуклеотидов с концевыми спаренными нуклеотидами в дуплексном участке. Например, по 
меньшей мере 2, 3, 4 или все выступающие нуклеотиды могут быть связаны посредством фосфотиоатной 
или метилфосфонатной межнуклеотидной связи и, необязательно, могут присутствовать дополнительные 
фосфотиоатные или метилфосфонатные межнуклеотидные связи, соединяющие выступающий нуклеотид 
со спаренным нуклеотидом, который следует за выступающим нуклеотидом. Например, между тремя 
концевыми нуклеотидами могут присутствовать по меньшей мере две фосфотиоатные межнуклеотидные 
связи, при этом два из трех нуклеотидов представляют собой выступающие нуклеотиды, а третий явля-
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ется спаренным нуклеотидом, следующим за выступающим нуклеотидом. Эти три концевые нуклеотида 
могут быть на 3'-конце антисмысловой нити, 3'-конце смысловой нити, 5'-конце антисмысловой нити 
и/или 5'-конце антисмысловой нити. 

В одном варианте осуществления выступ из 2 нуклеотидов находится на 3'-конце антисмысловой 
нити и между тремя концевыми нуклеотидами присутствуют две фосфотиоатные межнуклеотидные свя-
зи, при этом два из трех нуклеотидов являются выступающими нуклеотидами, а третий нуклеотид явля-
ется спаренным нуклеотидом, следующим за выступающим нуклеотидом. Необязательно, средство для 
RNAi может дополнительно иметь две фосфотиоатные межнуклеотидные связи между концевыми тремя 
нуклеотидами как на 5'-конце смысловой нити, так и на 5'-конце антисмысловой нити. 

В одном варианте осуществления средство для RNAi содержит ошибочное(ые) спаривание(ия) с 
мишенью, в дуплексе или их комбинации. Ошибочное спаривание может встречаться в выступающем 
участке или дуплексном участке. Пары оснований можно выстраивать на основании их способности со-
действовать диссоциации или плавлению (например, по свободной энергии ассоциации или диссоциации 
определенного спаривания, при этом наиболее простым подходом является изучение пар по отдельности 
для каждой пары оснований, однако также можно применять анализ ближайшего соседа или подобный). 
С точки зрения содействия диссоциации: A:U более предпочтительна, чем G:C; G:U более предпочти-
тельна, чем G:C; a I:С более предпочтительна, чем G:C (I =  инозин). Ошибочные спаривания, например 
неканонические или отличные от канонических типы спаривания (описанные в других местах данного 
документа), предпочтительнее канонических типов спаривания (А:Т, A:U, G:C); и типы спаривания, ко-
торые включают универсальное основание, предпочтительнее канонических типов спаривания. 

В одном варианте осуществления средство для RNAi содержит по меньшей мере одну из первых 1, 
2, 3, 4 или 5 пар оснований в дуплексных участках от 5'-конца антисмысловой нити, независимо выбран-
ную из группы, состоящей из: A:U, G:U, I:C и ошибочно спаренных пар, например неканонических, или 
отличных от канонических типов спаривания, или типов спаривания, которые включают универсальное 
основание, для содействия диссоциации антисмысловой нити на 5'-конце дуплекса. 

В одном варианте осуществления нуклеотид в положении 1 в пределах дуплексного участка, в на-
правлении от 5'-конца антисмысловой нити, выбран из группы, состоящей из A, dA, dU, U и dT. В каче-
стве альтернативы по меньшей мере одна из первых 1, 2 или 3 пар оснований в пределах дуплексного 
участка, в направлении от 5'-конца антисмысловой нити, представляет собой пару оснований AU. На-
пример, первая пара оснований в пределах дуплексного участка, в направлении от 5'-конца антисмысло-
вой нити, представляет собой пару оснований AU. 

В одном варианте осуществления последовательность смысловой нити может быть представлена 
формулой (I) 

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

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

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

каждый np и nq независимо представляет собой выступающий нуклеотид; 
где Nb и Y имеют неодинаковую модификацию; 
каждый из XXX, YYY и ZZZ независимо представляет собой один мотив с тремя одинаковыми мо-

дификациями трех последовательных нуклеотидов. 
Предпочтительно в YYY все нуклеотиды 2'-F-модифицированы. 
В одном варианте осуществления Na и/или Nb содержит модификации чередующегося паттерна. 
В одном варианте осуществления мотив YYY находится в сайте расщепления смысловой нити или 

рядом с ним. Например, если средство для RNAi содержит дуплексный участок из 17-23 нуклеотидов в 
длину, то мотив YYY может находиться в сайте расщепления или около него (например, может нахо-
диться в положениях 6, 7, 8, 7, 8, 9, 8, 9, 10, 9, 10, 11, 10, 11, 12 или 11, 12, 13) в смысловой нити, при 
этом отсчет начинается с 1-го нуклеотида от 5'-конца или, необязательно, отсчет начинается с 1-го спа-
ренного нуклеотида в дуплексном участке от 5'-конца. 

В одном варианте осуществления i равняется 1, a j равняется 0, или i равняется 0, a j равняется 1, 
или как i, так и j равняются 1. Смысловая нить, таким образом, может быть представлена следующими 
формулами: 

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

гонуклеотидную последовательность, содержащую 0-10, 0-7, 0-5, 0-4, 0-2 или 0 модифицированных нук-
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леотидов. Каждый Na независимо может представлять собой олигонуклеотидную последовательность, 
содержащую 2-20, 2-15 или 2-10 модифицированных нуклеотидов. 

В тех случаях, когда смысловая нить представлена формулой (Ic), тогда Nb представляет собой оли-
гонуклеотидную последовательность, содержащую 0-10, 0-7, 0-10, 0-7, 0-5, 0-4, 0-2 или 0 модифициро-
ванных нуклеотидов. Каждый Na независимо может представлять собой олигонуклеотидную последова-
тельность, содержащую 2-20, 2-15 или 2-10 модифицированных нуклеотидов. 

В тех случаях, когда смысловая нить представлена формулой (Id), тогда каждый Nb независимо 
представляет собой олигонуклеотидную последовательность, содержащую 0-10, 0-7, 0-5, 0-4, 0-2 или 0 
модифицированных нуклеотидов. Предпочтительно Nb равняется 0, 1, 2, 3, 4, 5 или 6. Каждый Na незави-
симо может представлять собой олигонуклеотидную последовательность, содержащую 2-20, 2-15 или  
2-10 модифицированных нуклеотидов. 

Каждый из X, Y и Z может быть одинаковым или отличным от остальных. 
В других вариантах осуществления i равняется 0, a j равняется 0, и смысловая нить может быть 

представлена формулой 

 
В тех случаях, когда смысловая нить представлена формулой (Ia), тогда каждый Na независимо мо-

жет представлять собой олигонуклеотидную последовательность, содержащую 2-20, 2-15 или 2-10 мо-
дифицированных нуклеотидов. 

В одном варианте осуществления последовательность антисмысловой нити RNAi может быть пред-
ставлена формулой (II) 

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

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

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

каждый np' и nq' независимо представляет собой выступающий нуклеотид; 
где Nb' и Y' имеют неодинаковую модификацию; 
каждый из X'Х'Х', Y'Y'Y' и Z'Z'Z' независимо представляет собой один мотив с тремя одинаковыми 

модификациями трех последовательных нуклеотидов. 
В одном варианте осуществления Na' и/или Nb' содержит модификации чередующегося паттерна. 
Мотив Y'Y'Y' находится в сайте расщепления антисмысловой нити или рядом с ним. Например, ес-

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

В одном варианте осуществления в мотиве Y'Y'Y' все нуклеотиды 2'-ОМе-модифицированы. 
В одном варианте осуществления k равняется 1, а l равняется 0, или k равняется 0, а l равняется 1, 

или как k, так и l равняются 1. 
Антисмысловая нить, таким образом, может быть представлена следующими формулами: 

 
В тех случаях, когда антисмысловая нить представлена формулой (IIb), тогда Nb' представляет со-

бой олигонуклеотидную последовательность, содержащую 0-10, 0-7, 0-10, 0-7, 0-5, 0-4, 0-2 или 0 моди-
фицированных нуклеотидов. Каждый Na' независимо представляет собой олигонуклеотидную последова-
тельность, содержащую 2-20, 2-15 или 2-10 модифицированных нуклеотидов. 

В тех случаях, когда антисмысловая нить представлена формулой (IIc), тогда Nb' представляет со-
бой олигонуклеотидную последовательность, содержащую 0-10, 0-7, 0-10, 0-7, 0-5, 0-4, 0-2 или 0 моди-
фицированных нуклеотидов. Каждый Na' независимо представляет собой олигонуклеотидную последова-
тельность, содержащую 2-20, 2-15 или 2-10 модифицированных нуклеотидов. 

В тех случаях, когда антисмысловая нить представлена формулой (IId), тогда каждый Nb' независи-
мо представляет собой олигонуклеотидную последовательность, содержащую 0-10, 0-7, 0-10, 0-7, 0-5,  
0-4, 0-2 или 0 модифицированных нуклеотидов. Каждый Na' независимо представляет собой олигонукле-
отидную последовательность, содержащую 2-20, 2-15 или 2-10 модифицированных нуклеотидов. Пред-
почтительно Nb равняется 0, 1, 2, 3, 4, 5 или 6. 

В других вариантах осуществления k равняется 0, а l равняется 0, и антисмысловая нить может быть 
представлена формулой 
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В тех случаях, когда антисмысловая нить представлена формулой (IIa), тогда каждый Na' независи-

мо представляет собой олигонуклеотидную последовательность, содержащую 2-20, 2-15 или 2-10 моди-
фицированных нуклеотидов. 

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

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

В одном варианте осуществления смысловая нить средства для RNAi может содержать мотив YYY, 
находящийся в положениях 9, 10 и 11 нити, в тех случаях, когда дуплексный участок составляет 21 нук-
леотид, при этом отсчет начинается с 1-го нуклеотида от 5'-конца или, необязательно, отсчет начинается 
с 1-го спаренного нуклеотида в дуплексном участке от 5'-конца; и Y представляет собой  
2'-F-модификацию. Смысловая нить может дополнительно содержать мотив XXX или мотивы ZZZ в ка-
честве фланкирующих модификаций на противоположном конце дуплексного участка; и каждый из XXX 
и ZZZ независимо представляет собой 2'-ОМе-модификацию или 2'-F-модификацию. 

В одном варианте осуществления антисмысловая нить может содержать мотив Y'Y'Y', находящийся 
в положениях 11, 12, 13 нити, при этом отсчет начинается с 1-го нуклеотида от 5'-конца или, необяза-
тельно, отсчет начинается с 1-го спаренного нуклеотида в дуплексном участке от 5'-конца; и Y' пред-
ставляет собой 2'-O-метил-модификацию. Антисмысловая нить может дополнительно содержать мотив 
Х'Х'Х' или мотивы Z'Z'Z' в качестве фланкирующих модификаций на противоположном конце дуплекс-
ного участка; и каждый из Х'Х'Х' и Z'Z'Z' независимо представляет собой 2'-ОМе-модификацию или  
2'-F-модификацию. 

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

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

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

жащую 0-25 модифицированных нуклеотидов, при этом каждая последовательность содержит по мень-
шей мере два неодинаково модифицированных нуклеотида; 

каждый Nb и Nb' независимо представляет собой олигонуклеотидную последовательность, содер-
жащую 0-10 модифицированных нуклеотидов; 

каждый np', np, nq' и nq, каждый из которых может присутствовать или отсутствовать, независимо 
представляет собой выступающий нуклеотид; и 

каждый из XXX, YYY, ZZZ, X'X'X', Y'Y'Y' и Z'Z'Z' независимо представляет собой один мотив с 
тремя одинаковыми модификациями трех последовательных нуклеотидов. 

В одном варианте осуществления i равняется 0 и j равняется 0; или i равняется 1, a j равняется 0; 
или i равняется 0, a j равняется 1; или как i, так и j равняются 0; или как i, так и j равняются 1. В другом 
варианте осуществления k равняется 0 и l равняется 0; или k равняется 1, а l равняется 0; k равняется 0, а 
l равняется 1; или как k, так и l равняются 0; или как k, так и l равняются 1. 
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Иллюстративные комбинации смысловой нити и антисмысловой нити, образующих дуплекс RNAi, 
включают формулы, приведенные ниже: 

 

 
В тех случаях, когда средство для RNAi представлено формулой (IIIa), тогда каждый Na независимо 

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

В тех случаях, когда средство для RNAi представлено формулой (IIIb), тогда каждый Nb независимо 
представляет собой олигонуклеотидную последовательность, содержащую 1-10, 1-7, 1-5 или 1-4 моди-
фицированных нуклеотида. Каждый Na независимо представляет собой олигонуклеотидную последова-
тельность, содержащую 2-20, 2-15 или 2-10 модифицированных нуклеотидов. 

В тех случаях, когда средство для RNAi представлено формулой (IIIc), тогда каждый Nb, Nb' незави-
симо представляет собой олигонуклеотидную последовательность, содержащую 0-10, 0-7, 0-10, 0-7, 0-5, 
0-4, 0-2 или 0 модифицированных нуклеотидов. Каждый Na независимо представляет собой олигонукле-
отидную последовательность, содержащую 2-20, 2-15 или 2-10 модифицированных нуклеотидов. 

В тех случаях, когда средство для RNAi представлено формулой (IIId), тогда каждый Nb, Nb' незави-
симо представляет собой олигонуклеотидную последовательность, содержащую 0-10, 0-7, 0-10, 0-7, 0-5, 
0-4, 0-2 или 0 модифицированных нуклеотидов. Каждый Na, Na' независимо представляет собой олиго-
нуклеотидную последовательность, содержащую 2-20, 2-15 или 2-10 модифицированных нуклеотидов. 
Каждый из Na, Na', Nb и Nb' независимо содержит модификации чередующегося паттерна. 

Каждый из X, Y и Z в формулах (III), (IIIa), (IIIb), (IIIc) и (IIId) может быть одинаковым или отлич-
ным от остальных. 

В тех случаях, когда средство для RNAi представлено формулами (III), (IIIa), (IIIb), (IIIc) и (IIId), 
тогда по меньшей мере один из нуклеотидов Y может образовывать пару оснований с одним из нуклео-
тидов Y'. В качестве альтернативы по меньшей мере два из нуклеотидов Y образуют пары оснований с 
соответствующими нуклеотидами Y' или все три из нуклеотидов Y образуют пары оснований с соответ-
ствующими нуклеотидами Y'. 

В тех случаях, когда средство для RNAi представлено формулой (IIIb) или (IIId), тогда по меньшей 
мере один из нуклеотидов Z может образовывать пару оснований с одним из нуклеотидов Z'. В качестве 
альтернативы по меньшей мере два из нуклеотидов Z образуют пары оснований с соответствующими 
нуклеотидами Z; или все три из нуклеотидов Z образуют пары оснований с соответствующими нуклео-
тидами Z'. 

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

В одном варианте осуществления модификация нуклеотида Y отличается от модификации нуклео-
тида Y', модификация нуклеотида Z отличается от модификации нуклеотида Z', и/или модификация нук-
леотида X отличается от модификации нуклеотида X'. 

В одном варианте осуществления в тех случаях, когда средство для RNAi представлено формулой 
(IIId), тогда модификациями Na являются 2'-O-метил- или 2'-фтор-модификации. В другом варианте осу-
ществления в тех случаях, когда средство для RNAi представлено формулой (IIId), тогда модификациями 
Na являются 2'-O-метил- или 2'-фтор-модификации, и np'>0, и по меньшей мере один np' соединен с со-
седним нуклеотидом посредством фосфотиоатной связи. В еще одном варианте осуществления в тех 
случаях, когда средство для RNAi представлено формулой (IIId), тогда модификациями Na являются  
2'-O-метил- или 2'-фтор-модификации, np'>0 и по меньшей мере один np' соединен с соседним нуклеоти-
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дом посредством фосфотиоатной связи, а смысловая нить конъюгирована с одним или несколькими про-
изводными GalNAc, присоединенными посредством двухвалентного или трехвалентного разветвленного 
линкера. В другом варианте осуществления в тех случаях, когда средство для RNAi представлено фор-
мулой (IIId), тогда модификациями Na являются 2'-О-метил- или 2'-фтор-модификации, np'>0 и по мень-
шей мере один np' соединен с соседним нуклеотидом посредством фосфотиоатной связи, смысловая нить 
содержит по меньшей мере одну фосфотиоатную связь, и смысловая нить конъюгирована с одним или 
несколькими производными GalNAc, присоединенными посредством двухвалентного или трехвалентно-
го разветвленного линкера. 

В одном варианте осуществления в тех случаях, когда средство для RNAi представлено формулой 
(IIIa), тогда модификациями Na являются 2'-O-метил- или 2'-фтор-модификации, np'>0 и по меньшей мере 
один np' соединен с соседним нуклеотидом посредством фосфотиоатной связи, смысловая нить содержит 
по меньшей мере одну фосфотиоатную связь, и смысловая нить конъюгирована с одним или нескольки-
ми производными GalNAc, присоединенными посредством двухвалентного или трехвалентного разветв-
ленного линкера. 

В одном варианте осуществления средство для RNAi является мультимером, содержащим по мень-
шей мере два дуплекса, представленных формулами (III), (IIIa), (IIIb), (IIIc) и (IIId), где дуплексы соеди-
нены линкером. Линкер может быть расщепляемым или нерасщепляемым. Необязательно, мультимер 
дополнительно содержит лиганд. Каждый из дуплексов может быть нацелен на один и тот же ген или на 
два различных гена или каждый из дуплексов может быть нацелен на один и тот же ген в двух различных 
целевых сайтах. 

В одном варианте осуществления средство для RNAi является мультимером, содержащим три, че-
тыре, пять, шесть или более дуплексов, представленных формулами (III), (IIIa), (IIIb), (IIIc) и (IIId), где 
дуплексы соединены линкером. Линкер может быть расщепляемым или нерасщепляемым. Необязатель-
но, мультимер дополнительно содержит лиганд. Каждый из дуплексов может быть нацелен на один и тот 
же ген или на два различных гена или каждый из дуплексов может быть нацелен на один и тот же ген в 
двух различных целевых сайтах. 

В одном варианте осуществления два средства для RNAi, представленные формулами (III), (IIIa), 
(IIIb), (IIIc) и (IIId), соединены друг с другом на 5'-конце и один или оба 3'-конца необязательно конъю-
гированы с лигандом. Каждое из средств может быть нацелено на один и тот же ген или на два различ-
ных гена или каждое из средств может быть нацелено на один и тот же ген в двух различных целевых 
сайтах. 

В различных публикациях описаны мультимерные средства для RNAi, которые можно применять в 
способах согласно настоящему изобретению. Такие публикации включают WO 2007/091269, патент 
США № 7858769, WO 2010/141511, WO 2007/117686, WO 2009/014887 и WO 2011/031520, полное со-
держание которых настоящим включено в данный документ при помощи ссылки. 

Средство для RNAi, содержащее один или нескольких углеводных фрагментов, конъюгированных 
со средством для RNAi, может улучшать одно или несколько свойств средства для RNAi. Во многих слу-
чаях углеводный фрагмент будет присоединен к модифицированной субъединице средства для RNAi. 
Например, рибозный сахар одной или нескольких рибонуклеотидных субъединиц средства на основе 
dsRNA можно заменять другими фрагментами, например отличным от углевода (предпочтительно цик-
лическим) носителем, к которому присоединен углеводный лиганд. Рибонуклеотидную субъединицу, в 
которой рибозный сахар субъединицы был заменен таким образом, называют в данном документе субъе-
диницей с модификацией путем замены рибозы (RRMS). Циклический носитель может быть карбоцик-
лической кольцевой системой, т.е. все атомы в кольце являются атомами углерода, или гетероцикличе-
ской кольцевой системой, т.е. один или несколько атомов в кольце могут быть гетероатомами, например 
азотом, кислородом, серой. Циклический носитель может быть моноциклической кольцевой системой 
или может содержать два или более колец, например конденсированных колец. Циклический носитель 
может представлять собой полностью насыщенную кольцевую систему, или он может содержать одну 
или несколько двойных связей. 

Лиганд может быть присоединен к полинуклеотиду посредством носителя. Носители включают  
(i) по меньшей мере одну "точку присоединения к остову", предпочтительно две "точки присоединения к 
остову", и (ii) по меньшей мере одну "связывающую точку присоединения". "Точка присоединения к ос-
тову", используемая в данном документе, относится к функциональной группе, например гидроксильной 
группе, или, как правило, связи, доступной для введения носителя в остов, например фосфатный или мо-
дифицированный фосфатный, например серосодержащий, остов, и которая подходит для этого, рибонук-
леиновой кислоты. "Связывающая точка присоединения" (ТАР) в некоторых вариантах осуществления 
относится к входящему в кольцо атому циклического носителя, например атому углерода или гетероато-
му (отличному от атома, который обеспечивает точку присоединения к остову), с которым связывается 
выбранный фрагмент. Фрагмент может быть, например, углеводом, например моносахаридом, дисахари-
дом, трисахаридом, тетрасахаридом, олигосахаридом и полисахаридом. Необязательно, выбранный 
фрагмент присоединен посредством промежуточного связывающего фрагмента к циклическому носите-
лю. Таким образом, циклический носитель будет часто включать функциональную группу, например 
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аминогруппу, или, как правило, обеспечивать связь, подходящую для введения или связывания другого 
химического структурного элемента, например лиганда, в состав кольца. 

Средства для RNAi можно конъюгировать с лигандом через носитель, где носитель может быть 
циклической группой или ациклической группой; предпочтительно, циклическая группа выбрана из пир-
ролидинила, пиразолинила, пиразолидинила, имидазолинила, имидазолидинила, пиперидинила, пипера-
зинила, [1,3]-диоксолана, оксазолидинила, изоксазолидинила, морфолинила, тиазолидинила, изотиазоли-
динила, хиноксалинила, пиридазинонила, тетрагидрофурила и декалина; предпочтительно ациклическая 
группа выбрана из остова, представляющего собой серинол, или остова, представляющего собой диэта-
ноламин. 

В определенных конкретных вариантах осуществления средство для RNAi для применения в спосо-
бах согласно настоящему изобретению представляет собой средство, выбранное из группы средств, при-
веденных в любой из табл. 1 и 2. В одном варианте осуществления в тех случаях, когда средство пред-
ставляет собой средство, приведенное в табл. 1, тогда у средства может отсутствовать концевой dT. 

Настоящее изобретение дополнительно включает двухнитевые средства для RNAi, содержащие лю-
бую из последовательностей, приведенных в любой из табл. 1 или 2, которые содержат 5'-фосфат или 
миметик фосфата в антисмысловой нити (см., например, публикацию согласно РСТ № WO 2011005860). 
Дополнительно, настоящее изобретение включает двухнитевые средства для RNAi, содержащие любую 
из последовательностей, приведенных в одной из табл. 1 или 2, которые включают 2'-фтор-группу вместо 
2'-ОМе-группы на 5'-конце смысловой нити. 

Дополнительные мотивы. 
В определенных аспектах двухнитевые средства для RNAi, описанные в данном документе, содер-

жат смысловую нить и антисмысловую нить, при этом указанные смысловая нить и антисмысловая нить 
содержат меньше одиннадцати, десяти, девяти, восьми, семи, шести или пяти 2'-дезоксифтор-
модификаций. 

В определенных аспектах двухнитевые средства для RNAi, описанные в данном документе, содер-
жат смысловую нить и антисмысловую нить, при этом указанные смысловая нить и антисмысловая нить 
содержат меньше десяти, девяти, восьми, семи, шести, пяти, четырех фосфотиоатных межнуклеотидных 
связей. 

В определенных аспектах двухнитевые средства для RNAi, описанные в данном документе, содер-
жат смысловую нить и антисмысловую нить, при этом указанные смысловая нить и антисмысловая нить 
содержат меньше десяти 2'-дезоксифтор-модификаций и меньше шести фосфотиоатных межнуклеотид-
ных связей. 

В определенных аспектах двухнитевые средства для RNAi, описанные в данном документе, содер-
жат смысловую нить и антисмысловую нить, при этом указанные смысловая нить и антисмысловая нить 
содержат меньше восьми 2'-дезоксифтор-модификаций и меньше шести фосфотиоатных межнуклеотид-
ных связей. 

В определенных аспектах двухнитевые средства для RNAi, описанные в данном документе, содер-
жат смысловую нить и антисмысловую нить, при этом указанные смысловая нить и антисмысловая нить 
содержат меньше девяти 2'-дезоксифтор-модификаций и меньше шести фосфотиоатных межнуклеотид-
ных связей. 

Лиганды. 
Двухнитевые средства для RNAi согласно настоящему изобретению необязательно могут быть 

конъюгированы с одним или несколькими лигандами. Лиганд может быть присоединен к смысловой ни-
ти, антисмысловой нити или к обеим нитям на 3'-конце, 5'-конце или на обоих концах. К примеру, лиганд 
может быть конъюгирован со смысловой нитью. В некоторых вариантах осуществления лиганд конъю-
гирован с 3'-концом смысловой нити. В одном варианте осуществления лигандом является лиганд  
GalNAc. Особенно в некоторых вариантах осуществления лигандом является GalNAc3. Лиганды соеди-
нены, предпочтительно ковалентно, либо непосредственно, либо опосредованно через промежуточный 
связывающий фрагмент. 

В некоторых вариантах осуществления лиганд меняет распределение, нацеливание или время жиз-
ни молекулы, в которую он введен. В некоторых вариантах осуществления лиганд обеспечивает повы-
шенную аффинность в отношении выбранной мишени, например молекулы, клетки или типа клеток, 
компартмента, рецептора, например компартмента клетки или органа, ткани, органа или участка тела, 
например, по сравнению с молекулой, у которой отсутствует такой лиганд. Лиганды, обеспечивающие 
повышенную аффинность в отношении выбранной мишени, также называют нацеливающими  
лигандами. 

Некоторые лиганды могут обладать эндосомолитическими свойствами. Эндосомолитические ли-
ганды способствуют лизису эндосомы и/или транспорту композиции согласно настоящему изобретению 
или ее компонентов из эндосомы в цитоплазму клетки. Эндосомолитический лиганд может представлять 
собой полианионный пептид или пептидомиметик, который проявляет рН-зависимую мембранную ак-
тивность и фузогенность. В одном варианте осуществления эндосомолитический лиганд принимает свою 
активную конформацию при значении рН эндосомы. "Активной" конформацией является такая конфор-
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мация, при которой эндосомолитический лиганд способствует лизису эндосомы и/или транспорту ком-
позиции согласно настоящему изобретению или ее компонентов из эндосомы в цитоплазму клетки. Ил-
люстративные эндосомолитические лиганды включают пептид GALA (Subbarao et al., Biochemistry, 1987, 
26:2964-2972), пептид EALA (Vogel et al., J. Am. Chem. Soc., 1996, 118:1581-1586) и их производные 
(Turk et al., Biochem. Biophys. Acta, 2002, 1559:56-68). В одном варианте осуществления эндосомолитиче-
ский компонент может содержать химическую группу (например, аминокислоту), которая будет претер-
певать изменения в заряде или протонировании в ответ на изменения рН. Эндосомолитический компо-
нент может быть линейным или разветвленным. 

Лиганды могут улучшать транспортировку, гибридизацию и свойства специфичности и могут также 
улучшать устойчивость к нуклеазам у полученного естественного или модифицированного олигорибо-
нуклеотида или полимерной молекулы, содержащей любую комбинацию мономеров, описанных в дан-
ном документе, и/или естественных или модифицированных рибонуклеотидов. 

Лиганды, как правило, могут включать терапевтические модификаторы, например, для повышения 
поглощения; диагностические соединения или "репортерные" группы, например, для отслеживания рас-
пределения; перекрестно сшивающие средства и придающие устойчивость к нуклеазам фрагменты. Об-
щие примеры включают липиды, стероиды, витамины, сахара, белки, пептиды, полиамины и миметики 
пептидов. 

Лиганды могут включать вещество, встречающееся в природе, такое как белок (например, сыворо-
точный альбумин человека (HSA), липопротеин низкой плотности (LDL), липопротеин высокой плотно-
сти (HDL) или глобулин); углевод (например, декстран, пуллулан, хитин, хитозан, инулин, циклодекст-
рин или гиалуроновая кислота) или липид. Лиганд также может быть рекомбинантной или синтетиче-
ской молекулой, такой как синтетический полимер, например синтетическая полиаминокислота, олиго-
нуклеотид (например, аптамер). Примеры полиаминокислот включают полиаминокислоту, представ-
ляющую собой полилизин (PLL), поли-L-аспарагиновую кислоту, поли-L-глутаминовую кислоту, сопо-
лимер стирола и ангидрида малеиновой кислоты, сополимер L-лактида и гликолида, сополимер дивини-
лового эфира и малеинового ангидрида, N-(2-гидроксипропил)метакриламидный сополимер (НМРА), 
полиэтиленгликоль (PEG), поливиниловый спирт (PVA), полиуретан, поли(2-этилакриловую кислоту), 
N-изопропилакриламидные полимеры или полифосфазин. Примеры полиаминов включают полиэтиле-
нимин, полилизин (PLL), спермин, спермидин, полиамин, полиамин-псевдопептид, полиамин-
пептидомиметик, полиамин-дендример, аргинин, амидин, протамин, катионный липид, катионный пор-
фирин, четвертичную соль полиамина или альфа-спиральный пептид. 

Лиганды также могут включают нацеливающие группы, например нацеливающее на клетку или 
ткань средство, например лектин, гликопротеин, липид или белок, например антитело, которое связыва-
ется с определенным типом клеток, например клеткой почки. Нацеливающей группой могут быть тирео-
тропин, меланотропин, лектин, гликопротеин, поверхностный белок А, углевод-муцин, поливалентная 
лактоза, поливалентная галактоза, N-ацетилгалактозамин, N-ацетилглюкозамин, поливалентная манноза, 
поливалентная фукоза, гликозилированные полиаминокислоты, поливалентная галактоза, трансферрин, 
бисфосфонат, полиглутамат, полиаспартат, липид, холестерин, стероид, желчная кислота, фолат, вита-
мин В12, биотин, RGD-пептид, миметик RGD-пептида или аптамер. 

Другие примеры лигандов включают красители, интеркалирующие средства (например, акридины), 
сшивающие средства (например, псорален, митомицин С), порфирины (ТРРС4, тексафирин, сапфирин), 
полициклические ароматические углеводороды (например, феназин, дигидрофеназин), искусственные 
эндонуклеазы или хелатор (например, EDTA), липофильные молекулы, например холестерин,  
холевую кислоту, адамантануксусную кислоту, 1-пиренмасляную кислоту, дигидротестостерон,  
1,3-бис-O-(гексадецил)глицерин, геранилоксигексильную группу, гексадецил-глицерин, борнеол, ментол, 
1,3-пропандиол, гептадецильную группу, пальмитиновую кислоту, миристиновую кислоту,  
O3-(олеоил)литохолевую кислоту, O3-(олеоил)холеновую кислоту, диметокситритил или феноксазин и 
пептидные конъюгаты (например, пептид antennapedia, Tat-пептид), алкилирующие средства, фосфат, 
амино, меркапто, PEG (например, PEG-40K), MPEG, [MPEG]2, полиамино, алкил, замещенный алкил, 
меченные радиоизотопом маркеры, ферменты, гаптены (например, биотин), помощники транспор-
та/всасывания (например, аспирин, витамин Е, фолиевую кислоту), синтетические рибонуклеазы (на-
пример, имидазол, бисимидазол, гистамин, имидазольные кластеры, конъюгаты акридин-имидазол, ком-
плекс Eu3+ тетраазамакроциклов), динитрофенил, HRP или АР. 

Лигандами могут быть белки, например гликопротеины, или пептиды, например молекулы со спе-
цифической аффинностью в отношении ко-лиганда, или антитела, например антитело, которое связыва-
ется с определенным типом клеток, таким как раковая клетка, эндотелиальная клетка или костная клетка. 
Лиганды могут также включать гормоны и рецепторы гормонов. Они также могут включать отличные от 
пептидов виды молекул, такие как липиды, лектины, углеводы, витамины, кофакторы, поливалентную 
лактозу, поливалентную галактозу, N-ацетилгалактозамин, N-ацетилглюкозамин, поливалентную манно-
зу, поливалентную фукозу или аптамеры. Например, лигандом может быть липополисахарид, активатор 
МАР-киназы р38 или активатор NF-κВ. 
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Лигандом может быть вещество, например лекарственное средство, которое может увеличивать по-
глощение средства на основе iRNA клеткой, например, путем разрушения цитоскелета клетки, например 
путем разрушения микротрубочек, микрофиламентов и/или промежуточных филаментов клетки. Лекар-
ственным средством, например, может быть таксон, винкристин, винбластин, цитохалазин, нокодазол, 
яплакинолид, латрункулин А, фаллоидин, свинхолид А, инданоцин или миосервин. 

Лиганд может увеличивать поглощение олигонуклеотида клеткой, например, путем активации вос-
палительной реакции. Иллюстративные лиганды, которые будут обладать таким эффектом, включают 
фактор некроза опухолей альфа (TNF-альфа), интерлейкин-1-бета или гамма интерферон. 

В одном аспекте лиганд представляет собой липидную молекулу или молекулу на основе липида. 
Такая липидная молекула или молекула на основе липида предпочтительно связываются с сывороточ-
ным белком, например сывороточным альбумином человека (HSA). Связывающийся с HSA лиганд обес-
печивает распределение конъюгата в целевой ткани, например отличной от ткани почек целевой ткани 
организма. Например, целевой тканью может быть печень, в том числе паренхиматозные клетки печени. 
Также в качестве лигандов можно использовать другие молекулы, которые могут связывать HSA. На-
пример, можно использовать напроксен или аспирин. Липидный лиганд или лиганд на основе липида 
может (а) повышать устойчивость к разрушению конъюгата, (b) повышать нацеливающую способность 
или транспорт в целевую клетку или клеточную мембрану и/или (с) может быть использован для коррек-
тировки связывания с сывороточным белком, например HSA. 

Лиганд на основе липида можно применять для модулирования, например регулирования связыва-
ния конъюгата с целевой тканью. Например, липидный лиганд или лиганд на основе липида, который 
связывается с HSA более сильно, с меньшей вероятностью будет нацеливаться на почки и, следователь-
но, с меньшей вероятностью будет выводиться из организма. Липидный лиганд или лиганд на основе 
липида, который связывается с HSA менее сильно, можно применять для нацеливания конъюгата на  
почки. 

В одном варианте осуществления лиганд на основе липида связывает HSA. Предпочтительно он 
связывает HSA с аффинностью, достаточной для того, чтобы конъюгат предпочтительно распределялся в 
ткань, отличную от ткани почек. В одном варианте осуществления аффинность является такой, что свя-
зывание HSA-лиганд может быть обратимым. В другом варианте осуществления лиганд на основе липи-
да слабо связывает HSA или не связывает вообще, так что конъюгат будет предпочтительно распреде-
ляться в почку. Другие фрагменты, которые нацеливаются на клетки почки, также можно использовать 
вместо или в дополнение к лиганду на основе липида. 

В другом аспекте лигандом является фрагмент, например витамин, который поглощается целевой 
клеткой, например пролиферирующей клеткой. Такие варианты являются особенно пригодными для ле-
чения нарушений, характеризующихся нежелательной пролиферацией клеток, например злокачественно-
го или доброкачественного типа, например раковых клеток. Иллюстративные витамины включают вита-
мин А, Е и K. Другие иллюстративные витамины включают витамины группы В, например фолиевую 
кислоту, В12, рибофлавин, биотин, пиридоксаль, или другие витамины или питательные вещества, по-
глощаемые раковыми клетками. Также включены HAS, липопротеин низкой плотности (LDL) и липо-
протеин высокой плотности (HDL). 

В другом аспекте лигандом является средство, обеспечивающее проникновение в клетку, предпоч-
тительно спиральное средство, обеспечивающее проникновение в клетку. Предпочтительно средство 
является амфипатическим. Иллюстративным средством является пептид, такой как tat или antennopedia. 
Если средство представляет собой пептид, то он может быть модифицированным, в том числе пептидил-
миметик, инвертомеры, отличные от пептидных или псевдопептидные связи, и также в нем могут ис-
пользоваться D-аминокислоты. Спиральное средство предпочтительно представляет собой альфа-
спиральное средство, которое предпочтительно характеризуется липофильной и липофобной фазами. 

Лигандом может быть пептид или пептидомиметик. 
Пептидомиметик (также называемый в данном документе олигопептидомиметиком) является моле-

кулой, способной сворачиваться в определенную трехмерную структуру, аналогичную естественному 
пептиду. Длина пептидного фрагмента или фрагмента-пептидомиметика может составлять приблизи-
тельно 5-50 аминокислот, например приблизительно 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 или 50 аминокислот. 
Пептидом или пептидомиметиком, например, может быть пептид, обеспечивающий проникновение в 
клетку, катионный пептид, амфипатический пептид или гидрофобный пептид (например, состоящий 
преимущественно из Tyr, Trp или Phe). Пептидным фрагментом может быть пептид-дендример, конфор-
мационно затрудненный пептид или перекрестно сшитый пептид. В другом альтернативном варианте 
пептидный фрагмент может включать гидрофобную последовательность, контролирующую перенос че-
рез мембрану (MTS). Иллюстративным содержащим гидрофобную MTS пептидом является RFGF с ами-
нокислотной последовательностью AAVALLPAVLLALLAP (SEQ ID NO: 9). Аналог RFGF (например, 
аминокислотная последовательность AALLPVLLAAP (SEQ ID NO: 10)), содержащий гидрофобную 
MTS, также может быть нацеливающим фрагментом. Пептидный фрагмент может представлять собой 
доставляющий пептид, который может переносить большие полярные молекулы, в том числе пептиды, 
олигонуклеотиды и белки, через клеточные мембраны. Например, как было обнаружено, последователь-
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ности Tat-белка HIV (GRKKRRQRRRPPQ) (SEQ ID NO: 11) и белка Antennapedia Drosophila  
(RQIKIWFQNRRMKWKK) (SEQ ID NO: 12) способны функционировать в качестве доставляющих пеп-
тидов. Пептид или пептидомиметик может кодироваться случайной последовательностью ДНК, как, на-
пример, пептид, идентифицированный из библиотеки фагового дисплея или комбинаторной библиотеки 
"одна гранула-одно соединение" (ОВОС) (Lam et al., Nature, 354:82-84, 1991). Предпочтительно пептид 
или пептидомиметик, связанный со средством на основе iRNA, посредством введенной мономерной еди-
ницы, представляет собой нацеливающий на клетку пептид, такой как содержащий аргинин-глицин-
аспарагиновую кислоту (RGD) пептид или RGD-миметик. Пептидный фрагмент может варьироваться по 
длине от приблизительно 5 до приблизительно 40 аминокислот. Пептидные фрагменты могут иметь 
структурную модификацию, как, например, для повышения стабильности или управления конформаци-
онными свойствами. Можно использовать любую из структурных модификаций, описанных ниже. 
Фрагмент, представляющий собой RGD-пептид, можно применять для нацеливания на опухолевую клет-
ку, такую как эндотелиальная опухолевая клетка или опухолевая клетка рака молочной железы (Zitzmann 
et al., Cancer Res., 62:5139-43, 2002). RGD-пептид может способствовать нацеливанию средства на основе 
iRNA на опухоли ряда других тканей, в том числе легкого, почки, селезенки или печени (Aoki et al.,  
Cancer Gene Therapy, 8:783-787, 2001). Предпочтительно RGD-пептид будет способствовать нацелива-
нию средства на основе iRNA на почку. RGD-пептид может быть линейным или циклическим и может 
быть модифицированным, например гликозилированным или метилированным, для способствования 
нацеливанию на конкретные ткани. Например, гликозилированный RGD-пептид может доставлять сред-
ство на основе iRNA к опухолевой клетке, экспрессирующей αVβ3 (Haubner et al., Jour. Nucl. Med., 
42:326-336, 2001). Можно использовать пептиды, которые нацеливаются на маркеры, которыми обога-
щены пролиферирующие клетки. Например, содержащие RGD пептиды и пептидомиметики могут быть 
нацелены на раковые клетки, в частности клетки, на поверхности которых присутствует интегрин. Таким 
образом, можно применять RGD-пептиды, циклические пептиды, содержащие RGD, RGD-пептиды, ко-
торые включают D-аминокислоты, а также синтетические RGD-миметики. В дополнение к RGD можно 
применять другие фрагменты, которые нацеливаются на лиганд интегрин. Как правило, такие лиганды 
можно использовать для контроля пролиферации клеток и ангиогенеза. Некоторые конъюгаты с таким 
типом лиганда нацелены на РЕСАМ-1, VEGF или другой раковый ген, например раковый ген, описан-
ный в данном документе. 

"Пептид, обеспечивающий проникновение в клетку" позволяет проникать в клетку, например мик-
робную клетку, такую как бактериальная или грибная клетка, или в клетку млекопитающего, такую как 
клетка человека. Пептидом, проникающим в микробную клетку, например, может быть α-спиральный 
линейный пептид (например, LL-37 или Ceropin P1), содержащий дисульфидную связь пептид (напри-
мер, α-дефенсин, β-дефенсин или бактенецин), или петид, содержащий только одну или две преобла-
дающие аминокислоты (например, PR-39 или индолицидин). Пептид, обеспечивающий проникновение в 
клетку, также может включать клеточный сигнал внутриядерной локализации (NLS). Например, пепти-
дом, обеспечивающим проникновение в клетку, может быть двухкомпонентный амфипатический пептид, 
такой как MPG, который получен из домена пептида слияния gp41 HIV-1 и NLS из большого Т-антигена 
SV40 (Simeoni et al., Nucl. Acids Res. 31:2717-2724, 2003). 

В одном варианте осуществления нацеливающим пептидом может быть амфипатический  
α-спиральный пептид. Иллюстративные амфипатические α-спиральные пептиды включают без ограни-
чений цекропины, ликотоксины, парадаксины, буфорин, CPF, бомбинин-подобный пептид (BLP), кате-
лицидины, цератотоксины, пептиды S. clava, кишечные антимикробные пептиды миксины (HFIAP), ма-
гаинины, бревинины-2, дермасептины, меллитины, плевроцидины, пептиды Н2А, пептиды Xenopus, эс-
кулентины-1 и церины. Предпочтительно целый ряд факторов будет рассматриваться в связи с поддер-
жанием целостности и стабильности спирали. Например, будут использовать максимальное количество 
стабилизирующих спираль остатков (например, leu, ala или lys) и будут использовать минимальное ко-
личество дестабилизирующих спираль остатков (например, пролин или циклические мономерные еди-
ницы). Будет рассматриваться кэпирующий остаток (например, Gly, представляет собой иллюстратив-
ный N-кэпирующий остаток) и/или может использоваться С-концевое амидирование для обеспечения 
дополнительной Н-связи для стабилизации спирали. Стабильность может обеспечивать образование со-
левых мостиков между остатками с противоположными зарядами, разделенными i±3 или i±4 положе-
ниями. Например, катионные остатки, такие как лизин, аргинин, гомоаргинин, орнитин или гистидин, 
могут образовывать солевые мостики с анионными остатками, глутаматом или аспартатом. 

Лиганды, представляющие собой пептиды и пептидомиметики, включают те пептиды, которые 
имеют природное происхождение, или модифицированные пептиды, например D- или L- пептиды; α-, β- 
или γ-пептиды; пептиды с N-метилом; азапептиды; пептиды с одним или несколькими амидами, т.е. пеп-
тиды со связями, замененными одной или несколькими мочевинными, тиомочевинными, карбаматными 
или сульфонилмочевинными связями; или циклические пептиды. 

Нацеливающим лигандом может быть любой лиганд, который способен нацеливаться на конкрет-
ный рецептор. Примерами являются: фолат, GalNAc, галактоза, манноза, манноза-6Р, кластеры сахаров, 
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такие как кластер GalNAc, маннозный кластер, галактозный кластер, или аптамер. Кластер представляет 
собой комбинацию двух или более единиц сахара. Нацеливающие лиганды также включают лиганды 
рецептора-интегрина, лиганды хемокинового рецептора, трансферрин, биотин, лиганды серотонинового 
рецептора, PSMA, эндотелин, GCPII, соматостатин, лиганды LDL и HDL. Основу лигандов также может 
составлять нуклеиновая кислота, например в случае аптамера. Аптамер может быть немодифицирован-
ным или может иметь любую комбинацию модификаций, раскрытых в данном документе. 

Эндосомальные высвобождающие средства включают имидазолы, поли- или олигоимидазолы, PEI, 
пептиды, фузогенные пептиды, поликарбоксилаты, полиакатионы, скрытые олиго- или поликатионы или 
анионы, ацетали, полиацетали, кетали/поликетали, ортоэфиры, полимеры со скрытыми или не скрытыми 
катионными или анионными зарядами, дендримеры со скрытыми или не скрытыми катионными или 
анионными зарядами. 

PK-модулятор означает модулятор фармакокинетических параметров. PK-модуляторы включает 
липофилы, желчные кислоты, стероиды, фосфолипидные аналоги, пептиды, белок-связывающие средст-
ва, PEG, витамины и т.д. Иллюстративные PK-модуляторы включают без ограничения холестерин, жир-
ные кислоты, холевую кислоту, литохолевую кислоту, диалкилглицериды, диацилглицерид, фосфолипи-
ды, сфинголипиды, напроксен, ибупрофен, витамин Е, биотин и т.д. Олигонуклеотиды, которые содер-
жат некоторое количество фосфотиоатных связей, также, как известно, связываются с сывороточным 
белком, таким образом короткие олигонуклеотиды, например олигонуклеотиды из приблизительно 5 
оснований, 10 оснований, 15 оснований или 20 оснований, содержащие множество фосфотиоатных свя-
зей в остове, также пригодны в настоящем изобретении в качестве лигандов (например, в качестве РК-
модулирующих лигандов). 

Кроме того, аптамеры, которые связывают сывороточные компоненты (например, сывороточные 
белки) также пригодны в настоящем изобретении в качестве PK-модулирующих лигандов. 

Другие конъюгаты, представляющие собой лиганды, пригодные в настоящем изобретении, описаны 
в заявках на выдачу патентов США USSN: 10/916185, поданной 10 августа 2004 г.; USSN: 10/946873, 
поданной 21 сентября 2004 г.; USSN: 10/833934, поданной 3 августа 2007 г.; USSN: 11/115989, поданной 
27 апреля 2005 г., и USSN: 11/944227, поданной 21 ноября 2007 г., которые включены посредством ссыл-
ки в полном объеме для всех целей. 

В тех случаях, когда присутствуют два или более лиганда, тогда все лиганды могут обладать одина-
ковыми свойствами, могут обладать различными свойствами или некоторые лиганды обладают одинако-
выми свойствами, в то время как другие обладают различными свойствами. Например, лиганд может 
обладать нацеливающими свойствами, обладать эндосомолитической активностью или обладать  
PK-модулирующими свойствами. В одном варианте осуществления все лиганды обладают различными 
свойствами. 

Лиганды могут быть присоединены к олигонуклеотидам в разных местах, например на 3'-конце,  
5'-конце и/или во внутреннем положении. В некоторых вариантах осуществления лиганд присоединен к 
олигонуклеотидам через промежуточный связывающий фрагмент, например, носитель, описанный в 
данном документе. Лиганд или связанный лиганд могут присутствовать на мономере в тех случаях, когда 
мономер введен в растущую нить. В некоторых вариантах осуществления лиганд может быть введен по-
средством связывания с мономером-''предшественником'' после того, как мономер-''предшественник'' 
был введен в растущую нить. Например, мономер, содержащий, например, связывающий фрагмент с 
аминогруппой на конце (т.е. без ассоциированного лиганда), например ТАР-(СН2)nNH2, может быть вве-
ден в растущую нить олигонуклеотидов. На следующей стадии, т.е. после введения мономера-
предшественника в нить, лиганд с электрофильной группой, например группой сложного пентафторфе-
нилэфира или альдегидной группой, затем можно присоединить к мономеру-предшественнику путем 
связывания электрофильной группы лиганда с концевой нуклеофильной группой связывающего фраг-
мента мономера-предшественника. 

В другом примере может быть введен мономер с химической группой, пригодной для участия в ре-
акциях клик-химии, например связывающий фрагмент/линкер с азидом или алкином на конце. На после-
дующей стадии, т.е. после введения мономера-предшественника в нить, лиганд с комплементарной хи-
мической группой, например алкин или азид, может быть присоединен к мономеру-предшественнику 
путем связывания алкина и азида вместе. 

В некоторых вариантах осуществления лиганд может быть конъюгирован с нуклеиновыми основа-
ниями, сахарными фрагментами или межнуклеозидными связями в молекулах нуклеиновой кислоты. 
Конъюгация с пуриновыми нуклеиновыми основаниями или их производными может происходить в лю-
бом положении, в том числе по атомам внутри кольца и вне кольца. В некоторых вариантах осуществле-
ния к 2-, 6-, 7- или 8-положениям пуринового нуклеинового основания присоединен конъюгатный фраг-
мент. Конъюгация с пиримидиновыми нуклеиновыми основаниями или их производными также может 
происходить в любом положении. В некоторых вариантах осуществления 2-, 5- и 6-положения пирими-
динового нуклеинового основания могут быть замещены конъюгатным фрагментом. Конъюгация с са-
харными фрагментами нуклеозидов может происходить при любом атоме углерода. Примеры атомов 
углерода в сахарном фрагменте, к которым может быть присоединен конъюгатный фрагмент, включают 
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2', 3' и 5' атомы углерода. К положению 1' также может быть присоединен конъюгатный фрагмент, как, 
например, в остатке, с удаленным азотистым основанием. Межнуклеозидные связи также могут нести 
конъюгатные фрагменты. Что касается фосфорсодержащих связей (например, фосфодиэфирной, фосфо-
тиоатной, фосфодитиоатной, фосфорамидатной и т.п.), то конъюгатный фрагмент может быть присоеди-
нен непосредственно к атому фосфора или к атому О, N или S, связанному с атомом фосфора. Что каса-
ется амин- или амид-содержащих межнуклеозидных связей (например, PNA), то конъюгатный фрагмент 
может быть присоединен к атому азота амина или амида или к смежному атому углерода. 

Лиганды GalNAc и линкеры. 
В некотором варианте осуществления siRNA, целенаправленно воздействующая на ген HAO1, 

конъюгирована с углеводом, например, моносахаридом (таким как GalNAc), дисахаридом, трисахаридом, 
тетрасахаридом, полисахаридом. В некоторых вариантах осуществления siRNA конъюгирована с лиган-
дом N-ацетилгалактозамином (GalNAc). Повышения эффективности доставки в гепатоциты после под-
кожного введения. Способы конъюгирования углеводов, например N-ацетилгалактозамина, например, с 
siRNA хорошо известны специалисту в данной области. Примеры могут быть найдены в US 8106022 и 
WO 2014/025805. 

В некоторых вариантах осуществления siRNA, целенаправленно воздействующая на ген HAO1, 
конъюгирована с лигандом, например с GalNac, посредством линкера. Например, лигандом может быть 
одно или несколько производных GalNAc (N-ацетилглюкозамина), присоединенных посредством двух-
валентного или трехвалентного разветвленного линкера. 

В одном варианте осуществления dsRNA согласно настоящему изобретению конъюгирована с 
двухвалентными и трехвалентными разветвленными линкерами, включающими структуры, показанные в 
любой из формул (IV)-(VII): 

 

 
где q2A, q2B, q3A, q3B, q4A, q4B, q5A, q5B и q5C равняются независимо в каждом случае 0-20 и где повто-

ряющиеся единицы могут быть одинаковыми или различными; 
каждый из P2A, P2B, P3A, P3B, P4A, P4B, P5A, P5B, P5C, T2A, T2B, T3A, T3B, T4A, T4B, T4A, T5B, T5C независимо 

для каждого случая отсутствует, представляет собой CO, NH, O, S, OC(O), NHC(O), CH2, CH2NH или 
СН2О; 

Q2A, Q2B, Q3A, Q3B, Q4A, Q4B, Q5A, Q5B, Q5C независимо в каждом случая отсутствуют, представляют 
собой алкилен, замещенный алкилен, где одна или несколько метиленовых групп могут прерываться или 
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оканчиваться одним или несколькими из О, S, S(O), SO2, N(RN), C(R')=C(R''), С≡С или С(О); 
каждый из R2A, R2B, R3A, R3B, R4A, R4B, R5A, R5B, R5C независимо в каждом случае отсутствует, пред-

ставляет собой NH, О, S, СН2, С(О)О, C(O)NH, NHCH(Ra)С(О), -С(О)СН(Ra)-NH-, СО, CH=N-O, 

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

каждого случая представляет собой моносахарид (такой как GalNAc), дисахарид, трисахарид, тетрасаха-
рид, олигосахарид или полисахарид; и 

Ra представляет собой Н или боковую цепь аминокислоты. 
В случае средств для RNAi, служащих для ингибирования экспрессии целевого гена, особенно при-

менимы трехвалентные линкеры, посредством которых конъюгируют производные GalNAc, такие как 
линкеры формулы (VII) 

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

вом которых конъюгируют производные GalNAc, включают без ограничения следующие соединения: 
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Дополнительные лиганды. 
В некоторых вариантах осуществления лиганд выбран из одного из следующих: 
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III. Доставка iRNA согласно настоящему изобретению. 
Доставку средства на основе iRNA согласно настоящему изобретению к клетке, например клетке в 

организме субъекта, таком как субъект-человек (например, субъект, нуждающийся в этом, такой как 
субъект с ассоциированным с HAO1 нарушением), можно осуществлять различными путями. Например, 
доставку можно осуществлять путем приведения клетки в контакт с iRNA согласно настоящему изобре-
тению либо in vitro, либо in vivo. Доставку in vivo также можно осуществлять непосредственно путем 
введения субъекту композиции, содержащей iRNA, например dsRNA. В качестве альтернативы доставку 
in vivo можно осуществлять опосредованно путем введения одного или нескольких векторов, которые 
кодируют iRNA и управляют ее экспрессией. Такие альтернативные случаи дополнительно описаны  
ниже. 

Как правило, любой способ доставки молекулы нуклеиновой кислоты (in vitro или in vivo) может 
быть адаптирован для применения с iRNA согласно настоящему изобретению (см., например, Akhtar S. 
and Julian R.L. (1992), Trends Cell. Biol. 2(5):139-144 и WO 94/02595, которые включены в данный доку-
мент при помощи ссылки в полном их объеме). Что касается доставки in vivo, факторы, которые учиты-
вают в контексте доставки молекулы iRNA, включают, например, биологическую стабильность достав-
ляемой молекулы, предупреждение неспецифических эффектов и накопление доставляемой молекулы в 
целевой ткани. 

Неспецифические эффекты iRNA могут быть сведены к минимуму путем локального введения, на-
пример путем прямой инъекции или вживления в ткань, или местного введения препарата. Локальное 
введение в место обработки максимально увеличивает локальную концентрацию средства, ограничивает 
воздействие средства на системные ткани, которые в ином случае могут быть повреждены средством или 
которые могут разрушить средство, и позволяет вводить более низкую общую дозу молекулы iRNA. Из 
результатов нескольких исследований виден эффективный нокдаун генных продуктов при введении  
iRNA локально. Например, было показано, что внутриглазная доставка dsRNA к VEGF как путем инъек-
ции в стекловидное тело макаков-крабоедов (Tolentino, M.J., et al. (2004), Retina 24:132-138), так и субре-
тинальных инъекций мышам (Reich, S.J., et al. (2003), Mol. Vis. 9:210-216) предупреждает неоваскуляри-
зацию в экспериментальной модели возрастной макулярной дистрофии. Кроме того, непосредственная 
внутриопухолевая инъекция dsRNA мышам уменьшает размер опухоли (Pille, J., et al. (2005), Mol. Ther. 
11:267-274) и может продлевать время жизни мышей с опухолями (Kim, W.J., et al. (2006), Mol. Ther. 
14:343-350; Li, S., et al. (2007), Mol. Ther. 15:515-523). Было показано, что РНК-интерференция также ус-
пешна при локальной доставке к CNS путем непосредственной инъекции (Dorn, G., et al. (2004), Nucleic 
Acids, 32:e49; Tan, P.H., et al. (2005), Gene Ther. 12:59-66; Makimura, H., et al. (2002), BMC Neurosci. 3:18; 
Shishkina, G.T., et al. (2004), Neuroscience 129:521-528; Thakker, E.R., et al. (2004), Proc. Natl. Acad. Sci. 
U.S.A. 101:17270-17275; Akaneya, Y., et al. (2005), J. Neurophysiol. 93:594-602) и к легким путем интрана-
зального введения (Howard, K.А., et al. (2006), Mol. Ther. 14:476-484; Zhang, X., et al. (2004), J. Biol. Chem. 
279:10677-10684; Bitko, V., et al. (2005), Nat. Med. 11:50-55). Что касается системного введения iRNA для 
лечения заболевания, то РНК может быть модифицирована или, альтернативно, доставлена при помощи 
системы доставки лекарственного средства; оба способа служат для предупреждения быстрого разруше-
ния dsRNA эндо- и экзонуклеазами in vivo. Модификация РНК или фармацевтический носитель также 
могут делать возможным нацеливание композиции с iRNA на целевую ткань, и с их помощью можно 
избежать нежелательных нецелевых эффектов. Молекулы iRNA можно модифицировать при помощи 
химического конъюгирования с липофильными группами, такими как холестерин, для повышения по-
глощения клеткой и предупреждения разрушения. Например, направленную против АроВ iRNA, конъю-
гированную с липофильным фрагментом, представляющим собой холестерин, системно вводили мышам, 
что приводило к нокдауну мРНК ароВ как в печени, так и в тонкой кишке (Soutschek, J., et al. (2004), Na-
ture, 432:173-178). Как было показано, конъюгация iRNA с аптамером ингибирует рост опухоли и опо-
средует регресс опухоли на мышиных моделях рака предстательной железы (McNamara, J.O., et al. 
(2006), Nat. Biotechnol. 24:1005-1015). В альтернативном варианте осуществления iRNA можно достав-
лять с помощью систем доставки лекарственных средств, таких как наночастица, дендример, полимер, 
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липосомы или катионная система доставки. Положительно заряженные катионные системы доставки 
способствуют связыванию молекулы iRNA (отрицательно заряженной), а также увеличивают взаимодей-
ствия на отрицательно заряженной клеточной мембране с обеспечением эффективного поглощения iRNA 
клеткой. Катионные липиды, дендримеры или полимеры могут быть либо связанными с iRNA, либо на 
них воздействуют для образования пузырька или мицеллы (см., например, Kim S.H., et al. (2008), Journal 
of Controlled Release 129(2):107-116), которые заключают в себя iRNA. Образование везикул или мицелл 
также предупреждает разрушение iRNA при системном введении. Способы получения и введения кати-
онных комплексов с iRNA находятся в пределах квалификации специалистов в данной области (см., на-
пример, Sorensen, D.R., et al. (2003), J. Mol. Biol 327:761-766; Verma, U.N., et al. (2003), Clin.  
Cancer Res. 9:1291-1300; Arnold, A.S. et al. (2007), J. Hypertens. 25:197-205, которые включены в данный 
документ при помощи ссылки в полном их объеме). Некоторые неограничивающие примеры систем дос-
тавки лекарственных средств, пригодных для системной доставки iRNA, включают DOTAP  
(Sorensen, D.R., et al. (2003), выше; Verma, U.N., et al. (2003), выше), олигофектамин, "твердые частицы с 
нуклеиновой кислотой-липидом" (Zimmermann, T.S., et al. (2006), Nature, 441:111-114), кардиолипин 
(Chien, P.Y., et al. (2005), Cancer Gene Ther. 12:321-328; Pal, A., et al. (2005), Int. J. Oncol. 26:1087-1091), 
полиэтиленимин (Bonnet M.E., et al. (2008), Pharm. Res. электронная публикация перед печатью 16 авгу-
ста; Aigner, A. (2006), J. Biomed. Biotechnol. 71659), содержащие Arg-Gly-Asp (RGD) пептиды (Liu, S. 
(2006), Mol. Pharm. 3:472-487) и полиамидоамины (Tomalia, D.A., et al. (2007), Biochem. Soc. Trans. 35:61-
67; Yoo, H., et al. (1999), Pharm. Res. 16:1799-1804). В некоторых вариантах осуществления iRNA образу-
ет комплекс с циклодекстрином для системного введения. Способы введения и фармацевтические ком-
позиции с iRNA и циклодекстринами можно найти в патенте США № 7427605, который включен в дан-
ный документ при помощи ссылки в полном его объеме. Кодируемые вектором iRNA согласно настоя-
щему изобретению iRNA, целенаправленно воздействующая на ген НАО1, может экспрессироваться из 
транскрипционных единиц, вставленных в ДНК-или РНК-векторы (см., например, Couture, A., et al., TIG. 
(1996), 12:5-10; Skillern, A., et al., международную публикацию согласно PCT № WO 00/22113, Conrad, 
международную публикацию согласно РСТ № WO 00/22114 и Conrad, патент США № 6054299). Экс-
прессия может быть временной (приблизительно от часов до недель) или длительной (от недель до меся-
цев или дольше) в зависимости от конкретной применяемой конструкции и целевых ткани или типа кле-
ток. Такие трансгены можно вводить в виде линейной конструкции, кольцевой плазмиды или вирусного 
вектора, который может быть интегрирующим или неинтегрирующим вектором. Трансгены также могут 
быть сконструированы с возможностью наследования их в виде экстрахромосомной плазмиды (Gass-
mann, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1995), 92:1292). 

Отдельные нить или нити iRNA могут транскрибироваться с промотора вектора экспрессии. В це-
левую клетку можно совместно вводить два отдельных вектора экспрессии (например, путем трансфек-
ции или инфицирования) для экспрессии двух отдельных нитей с получением, например, dsRNA. В аль-
тернативном случае, каждая отдельная нить dsRNA может транскрибироваться с участием промоторов, 
оба из которых расположены в одной и той же плазмиде экспрессии. В одном варианте осуществления 
dsRNA экспрессируется в виде полинуклеотидов с инвертированным повтором, соединенных линкерной 
полинуклеотидной последовательностью так, что dsRNA имеет структуру типа "стебель-петля". 

Векторы экспрессии iRNA, как правило, являются ДНК-плазмидами или вирусными векторами. 
Векторы экспрессии, совместимые с эукариотическими клетками, предпочтительно совместимые с клет-
ками позвоночных, можно использовать для получения рекомбинантных конструкций для экспрессии 
iRNA, которая описана в данном документе. Векторы экспрессии для эукариотических клеток хорошо 
известны в уровне техники и доступны из ряда коммерческих источников. Как правило, предусмотрено, 
что такие векторы содержат удобные сайты рестрикции для вставки необходимого сегмента нуклеиновой 
кислоты. Доставка векторов, экспрессирующих iRNA, может быть системной, как, например, путем 
внутривенного или внутримышечного введения, путем введения в целевые клетки, эксплантированные 
от пациента, с последующим обратным введением пациенту или путем любого другого способа, который 
обеспечивает возможность введения в необходимую целевую клетку. 

Целевые клетки можно трансфицировать плазмидами экспрессии iRNA в виде комплекса с носите-
лями-катионными липидами (например, олигофектамином) или носителями на основе некатионных ли-
пидов (например, Transit-TKO). В настоящем изобретением также рассматриваются множественные 
трансфекции при помощи липидов для типов iRNA-опосредованного нокдауна, нацеленных на различ-
ные участки целевой РНК, на протяжении недели или более. Успешное введение векторов в клетки-
хозяева можно контролировать при помощи разнообразных известных способов. Например, временную 
трансфекцию можно выявить при помощи репортера, такого как флуоресцентный маркер, например зе-
леный флуоресцентный белок (GFP). Стабильная трансфекция клеток ex vivo может быть подтверждена 
с применением маркеров, которые обеспечивают устойчивость трансфицированной клетки к определен-
ным факторам окружающей среды (например, антибиотикам и лекарственным средствам), как, напри-
мер, устойчивость к гигромицину В. 

Системы вирусных векторов, которые можно использовать со способами и композициями, описан-
ными в данном документе, включают без ограничения (а) аденовирусные векторы; (b) ретровирусные 
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векторы, в том числе без ограничения лентивирусные векторы, вирус мышиного лейкоза Молони и т.д.; 
(с) векторы на основе аденоассоциированного вируса; (d) векторы на основе вируса простого герпеса;  
(е) векторы на основе SV40; (f) векторы на основе вируса полиомы; (g) векторы на основе вируса папил-
ломы; (h) векторы на основе пикорнавируса; (i) векторы на основе поксвируса, такого как ортопокс, на-
пример векторы на основе вируса осповакцины, или авипокс, например канарипокс или оспы кур; и  
(j) хелпер-зависимый или "слабый" аденовирус. Также преимущественными могут быть вирусы с нару-
шенной репликацией. Различные векторы будут встраиваться в геном клеток или не будут встраиваться в 
геном клеток. При необходимости, конструкции могут включать последовательности вирусов для транс-
фекции. В качестве альтернативы конструкция может быть включена в векторы, способные к эписомаль-
ной репликации, например векторы на основе EPV и EBV. В конструкциях для рекомбинантной экспрес-
сии iRNA, как правило, будут необходимы регуляторные элементы, например промоторы, энхансеры и т. 
д., для обеспечения экспрессии iRNA в целевых клетках. Другие аспекты, учитываемые в отношении 
векторов и конструкций, дополнительно описаны ниже. 

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

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

Можно использовать вирусные векторы, которые содержат последовательности нуклеиновых ки-
слот, кодирующие iRNA. 

Например, можно использовать ретровирусный вектор (см. Miller et al., Meth. Enzymol. 217:581-599 
(1993)). Данные ретровирусные векторы содержат компоненты, необходимые для правильной упаковки 
вирусного генома и интеграции в ДНК клетки-хозяина. Последовательности нуклеиновых кислот, коди-
рующие iRNA, клонируют в один или несколько векторов, которые облегчают доставку нуклеиновой 
кислоты пациенту. Более подробное описание ретровирусных векторов можно найти, например, в Boesen 
et al., Biotherapy, 6:291-302 (1994), в котором описано применение ретровирусного вектора для доставки 
гена mdr1 к гемопоэтическим стволовым клеткам для придания стволовым клеткам лучшей устойчиво-
сти к химиотерапии. Другими источниками, иллюстрирующими применение ретровирусных векторов в 
генной терапии, являются: Clowes et al., J. Clin. Invest. 93:644-651 (1994); Kiem et al., Blood 83:1467-1473 
(1994); Salmons and Gunzberg, Human Gene Therapy 4:129-141 (1993); и Grossman and Wilson, Curr. Opin. 
in Genetics and Devel. 3:110-114 (1993). Лентивирусные векторы, предусматриваемые для применения, 
включают, например, векторы на основе HIV, описанные в патентах США № 6143520; 5665557 и 
5981276, которые включены в данный документ при помощи ссылки. 

Также для применения в доставке iRNA согласно настоящему изобретению предусматриваются 
аденовирусы. Аденовирусы представляют собой особенно перспективные "проводники", например, для 
доставки генов в респираторный эпителий. Аденовирусы естественным образом инфицируют респира-
торный эпителий, где они вызывают заболевание с легким течением. Другими мишенями для систем до-
ставки на основе аденовирусов являются печень, центральная нервная система, эндотелиальные клетки и 
мышца. Аденовирусы обладают преимуществом в том, что способны инфицировать неделящиеся клетки. 
В Kozarsky and Wilson, Current Opinion in Genetics and Development 3:499-503 (1993) представлена обзор-
ная статья о генной терапии на основе аденовирусов. В Bout et al., Human Gene Therapy 5:3-10 (1994) бы-
ло показано применение аденовирусных векторов для переноса генов в респираторный эпителий макак-
резус. Другие примеры применения аденовирусов в генной терапии можно найти в Rosenfeld et al.,  
Science, 252:431-434 (1991); Rosenfeld et al., Cell, 68:143-155 (1992); Mastrangeli et al., J. Clin. Invest. 
91:225-234 (1993); публикации согласно PCT WO 94/12649; и Wang, et al., Gene Therapy, 2:775-783 (1995). 
Подходящий AV-вектор для экспрессии iRNA, описанной в настоящем изобретении, способ конструиро-
вания рекомбинантного AV-вектора и способ доставки вектора в целевые клетки описаны в Xia H. et al. 
(2002), Nat. Biotech. 20:1006-1010. 

Векторы на основе аденоассоциированного вируса (AAV) также можно использовать для доставки 
iRNA согласно настоящему изобретению (Walsh et al., Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 204:289-300 (1993); па-
тент США № 5436146). В одном варианте осуществления iRNA может экспрессироваться в виде двух 
отдельных комплементарных однонитевых молекул РНК при помощи рекомбинантного AAV-вектора, 
например, либо с РНК-промоторами, U6 или H1, либо с промотором цитомегаловируса (CMV). Подхо-
дящие AAV-векторы для экспрессии dsRNA, описанной в настоящем изобретении, способы конструиро-
вания рекомбинантного AAV-вектора и способы доставки векторов в целевые клетки описаны в  
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Samulski R. et al. (1987), J. Virol. 61:3096-3101; Fisher K.J. et al. (1996), J. Virol, 70:520-532; Samulski R. et 
al. (1989), J. Virol. 63: 3822-3826; патенте США № 5252479; патенте США № 5139941; международной 
заявке на патент № WO 94/13788 и международной заявке на патент № WO 93/24641, полное раскрытие 
которых включено в данный документ при помощи ссылки. 

Другой вирусный вектор, подходящий для доставки iRNA согласно настоящему изобретению, 
представляет собой поксвирус, такой как вирус осповакцины, например аттенуированный вирус оспо-
вакцины, как, например, модифицированный вирус Анкара (MVA) или NYVAC, авипокс, как, например, 
оспа кур или канарипокс. 

В случае необходимости тропизм вирусных векторов может быть модифицирован путем псевдоти-
пирования векторов белками оболочки или другими поверхностными антигенами из других вирусов или 
путем замещения различных вирусных капсидных белков. Например, лентивирусные векторы можно 
подвергать псевдотипированию поверхностными белками из вируса везикулярного стоматита (VSV), 
вируса бешенства, вируса Эбола, вируса Мокола и т.п. AAV-векторы можно получать для нацеливания 
на различные клетки путем построения векторов так, чтобы они экспрессировали различные серотипы 
капсидных белков; см., например, Rabinowitz J.E. et al. (2002), J. Virol. 76:791-801, полное раскрытие ко-
торого включено в данный документ при помощи ссылки. 

Фармацевтический препарат на основе вектора может включать вектор в приемлемом разбавителе 
или может включать матрицу замедленного высвобождения, в которую включено средство доставки ге-
нов. В качестве альтернативы в случае, когда вектор доставки целого гена может вырабатываться натив-
но рекомбинантными клетками, например ретровирусными векторами, тогда фармацевтический препа-
рат может включать одну или несколько клеток, которые вырабатывают систему доставки генов. 

IV. Фармацевтические композиции согласно настоящему изобретению 
Настоящее изобретение также включает фармацевтические композици.и и составы, которые вклю-

чают iRNA согласно настоящему изобретению. В одном варианте осуществления в данном документе 
предусмотрены фармацевтические композиции, содержащие iRNA, которые описаны в данном докумен-
те, и фармацевтически приемлемый носитель. Фармацевтические композиции, содержащие iRNA, явля-
ются применимыми для лечения ассоциированного с НАО1 заболевания или нарушения. Такие фарма-
цевтические композиции составляют в зависимости от способа доставки. 

Фармацевтические композиции, содержащие средства для RNAi согласно настоящему изобрете-
нию, могут быть, например, растворами с буфером или без него или композициями, содержащими фар-
мацевтически приемлемые носители. Такие композиции включают, например, водные или кристалличе-
ские композиции, липосомные составы, мицеллярные составы, эмульсии и векторы для генной терапии. 

В способах согласно настоящему изобретению средство для RNAi можно вводить в растворе. Сво-
бодное средство для RNAi можно вводить в небуферном растворе, например в солевом растворе или в 
воде. В качестве альтернативы свободную siRNA также можно вводить в подходящем буферном раство-
ре. Буферный раствор может предусматривать ацетат, цитрат, проламин, карбонат или фосфат или лю-
бую их комбинацию. В одном варианте осуществления буферный раствор представляет собой забуфе-
ренный фосфатом солевой раствор (PBS). рН и осмолярность буферного раствора, содержащего средство 
для RNAi, можно корректировать, с тем чтобы он подходил для введения субъекту. 

В некоторых вариантах осуществления буферный раствор дополнительно содержит средство для 
регулирования осмолярности раствора, так что осмолярность поддерживается при необходимом значе-
нии, например при физиологических значениях плазмы крови человека. Растворенные вещества, которые 
можно добавлять к буферному раствору для регулирования осмолярности, включают без ограничения 
белки, пептиды, аминокислоты, не поддающиеся метаболизму полимеры, витамины, ионы, сахара, мета-
болиты, органические кислоты, липиды или соли. В некоторых вариантах осуществления средство для 
регулирования осмолярности раствора представляет собой соль. В определенных вариантах осуществле-
ния средство для регулирования осмолярности раствора представляет собой хлорид натрия или хлорид 
калия. 

Фармацевтические композиции согласно настоящему изобретению можно вводить в дозах, доста-
точных для ингибирования экспрессии гена HAO1. 

Дозы. 
Как правило, приемлемая доза iRNA согласно настоящему изобретению будет находиться в диапа-

зоне от приблизительно 0,001 до приблизительно 200,0 мг/кг веса тела реципиента в сутки, как правило, 
в диапазоне от приблизительно 0,1 до 10 или от 1 до 50 мг/кг веса тела в сутки. Например, dsRNA можно 
вводить в количестве приблизительно 0,01 мг/кг, приблизительно 0,05 мг/кг, приблизительно 0,5 мг/кг, 
приблизительно 1 мг/кг, приблизительно 1,5 мг/кг, приблизительно 2 мг/кг, приблизительно 3 мг/кг, 
приблизительно 4 мг/кг, приблизительно 5 мг/кг, приблизительно 6 мг/кг, приблизительно 7 мг/кг,  
приблизительно 8 мг/кг, приблизительно 9 мг/кг приблизительно 10 мг/кг, приблизительно 20 мг/кг, 
приблизительно 30 мг/кг, приблизительно 40 мг/кг или приблизительно 50 мг/кг за однократную дозу. 

В другом варианте осуществления средство для RNAi, например dsRNA, вводят в дозе от прибли-
зительно 0,1 до приблизительно 50 мг/кг, от приблизительно 0,25 до приблизительно 50 мг/кг,  
от приблизительно 0,5 до приблизительно 50 мг/кг, от приблизительно 0,75 до приблизительно 50 мг/кг, 
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от приблизительно 1 до приблизительно 50 мг/кг, от приблизительно 1,5 до приблизительно 50 мг/кг,  
от приблизительно 2 до приблизительно 50 мг/кг, от приблизительно 2,5 до приблизительно 50 мг/кг,  
от приблизительно 3 до приблизительно 50 мг/кг, от приблизительно 3,5 до приблизительно 50 мг/кг,  
от приблизительно 4 до приблизительно 50 мг/кг, от приблизительно 4,5 до приблизительно 50 мг/кг, 
 от приблизительно 5 до приблизительно 50 мг/кг, от приблизительно 7,5 до приблизительно 50 мг/кг,  
от приблизительно 10 до приблизительно 50 мг/кг, от приблизительно 15 до приблизительно 50 мг/кг,  
от приблизительно 20 до приблизительно 50 мг/кг, от приблизительно 20 до приблизительно 50 мг/кг,  
от приблизительно 25 до приблизительно 50 мг/кг, от приблизительно 25 до приблизительно 50 мг/кг,  
от приблизительно 30 до приблизительно 50 мг/кг, от приблизительно 35 до приблизительно 50 мг/кг,  
от приблизительно 40 до приблизительно 50 мг/кг, от приблизительно 45 до приблизительно 50 мг/кг,  
от приблизительно 0,1 до приблизительно 45 мг/кг, от приблизительно 0,25 до приблизительно 45 мг/кг, 
от приблизительно 0,5 до приблизительно 45 мг/кг, от приблизительно 0,75 до приблизительно 45 мг/кг, 
от приблизительно 1 до приблизительно 45 мг/кг, от приблизительно 1,5 до приблизительно 45 мг/кг,  
от приблизительно 2 до приблизительно 45 мг/кг, от приблизительно 2,5 до приблизительно 45 мг/кг,  
от приблизительно 3 до приблизительно 45 мг/кг, от приблизительно 3,5 до приблизительно 45 мг/кг,  
от приблизительно 4 до приблизительно 45 мг/кг, от приблизительно 4,5 до приблизительно 45 мг/кг,  
от приблизительно 5 до приблизительно 45 мг/кг, от приблизительно 7,5 до приблизительно 45 мг/кг,  
от приблизительно 10 до приблизительно 45 мг/кг, от приблизительно 15 до приблизительно 45 мг/кг,  
от приблизительно 20 до приблизительно 45 мг/кг, от приблизительно 20 до приблизительно 45 мг/кг,  
от приблизительно 25 до приблизительно 45 мг/кг, от приблизительно 25 до приблизительно 45 мг/кг,  
от приблизительно 30 до приблизительно 45 мг/кг, от приблизительно 35 до приблизительно 45 мг/кг,  
от приблизительно 40 до приблизительно 45 мг/кг, от приблизительно 0,1 до приблизительно 40 мг/кг,  
от приблизительно 0,25 до приблизительно 40 мг/кг, от приблизительно 0,5 до приблизительно 40 мг/кг, 
от приблизительно 0,75 до приблизительно 40 мг/кг, от приблизительно 1 до приблизительно 40 мг/кг,  
от приблизительно 1,5 до приблизительно 40 мг/кг, от приблизительно 2 до приблизительно 40 мг/кг,  
от приблизительно 2,5 до приблизительно 40 мг/кг, от приблизительно 3 до приблизительно 40 мг/кг,  
от приблизительно 3,5 до приблизительно 40 мг/кг, от приблизительно 4 до приблизительно 40 мг/кг,  
от приблизительно 4,5 до приблизительно 40 мг/кг, от приблизительно 5 до приблизительно 40 мг/кг,  
от приблизительно 7,5 до приблизительно 40 мг/кг, от приблизительно 10 до приблизительно 40 мг/кг,  
от приблизительно 15 до приблизительно 40 мг/кг, от приблизительно 20 до приблизительно 40 мг/кг,  
от приблизительно 20 до приблизительно 40 мг/кг, от приблизительно 25 до приблизительно 40 мг/кг,  
от приблизительно 25 до приблизительно 40 мг/кг, от приблизительно 30 до приблизительно 40 мг/кг,  
от приблизительно 35 до приблизительно 40 мг/кг, от приблизительно 0,1 до приблизительно 30 мг/кг,  
от приблизительно 0,25 до приблизительно 30 мг/кг, от приблизительно 0,5 до приблизительно 30 мг/кг, 
от приблизительно 0,75 до приблизительно 30 мг/кг, от приблизительно 1 до приблизительно 30 мг/кг,  
от приблизительно 1,5 до приблизительно 30 мг/кг, от приблизительно 2 до приблизительно 30 мг/кг,  
от приблизительно 2,5 до приблизительно 30 мг/кг, от приблизительно 3 до приблизительно 30 мг/кг,  
от приблизительно 3,5 до приблизительно 30 мг/кг, от приблизительно 4 до приблизительно 30 мг/кг,  
от приблизительно 4,5 до приблизительно 30 мг/кг, от приблизительно 5 до приблизительно 30 мг/кг,  
от приблизительно 7,5 до приблизительно 30 мг/кг, от приблизительно 10 до приблизительно 30 мг/кг,  
от приблизительно 15 до приблизительно 30 мг/кг, от приблизительно 20 до приблизительно 30 мг/кг,  
от приблизительно 20 до приблизительно 30 мг/кг, от приблизительно 25 до приблизительно 30 мг/кг,  
от приблизительно 0,1 до приблизительно 20 мг/кг, от приблизительно 0,25 до приблизительно 20 мг/кг, 
от приблизительно 0,5 до приблизительно 20 мг/кг, от приблизительно 0,75 до приблизительно 20 мг/кг, 
от приблизительно 1 до приблизительно 20 мг/кг, от приблизительно 1,5 до приблизительно 20 мг/кг,  
от приблизительно 2 до приблизительно 20 мг/кг, от приблизительно 2,5 до приблизительно 20 мг/кг,  
от приблизительно 3 до приблизительно 20 мг/кг, от приблизительно 3,5 до приблизительно 20 мг/кг,  
от приблизительно 4 до приблизительно 20 мг/кг, от приблизительно 4,5 до приблизительно 20 мг/кг,  
от приблизительно 5 до приблизительно 20 мг/кг, от приблизительно 7,5 до приблизительно 20 мг/кг,  
от приблизительно 10 до приблизительно 20 мг/кг или от приблизительно 15 до приблизительно 20 мг/кг. 
Значения и диапазоны, промежуточные по отношению к перечисленным значениям, также подразумева-
ются как часть настоящего изобретения. 

К примеру, средство для RNAi, например dsRNA, можно вводить в дозе приблизительно 0,01, 0,02, 
0,03, 0,04, 0,05, 0,06, 0,07, 0,08, 0,09, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1,0, 1,1, 1,2, 1,3, 1,4, 1,5, 1,6, 1,7, 
1,8, 1,9, 2,0, 2,1, 2,2, 2,3, 2,4, 2,5, 2,6, 2,7, 2,8, 2,9, 3,0, 3,1, 3,2, 3,3, 3,4, 3,5, 3,6, 3,7, 3,8, 3,9, 4,0, 4,1, 4,2, 4,3, 
4,4, 4,5, 4,6, 4,7, 4,8, 4,9, 5,0, 5,1, 5,2, 5,3, 5,4, 5,5, 5,6, 5,7, 5,8, 5,9, 6,0, 6,1, 6,2, 6,3, 6,4, 6,5, 6,6, 6,7, 6,8, 6,9, 
7,0, 7,1, 7,2, 7,3, 7,4, 7,5, 7,6, 7,7, 7,8, 7,9, 8,0, 8,1, 8,2, 8,3, 8,4, 8,5, 8,6, 8,7, 8,8, 8,9, 9,0, 9,1, 9,2, 9,3, 9,4, 9,5, 
9,6, 9,7, 9,8, 9,9, 10, 10,5, 11, 11,5, 12, 12,5, 13, 13,5, 14, 14,5, 15, 15,5, 16, 16,5, 17, 17,5, 18, 18,5, 19, 19,5, 
20, 20,5, 21, 21,5, 22, 22,5, 23, 23,5, 24, 24,5, 25, 25,5, 26, 26,5, 27, 27,5, 28, 28,5, 29, 29,5, 30, 31, 32, 33, 34, 
34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 или приблизительно 50 мг/кг. Значения и диапа-
зоны, промежуточные по отношению к перечисленным значениям, также подразумеваются как часть 
настоящего изобретения. 
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В некоторых вариантах осуществления настоящего изобретения, например, если двухнитевое сред-
ство для RNAi предусматривает модификации (например, один или несколько мотивов с тремя одинако-
выми модификациями трех последовательных нуклеотидов, в том числе один такой мотив в сайте рас-
щепления средства или рядом с ним), шесть фосфотиоатных связей и лиганд, то такое средство вводят в 
дозе от приблизительно 0,01 до приблизительно 0,5 мг/кг, от приблизительно 0,01 до приблизительно  
0,4 мг/кг, от приблизительно 0,01 до приблизительно 0,3 мг/кг, от приблизительно 0,01 до приблизитель-
но 0,2 мг/кг, от приблизительно 0,01 до приблизительно 0,1 мг/кг, от приблизительно 0,01 до приблизи-
тельно 0,09 мг/кг, от приблизительно 0,01 до приблизительно 0,08 мг/кг, от приблизительно 0,01 до при-
близительно 0,07 мг/кг, от приблизительно 0,01 до приблизительно 0,06 мг/кг, от приблизительно 0,01 до 
приблизительно 0,05 мг/кг, от приблизительно 0,02 до приблизительно 0,5 мг/кг, от приблизительно  
0,02 до приблизительно 0,4 мг/кг, от приблизительно 0,02 до приблизительно 0,3 мг/кг, от приблизитель-
но 0,02 до приблизительно 0,2 мг/кг, от приблизительно 0,02 до приблизительно 0,1 мг/кг, от приблизи-
тельно 0,02 до приблизительно 0,09 мг/кг, от приблизительно 0,02 до приблизительно 0,08 мг/кг, от при-
близительно 0,02 до приблизительно 0,07 мг/кг, от приблизительно 0,02 до приблизительно 0,06 мг/кг, от 
приблизительно 0,02 до приблизительно 0,05 мг/кг, от приблизительно 0,03 до приблизительно 0,5 мг/кг, 
от приблизительно 0,03 до приблизительно 0,4 мг/кг, от приблизительно 0,03 до приблизительно  
0,3 мг/кг, от приблизительно 0,03 до приблизительно 0,2 мг/кг, от приблизительно 0,03 до приблизитель-
но 0,1 мг/кг, от приблизительно 0,03 до приблизительно 0,09 мг/кг, от приблизительно 0,03 до приблизи-
тельно 0,08 мг/кг, от приблизительно 0,03 до приблизительно 0,07 мг/кг, от приблизительно 0,03 до при-
близительно 0,06 мг/кг, от приблизительно 0,03 до приблизительно 0,05 мг/кг, от приблизительно 0,04 до 
приблизительно 0,5 мг/кг, от приблизительно 0,04 до приблизительно 0,4 мг/кг, от приблизительно 0,04 
до приблизительно 0,3 мг/кг, от приблизительно 0,04 до приблизительно 0,2 мг/кг, от приблизительно 
0,04 до приблизительно 0,1 мг/кг, от приблизительно 0,04 до приблизительно 0,09 мг/кг, от приблизи-
тельно 0,04 до приблизительно 0,08 мг/кг, от приблизительно 0,04 до приблизительно 0,07 мг/кг, от при-
близительно 0,04 до приблизительно 0,06 мг/кг, от приблизительно 0,05 до приблизительно 0,5 мг/кг, от 
приблизительно 0,05 до приблизительно 0,4 мг/кг, от приблизительно 0,05 до приблизительно 0,3 мг/кг, 
от приблизительно 0,05 до приблизительно 0,2 мг/кг, от приблизительно 0,05 до приблизительно  
0,1 мг/кг, от приблизительно 0,05 до приблизительно 0,09 мг/кг, от приблизительно 0,05 до приблизи-
тельно 0,08 мг/кг или от приблизительно 0,05 до приблизительно 0,07 мг/кг. Значения и диапазоны, про-
межуточные по отношению к вышеупомянтым значениям, также являются частью настоящего изобрете-
ния, например средство для RNAi можно вводить субъекту в дозе, составляющей от приблизительно 
0,015 до приблизительно 0,45 мг/кг. 

К примеру, средство для RNAi, например средство для RNAi в фармацевтической композиции, 
можно вводить в дозе, составляющей приблизительно 0,01, 0,0125, 0,015, 0,0175, 0,02, 0,0225, 0,025, 
0,0275, 0,03, 0,0325, 0,035, 0,0375, 0,04, 0,0425, 0,045, 0,0475, 0,05, 0,0525, 0,055, 0,0575, 0,06, 0,0625, 
0,065, 0,0675, 0,07, 0,0725, 0,075, 0,0775, 0,08, 0,0825, 0,085, 0,0875, 0,09, 0,0925, 0,095, 0,0975, 0,1, 0,125, 
0,15, 0,175, 0,2, 0,225, 0,25, 0,275, 0,3, 0,325, 0,35, 0,375, 0,4, 0,425, 0,45, 0,475 или приблизительно  
0,5 мг/кг. Значения, промежуточные по отношению к перечисленным значениям, также являются частью 
настоящего изобретения. 

Схемы лечения. 
Фармацевтическую композицию можно вводить один раз в день или iRNA можно вводить в виде 

двух, трех или более частей дозы через определенные интервалы на протяжении дня или даже при по-
мощи непрерывной инфузии или доставки посредством состава с контролируемым высвобождением. В 
таком случае количество iRNA, содержащееся в каждой части дозы, должно быть соответственно мень-
ше, чтобы обеспечить общую суточную дозу. Единица дозирования также может быть составлена для 
доставки в течение нескольких дней, например, при помощи традиционного состава с замедленным вы-
свобождением, который предусматривает замедленное высвобождение iRNA в течение периода в не-
сколько дней. Составы с замедленным высвобождением хорошо известны из уровня техники и особенно 
пригодны для доставки средств в определенный участок, например, их можно применять со средствами 
согласно настоящему изобретению. В данном варианте осуществления единица дозирования содержит 
соответствующее количество суточной дозы. 

В других вариантах осуществления однократная доза фармацевтических композиций может быть 
длительного действия, 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. В некоторых вариантах осуществления настоящего изобрете-
ния однократную дозу фармацевтических композиций согласно настоящему изобретению вводят один 
раз в неделю. В других вариантах осуществления настоящего изобретения однократную дозу фармацев-
тических композиций согласно настоящему изобретению вводят каждые две недели. 

Специалисту в данной области будет понятно, что определенные факторы могут влиять на дозу и 
временные рамки, необходимые для эффективного лечения субъекта, в том числе без ограничения тя-
жесть заболевания или нарушения, типы предшествующего лечения, общее состояние здоровья и/или 
возраст субъекта и другие имеющиеся заболевания. Кроме того, лечение субъекта терапевтически эф-
фективным количеством композиции может включать один период лечения или серию периодов лече-
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ния. Расчеты эффективных доз и времени полужизни in vivo для отдельных iRNA, охваченных настоя-
щим изобретением, можно проводить с применением традиционных методик. 

Расчеты эффективных доз и времени полужизни in vivo для отдельных iRNA, охваченных настоя-
щим изобретением, также можно проводить на основании тестирования in vivo с применением соответ-
ствующей животной модели. К примеру, достижения в области генетики мышей обеспечили ряд мыши-
ных моделей для изучения различных заболеваний человека, как, например, нарушения, ассоциирован-
ного с экспрессией HAO1. Такие модели можно использовать для проведения тестирования iRNA in vivo, 
а также для определения терапевтически эффективной дозы. Подходящие мышиные модели известны в 
данной области и включают, например, животные модели, описанные в данном документе. 

Способы введения. 
Фармацевтические композиции согласно настоящему изобретению можно вводить различными пу-

тями в зависимости от того, необходимо ли локальное или же системное лечение, и от области, подле-
жащей обработке. Введение может быть местным (например, при помощи трансдермального пластыря), 
легочным, например путем ингаляции или инсуффляции порошков или аэрозолей, в том числе при по-
мощи ингалятора; интратрахеальным, интраназальным, эпидермальным и трансдермальным, перораль-
ным или парентеральным. Парентеральное введение включает в себя внутривенную, внутриартериаль-
ную, подкожную, внутрибрюшинную или внутримышечную инъекцию или инфузию; субдермальное, 
например посредством вживленного устройства; или интракраниальное, например интрапаренхиматоз-
ное, подоболочечное или интравентрикулярное введение. 

iRNA можно доставлять таким образом, чтобы происходило нацеливание на конкретную ткань, та-
кую как печень. 

Составы. 
Фармацевтические композиции согласно настоящему изобретению включают без ограничения рас-

творы, эмульсии и содержащие липосомы составы. Такие композиции могут быть получены из ряда 
компонентов, который включает без ограничения предварительно полученные жидкости, самоэмульги-
рующиеся твердые вещества и самоэмульгирующиеся полутвердые вещества. 

Фармацевтические составы согласно настоящему изобретению, которые в целях удобства могут на-
ходиться в виде единичной лекарственной формы, можно получать согласно традиционным техникам, 
хорошо известным в фармацевтической промышленности. Такие техники включают стадию приведения 
активных ингредиентов во взаимодействие с фармацевтическим(ми) носителем(ями) или наполните-
лем(ями). Как правило, составы получают путем равномерного и тщательного приведения активных ин-
гредиентов во взаимодействие с жидкими носителями или мелкоизмельченными твердыми носителями 
или и теми, и другими, а затем, при необходимости, придания продукту формы. 

Композиции согласно настоящему изобретению могут быть составлены в любой из многих воз-
можных лекарственных форм, как, например, без ограничения таблеток, капсул, желатиновых капсул, 
жидких сиропов, пластичных гелей, суппозиториев и клизм. Композиции согласно настоящему изобре-
тению также могут быть составлены в виде суспензий в водных, неводных или смешанных средах. Вод-
ные суспензии дополнительно могут содержать вещества, которые повышают вязкость суспензии, в том 
числе, например, карбоксиметилцеллюлозу натрия, сорбит и/или декстран. Суспензия также может со-
держать стабилизаторы. 

Композиции согласно настоящему изобретению могут быть составлены для перорального введения; 
парентерального, интрапаренхиматозного (в головной мозг), подоболочечного, интравентрикулярного 
или внутрипеченочного введения и/или местного введения. 

Композиции и составы для перорального введения включают порошки или гранулы, микрочастицы, 
наночастицы, суспензии или растворы в воде или неводных средах, капсулы, желатиновые капсулы, па-
кетики с порошком для приготовления раствора, таблетки или мини-таблетки. Необходимыми могут 
быть загустители, ароматизирующие вещества, разбавители, эмульгаторы, диспергирующие средства 
или связующие вещества. В некоторых вариантах осуществления составы для перорального введения 
являются такими, в которых dsRNA, описанные в настоящем изобретении, вводят в сочетании с одним 
или несколькими веществами, способствующие проникновению, поверхностно-активными вещества и 
хелаторами. Подходящие поверхностно-активные вещества включают жирные кислоты и/или их слож-
ные эфиры или соли, желчные кислоты и/или их соли. Подходящие желчные кислоты/соли желчных ки-
слот включают хенодезоксихолевую кислоту (CDCA) и урсодезоксихенодезоксихолевую кислоту 
(UDCA), холевую кислоту, дегидрохолевую кислоту, дезоксихолевую кислоту, глюкохолевую кислоту, 
гликохолевую кислоту, гликодезоксихолевую кислоту, таурохолевую кислоту, тауродезоксихолевую 
кислоту, тауро-24,25-дигидро-фузидат натрия и гликодигидрофузидат натрия. Подходящие жирные ки-
слоты включают арахидоновую кислоту, ундекановую кислоту, олеиновую кислоту, лауриновую кисло-
ту, каприловую кислоту, каприновую кислоту, миристиновую кислоту, пальмитиновую кислоту, стеари-
новую кислоту, линолевую кислоту, линоленовую кислоту, дикапрат, трикапрат, моноолеин, дилаурин, 
глицерил-1-монокапрат, 1-додецилазациклогептан-2-он, ацилкарнитин, ацилхолин или моноглицерид, 
диглицерид или их фармацевтически приемлемую соль (например, натриевую). В некоторых вариантах 
осуществления используют комбинации веществ, способствующих проникновению, например жирные 



037115 

- 36 - 

кислоты/соли жирных кислот в комбинации с желчными кислотами/солями желчных кислот. Одной ил-
люстративной комбинацией является натриевая соль лауриновой кислоты, каприновой кислоты и UDCA. 
Дополнительные вещества, способствующие проникновению, включают полиоксиэтилен-9-лауриловый 
эфир, полиоксиэтилен-20-цетиловый эфир. dsRNA,  описанные в настоящем изобретении, могут быть 
доставлены перорально, в форме гранул, в том числе частиц, высушенных распылением, или в комплексе 
с образованием микро- или наночастиц. Комплексообразующие средства для dsRNA включают поли-
аминокислоты; полиимины; полиакрилаты; полиалкилакрилаты, полиоксэтаны, полиалкилцианоакрила-
ты; катионизированные виды желатина, альбумины, виды крахмала, акрилаты, полиэтиленгликоли (PEG) 
и виды крахмала; полиалкилцианоакрилаты; DEAE-производные полиимины, поллуланы, виды целлю-
лозы и виды крахмала. Подходящие комплексообразующие средства включают хитозан,  
N-триметилхитозан, поли-L-лизин, полигистидин, полиорнитин, полиспермины, протамин, поливинил-
пиридин, политиодиэтиламинометилэтилен (PTDAE), полиаминостирол (например, п-амино), по-
ли(метилцианоакрилат), поли(этилцианоакрилат), поли(бутилцианоакрилат), поли(изобутилциано-
акрилат), поли(изогексилцианоакрилат), DEAE-метакрилат, DEAE-гексилакрилат, DEAE-акриламид, 
DEAE-альбумин и DEAE-декстран, полиметилакрилат, полигексилакрилат, поли(D,L-молочную кисло-
ту), сополимер DL-молочной и гликолевой кислот (PLGA), альгинат и полиэтиленгликоль (PEG). Соста-
вы для перорального введения для dsRNA и их получение описаны подробно в патенте США № 6887906, 
публикации США № 20030027780 и патенте США № 6747014, каждый из которых включен в данный 
документ при помощи ссылки. 

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

Фармацевтические композиции и составы для местного введения могут включать трансдермальные 
пластыри, мази, лосьоны, кремы, гели, капли, суппозитории, распыляемые растворы, жидкости и порош-
ки. Могут быть необходимы или желательны традиционные фармацевтические носители, водные, по-
рошкообразные или масляные основы, загустители и т.п. Также могут быть пригодными презервативы, 
перчатки с покрытием и т.п. Подходящие составы для местного введения включают составы, в которых 
iRNA, описанные в настоящем изобретении, находятся в смеси со средством для местной доставки, та-
ким как липиды, липосомы, жирные кислоты, сложные эфиры жирных кислот, стероиды, хелатирующие 
средства и поверхностно-активные вещества. Подходящие липиды и липосомы включают нейтральные 
(например, диолеоилфосфатидилэтаноламин (DOPE), димиристоилфосфатидилхолин (DMPC), дистеаро-
илфосфатидилхолин), отрицательные (например, димиристоилфосфатидилглицерин (DMPG)) и катион-
ные (например, диолеилтетраметиламинопропил (DOTAP) и диолеоилфосфатидилэтаноламин 
(DOTMA)). iRNA, описанные в настоящем изобретении, могут быть инкапсулированы в липосомах или 
могут образовывать комплексы с ними, в частности с катионными липосомами. В качестве альтернативы 
iRNA могут образовывать комплексы с липидами, в частности с катионными липидами. Подходящие 
жирные кислоты и сложные эфиры включают без ограничения арахидоновую кислоту, олеиновую ки-
слоту, эйкозановую кислоту, лауриновую кислоту, каприловую кислоту, каприновую кислоту, миристи-
новую кислоту, пальмитиновую кислоту, стеариновую кислоту, линолевую кислоту, линоленовую ки-
слоту, дикапрат, трикапрат, моноолеин, дилаурин, глицерил-1-монокапрат, 1-додецилазациклогептан-2-
он, ацилкарнитин, ацилхолин или сложные C1-20алкиловые эфиры (например, изопропилмиристат (IPM)), 
моноглицерид, диглицерид или их фармацевтически приемлемую соль. Составы для местного введения 
подробно описаны в патенте США № 6747014, который включен в данный документ при помощи  
ссылки. 

Составы с iRNA, содержащие мембранные молекулярные ансамбли. 
iRNA для применения в композициях и способах согласно настоящему изобретению могут быть со-

ставлены для доставки в мембранном молекулярном ансамбле, например липосоме или мицелле. Ис-
пользуемый в данном документе термин "липосома" относится к везикуле, состоящей из амфифильных 
липидов, расположенных в виде по меньшей мере одного бислоя, например одного бислоя или множест-
ва бислоев. Липосомы включают однослойные и многослойные везикулы, которые имеют мембрану, 
образованную из липофильного материала, и водную внутреннюю среду. Водная часть содержит компо-
зицию с iRNA. Липофильный материал отделяет водную внутреннюю среду от водной внешней среды, 
которая, как правило, не включает композицию с iRNA, хотя в некоторых примерах может включать. 
Липосомы пригодны для переноса и доставки активных ингредиентов к участку их действия. Благодаря 
тому, что мембрана липосомы структурно подобна биологическим мембранам, в случае введения липо-
сом в ткань бислой липосомы сливается с бислоем клеточных мембран. По мере того как идет слияние 
липосомы и клетки внутреннее водное содержимое, которое включает iRNA, доставляется в клетку, где 
iRNA может специфически связываться с целевой РНК и может опосредовать RNAi. В некоторых случа-
ях липосомы также являются специфически нацеленными, например, для направления iRNA в конкрет-
ные типы клеток. 
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Липосомы, содержащие средство для RNAi, могут быть получены рядом способов. В одном приме-
ре липидный компонент липосомы растворяют в детергенте для образования мицелл из липидного ком-
понента. Например, липидный компонент может представлять собой амфипатический катионный липид 
или липидный конъюгат. Детергент может характеризоваться высокой критической концентрацией ми-
целлообразования и может быть неионным. Иллюстративные детергенты включают холат, CHAPS, ок-
тилглюкозид, дезоксихолат и лауроилсаркозин. Препарат средства для RNAi затем добавляют к мицел-
лам, которые включают липидный компонент. Катионные группы липида взаимодействуют со средством 
для RNAi и конденсируются вокруг средства для RNAi с образованием липосомы. После конденсации 
детергент удаляют, например путем диализа, с получением липосомного препарата средства для RNAi. 

При необходимости соединение-носитель, которое содействует конденсации, можно добавлять во 
время реакции конденсации, например, путем контролируемого добавления. Например, соединение-
носитель может быть полимером, отличным от нуклеиновой кислоты (например, спермином или спер-
мидином). Также можно корректировать рН для содействия конденсации. 

Способы получения стабильных средств доставки полинуклеотидов, которые включают комплекс 
полинуклеотида/катионного липида в качестве структурных компонентов средств доставки, дополни-
тельно описаны, например, в WO 96/37194, полное содержание которой включено в данный документ 
при помощи ссылки. Образование липосом может также включать один или несколько аспектов иллюст-
ративных способов, описанных в Feigner, P.L. et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 8:7413-7417, 1987; патен-
те США № 4897355; патенте США № 5171678; Bangham, et al. M. Mol. Biol. 23:238, 1965; Olson, et al. 
Biochim. Biophys. Acta 557:9, 1979; Szoka, et al. Proc. Natl. Acad. Sci. 75:4194, 1978; Mayhew, et al.  
Biochim. Biophys. Acta 775:169, 1984; Kim, et al. Biochim. Biophys. Acta 728:339, 1983; и Fukunaga, et al. 
Endocrinol. 115:757, 1984. Широко применяемые методики получения липидных агрегатов с размером, 
подходящим для использования в качестве средств доставки, включают обработку ультразвуком и замо-
раживание-оттаивание с экструзией (см., например, Mayer, et al. Biochim. Biophys. Acta, 858:161, 1986). 
Микрофлюидизацию можно использовать в тех случаях, когда необходимы стабильно малые (от 50 до 
200 нм) и относительно однородные агрегаты (Mayhew, et al. Biochim. Biophys. Acta, 775:169, 1984). Та-
кие способы легко адаптировать для упаковки препаратов средства для RNAi в липосомы. 

Липосомы делятся на два больших класса. Катионные липосомы являются положительно заряжен-
ными липосомами, которые взаимодействуют с отрицательно заряженными молекулами нуклеиновых 
кислот с образованием стабильных комплексов. Положительно заряженный комплекс нуклеиновой ки-
слоты/липосомы связывается с отрицательно заряженной клеточной поверхностью и интернализируется 
в эндосому. Вследствие того, что внутри эндосомы кислый рН, липосомы разрываются, высвобождая 
свое содержимое в клеточную цитоплазму (Wang et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 1987, 147, 980-
985). 

Липосомы, которые являются рН-чувствительными или отрицательно-заряженными, захватывают 
нуклеиновые кислоты вместо образования комплекса с ними. Поскольку как нуклеиновая кислота, так и 
липид имеют одинаковый заряд, то происходит отталкивание вместо образования комплекса. Тем не ме-
нее, некоторая часть нуклеиновых кислот захватывается водной внутренней средой этих липосом. рН-
чувствительные липосомы использовали для доставки нуклеиновых кислот, кодирующих ген тимидин-
киназы, в монослои клеток в культуре. Экспрессию экзогенного гена выявляли в целевых клетках (Zhou 
et al., Journal of Controlled Release, 1992, 19, 269-274). 

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

Примеры других способов для введения липосом в клетки in vitro и in vivo включают патенты США 
№ 5283185; 5171678; WO 94/00569; WO 93/24640; WO 91/16024; Feigner, J. Biol. Chem. 269:2550, 1994; 
Nabel, Proc. Natl. Acad. Sci. 90:11307, 1993; Nabel, Human Gene Ther. 3:649, 1992; Gershon, Biochem. 
32:7143, 1993; и Strauss EMBO J. 11:417, 1992. 

Также исследовали неионогенные липосомные системы для определения их пригодности в доставке 
лекарственных средств в кожу, в частности системы, содержащие неионогенное поверхностно-активное 
вещество и холестерин. Неионные липосомные составы, содержащие Novasome I (глицерилдилау-
рат/холестерин/полиоксиэтилен-10-стеариловый эфир) и Novasome II (глицерилдистеа-
рат/холестерин/полиоксиэтилен-10-стеариловый эфир), использовали для доставки циклоспорина-А в 
слой дермы кожи мышей. Результаты показали, что такие неионные липосомные системы были эффек-
тивны в обеспечении депонирования циклоспорина А в различных слоях кожи (Hu et al. S.Т.P. Pharma. 
Sci., 1994, 4(6):466). 
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Липосомы также включают "пространственно стабилизированные" липосомы, термин, используе-
мый в данном документе, относится к липосомам, содержащим один или несколько специализированных 
липидов, которые при включении в липосомы приводят к увеличению времени жизни в кровотоке по 
сравнению с липосомами, у которых отсутствуют такие специальные липиды. Примерами пространст-
венно стабилизированных липосом являются липосомы, в которых часть образующей везикулу липид-
ной составляющей липосомы (А) содержит один или несколько гликолипидов, таких как моносиалоганг-
лиозид GM1, или (В) получена из одного или нескольких гидрофильных полимеров, таких как полиэти-
ленгликолевый (PEG) фрагмент. Не желая ограничиваться какой-либо конкретной теорией, в области 
техники полагают, что по меньшей мере для пространственно стабилизированных липосом, содержащих 
ганглиозиды, сфингомиелин или PEG-производные липиды, увеличенное время полужизни в кровотоке 
этих пространственно стабилизированных липосом является следствием сниженной степени поглощения 
клетками ретикулоэндотелиальной системы (RES) (Allen et al., FEBS Letters, 1987, 223, 42; Wu et al.,  
Cancer Research, 1993, 53, 3765). 

Различные липосомы, содержащие один или несколько гликолипидов, известны в уровне техники. 
Papahadjopoulos et al. (Ann. N.Y. Acad. Sci., 1987, 507, 64) описали способность моносиалоганглиозида 
GM1, сульфата галактоцереброзида и фосфатидилинозитола увеличивать время полужизни липосом в 
крови. Эти полученные данные были прокомментированы Gabizon et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 
1988, 85, 6949). В патенте США № 4837028 и WO 88/04924, оба из которых принадлежат Allen et al., рас-
крыты липосомы, содержащие (1) сфингомиелин и (2) ганглиозид GM1 или сложные эфиры сульфата га-
лактоцереброзида. В патенте США № 5543152 (Webb et al.) раскрыты липосомы, содержащие сфинго-
миелин. Липосомы, содержащие 1,2-sn- димиристоилфосфатидилхолин, раскрыты в WO 97/13499  
(Lim et al). 

В одном варианте осуществления применяют катионные липосомы. Преимущество катионных ли-
посом состоит в том, что они способны сливаться с клеточной мембраной. Некатионные липосомы, не-
смотря на то, что они не могут сливаться настолько эффективно с плазматической мембраной, поглоща-
ются макрофагами in vivo, и их можно использовать для доставки средств для RNAi к макрофагам. 

Дополнительные преимущества липосом включают следующее: липосомы, полученные из нату-
ральных фосфолипидов, являются биосовместимыми и биоразрушаемыми; липосомы могут включать 
широкий диапазон водо- и липидорастворимых лекарственных средств; липосомы могут защищать ин-
капсулированные средства для RNAi во своих внутренних отделениях от метаболизма и разрушения (Ro-
soff, в "Pharmaceutical Dosage Forms," Lieberman, Rieger and Banker (Eds.), 1988, volume 1, p. 245). Важ-
ными факторами, которые необходимо учитывать при получении липосомных составов, являются по-
верхностный заряд липида, размер везикулы и водный объем липосом. 

Положительно заряженный синтетический катионный липид, хлорид N-[1-(2,3-диолеилокси)-
пропил]-N,N,N-триметиламмония (DOTMA), можно использовать для образования малых липосом, ко-
торые самопроизвольно взаимодействуют с нуклеиновой кислотой с образованием комплексов липид-
нуклеиновая кислота, которые способны сливаться с отрицательно заряженными липидами клеточных 
мембран клеток культуры тканей, что приводит к доставке средства для RNAi (см., например,  
Feigner, P.L. et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 8:7413-7417, 1987 и патент США № 4897355 касательно 
описания DOTMA и его применения с ДНК). 

Аналог DOTMA, 1,2-бис-(олеоилокси)-3-(триметиламмоний)пропан (DOTAP), можно применять в 
комбинации с фосфолипидом с образованием везикул, образующих комплекс с ДНК. Lipofectin  
(Bethesda Research Laboratories, Гейтерсберг, Мэриленд) представляет собой эффективное средство для 
доставки сильно анионных нуклеиновых кислот в живые клетки культуры тканей, которое содержит по-
ложительно заряженные DOTMA-липосомы, которые самопроизвольно взаимодействуют с отрицательно 
заряженными полинуклеотидами с образованием комплексов. Суммарный заряд полученных комплексов 
является также положительным в тех случаях, когда используют липосомы с достаточным положитель-
ным зарядом. Положительно заряженные комплексы, полученные таким способом, самопроизвольно 
присоединяются к отрицательно заряженным клеточным поверхностям, сливаются с плазматической 
мембраной и эффективно доставляют функциональные нуклеиновые кислоты, например, в клетки куль-
туры тканей. Другой коммерчески доступный катионный липид, 1,2-бис-(олеоилокси)-3,3-
(триметиламмоний)пропан ("DOTAP") (Boehringer Mannheim, Индианаполис, Индиана), отличается от 
DOTMA тем, что олеиловые фрагменты связаны сложноэфирными, а не простыми эфирными связями. 

Другие опубликованные соединения с катионными липидами включают такие соединения, которые 
были конъюгированы с рядом фрагментов, в том числе, например, карбоксиспермин, который был 
конъюгирован с одним из двух типов липидов и включает такие соединения, как  
5-карбоксиспермилглициндиоктаолеоиламид ("DOGS") (Transfectam, Promega, Мэдисон, Висконсин) и 
дипальмитоилфосфатидилэтаноламина 5-карбоксиспермил-амид ("DPPES") (см., например, патент США 
№ 5171678). 

Другой конъюгат с катионным липидом предусматривает получение производных липида с помо-
щью холестерина (''DC-Chol''), которые были составлены в виде липосом в комбинации с DOPE (см., 
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Gao, X. and Huang, L., Biochim. Biophys. Res. Commun. 179:280, 1991). Сообщалось, что липополилизин, 
полученный путем конъюгирования полилизина с DOPE, является эффективным для трансфекции в при-
сутствии сыворотки крови (Zhou, X. et al., Biochim. Biophys. Acta, 1065:8, 1991). Сообщается, что в слу-
чае определенных клеточных линий такие липосомы, содержащие конъюгированные катионные липиды, 
проявляют более низкую токсичность и обеспечивают более эффективную трансфекцию, чем DOTMA-
содержащие композиции. Другие коммерчески доступные продукты с катионными липидами включают 
DMRIE и DMRIE-HP (Vical, Ла-Хойя, Калифорния) и Lipofectamine (DOSPA) (Life Technology, Inc., Гей-
терсберг, Мэриленд). Другие катионные липиды, подходящие для доставки олигонуклеотидов, описаны 
в WO 98/39359 и WO 96/37194. 

Липосомные составы особенно подходят для местного введения, при этом липосомы обладают не-
которыми преимуществами по сравнению с другими составами. Такие преимущества включают снижен-
ное побочное действие по отношению к высокой системной абсорбции введенного лекарственного сред-
ства, повышенное накопление введенного лекарственного средства в необходимой мишени и возмож-
ность вводить средство для RNAi в кожу. В некоторых вариантах осуществления липосомы используют 
для доставки средства для RNAi к эпидермальным клеткам и также для повышения проникновения сред-
ства для RNAi в дермальные ткани, например в кожу. Например, липосомы можно вводить местно. Была 
описана местная доставка лекарственных средств, составленных в виде липосом, в кожу (см., например, 
Weiner et al., Journal of Drug Targeting, 1992, vol. 2,405-410 и du Plessis et al., Antiviral Research, 18, 1992, 
259-265; Mannino, R.J. и Fould-Fogerite, S., Biotechniques, 6:682-690, 1988; Itani, T. et al. Gene, 56:267-276, 
1987; Nicolau, C. et al. Meth. Enz. 149:157-176, 1987; Straubinger, R.M. и Papahadjopoulos, D. Meth. Enz. 
101:512-527, 1983; Wang, C.Y. и Huang, L., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 84:7851-7855, 1987). 

Также исследовали неионогенные липосомные системы для определения их пригодности в доставке 
лекарственных средств в кожу, в частности системы, содержащие неионогенное поверхностно-активное 
вещество и холестерин. Неионные липосомные составы, содержащие Novasome I (глицерилдилау-
рат/холестерин/полиоксиэтилен-10-стеариловый эфир) и Novasome II (глицерилдистеа-
рат/холестерин/полиоксиэтилен-10-стеариловый эфир), использовали для доставки лекарственного сред-
ства в слой дермы кожи мышей. Такие составы со средством для RNAi пригодны для лечения дерматоло-
гического нарушения. 

Липосомы, которые включают iRNA, могут быть получены с высокой способностью к деформации. 
Такая деформируемость может позволить липосомам проникать через пору, которая меньше среднего 
радиуса липосомы. К примеру, типом деформируемых липосом являются трансферосомы. Трансферосо-
мы можно получать путем добавления поверхностных пограничных активаторов, обычно поверхностно-
активных веществ, к стандартной липосомной композиции. Трансферосомы, которые включают средство 
для RNAi, можно доставлять, например, подкожно путем инъекции для доставки средства для RNAi к 
кератиноцитам в коже. Для того, чтобы пройти через неповрежденную кожу млекопитающего, липидные 
везикулы должны проникнуть через ряд мелких пор, каждая с диаметром менее 50 нм, под воздействием 
подходящего трансдермального градиента. Кроме того, благодаря свойствам липидов, такие трансферо-
сомы могут быть самооптимизирующимися (приспосабливающимися к форме пор, например, в коже), 
самовосстанавливающимися, и, зачастую, могут достигать свои мишени без разделения на фрагменты, и 
часто могут быть самозагружающимися. 

Другие составы, пригодные в настоящем изобретении, описаны в предварительных заявках США с 
серийными № 61/018616, поданной 2 января 2008 г.; 61/018611, поданной 2 января 2008 г.; 61/039748, 
поданной 26 марта 2008 г.; 61/047087, поданной 22 апреля 2008 г., и 61/051528, поданной 8 мая 2008 г. В 
заявке согласно РСТ с № PCT/US2007/080331, поданной 3 октября 2007 г., также описаны составы, при-
менимые в настоящем изобретении. 

Трансферосомы представляют собой еще один тип липосом и представляют собой липидные агре-
гаты с высокой способностью к деформации, они являются перспективными кандидатами в качестве 
средств доставки лекарственных средств. Трансферосомы могут быть описаны как липидные капельки, 
которые обладают настолько высокой способностью к деформации, что они легко могут проникать через 
поры, меньшие, чем капельки. Трансферосомы являются приспосабливающимися к окружающей среде, в 
которой их используют, например, они являются самооптимизирующимися (приспосабливающимися к 
форме пор кожи), самовосстанавливающимися, зачастую достигают мишеней без разделения на фраг-
менты и часто могут быть самозагружающимися. Для получения трансферосом можно добавлять по-
верхностные пограничные активаторы, обычно поверхностно-активные вещества, к стандартной липо-
сомной композиции. Трансферосомы использовали для доставки сывороточного альбумина в кожу. Как 
было показано, опосредованная трансферосомами доставка сывороточного альбумина была такой же 
эффективной, как подкожная инъекция раствора, содержащего сывороточный альбумин. 

Поверхностно-активные вещества находят широкое применение в составах, таких как эмульсии (в 
том числе микроэмульсии) и липосомы. Наиболее распространенным способом классифицирования и 
ранжирования свойств многих различных типов поверхностно-активных веществ, как естественных, так 
и синтетических, является применение гидрофильно-липофильного баланса (HLB). Природа гидрофиль-
ной группы (также известной как "головка") предоставляет наиболее эффективное средство для распре-



037115 

- 40 - 

деления по категориям различных поверхностно-активных веществ, применяемых в составах (Rieger, в 
Pharmaceutical Dosage Forms, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., 1988, p. 285). 

Если молекула поверхностно-активного вещества не ионизирована, то ее классифицируют как не-
ионогенное поверхностно-активное вещество. Неионные поверхностно-активные вещества находят ши-
рокое применение в фармацевтических и косметических продуктах, и они применимы при широком диа-
пазоне значений рН. Обычно их значения HLB находятся в диапазоне от 2 до приблизительно 18, в зави-
симости от их структуры. Неионогенные поверхностно-активные вещества включают неионогенные 
сложные эфиры, такие как сложные эфиры этиленгликоля, сложные эфиры пропиленгликоля, сложные 
глицериловые эфиры, сложные полиглицериловые эфиры, сложные эфиры сорбитана, сложные эфиры 
сахарозы и этоксилированные сложные эфиры. Неионогенные алканоамиды и простые эфиры, как, на-
пример, этоксилаты жирных спиртов, пропоксилированные спирты и этоксилирован-
ные/пропоксилированные блок-сополимеры, также включены в данный класс. Полиоксиэтиленовые по-
верхностно-активные вещества являются наиболее распространенными представителями класса неионо-
генных поверхностно-активных веществ. 

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

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

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

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

iRNA для применения в способах согласно настоящему изобретению может также предусматри-
ваться в виде мицеллярных составов. "Мицеллы" в данном документе определены как конкретный тип 
молекулярного ансамбля, в котором амфипатические молекулы расположены в виде сферической струк-
туры, так что все гидрофобные части молекул направлены вовнутрь, оставляя гидрофильные части в 
контакте с окружающей водной фазой. Противоположное расположение имеет место, если окружающая 
среда гидрофобная. 

Смешанный мицеллярный состав, подходящий для доставки через трансдермальные мембраны, 
может быть получен путем смешивания водного раствора композиции с siRNA, С8-С22-алкилсульфата 
щелочного металла и мицеллообразующих соединений. Иллюстративные мицеллообразующие соедине-
ния включают лецитин, гиалуроновую кислоту, фармацевтически приемлемые соли гиалуроновой кисло-
ты, гликолевую кислоту, молочную кислоту, вытяжку из ромашки, вытяжку из огурца, олеиновую ки-
слоту, линолевую кислоту, линоленовую кислоту, моноолеин, моноолеаты, монолаураты, масло бурач-
ника, масло первоцвета вечернего, ментол, тригидроксиоксохоланил-глицин и его фармацевтически при-
емлемые соли, глицерин, полиглицерин, лизин, полилизин, триолеин, простые эфиры полиоксиэтилена и 
их аналоги, простые полидоканол-алкиловые эфиры и их аналоги, хенодезоксихолат, дезоксихолат и их 
смеси. Мицеллообразующие соединения можно добавлять одновременно или после добавления алкил-
сульфата щелочного металла. Смешанные мицеллы будут формироваться практически при любом типе 
смешивания ингредиентов, но для получения мицелл с меньшим размером требуется интенсивное пере-
мешивание. 

В одном способе получают первую мицеллярную композицию, которая содержит композицию с 
siRNA и по меньшей мере алкилсульфат щелочного металла. Первую мицеллярную композицию затем 
смешивают по меньшей мере с тремя мицеллообразующими соединениями с образованием смешанной 
мицеллярной композиции. В другом способе мицеллярную композицию получают путем смешивания 
композиции с siRNA, алкилсульфата щелочного металла и по меньшей мере одного из мицеллообра-
зующих соединений с последующим добавлением оставшихся мицеллообразующих соединений при ин-
тенсивном перемешивании. 

Фенол и/или м-крезол можно добавлять к смешанной мицеллярной композиции для стабилизации 
состава и защиты от роста бактерий. В качестве альтернативы фенол и/или м-крезол можно добавлять с 
мицеллообразующими ингредиентами. 
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Изотоническое средство, такое как глицерин, также можно добавлять после образования смешан-
ной мицеллярной композиции. 

Для доставки мицеллярного состава в виде распыляемого 
раствора состав можно поместить в аэрозольный распылитель и распылитель зарядить газом-

вытеснителем. Газ-вытеснитель, который пребывает под давлением, находится в жидкой форме в распы-
лителе. Соотношения ингредиентов корректируют так, что водная фаза и фаза газа-вытеснителя стано-
вятся единым целым, т.е. присутствует одна фаза. Если присутствуют две фазы, то необходимо встрях-
нуть распылитель перед распылением порции содержимого, например, через дозирующий клапан. Рас-
пыляемая доза фармацевтического средства вытесняется из дозирующего клапана в виде мелкодисперс-
ного распыляемого раствора. 

Газы-вытеснители могут включать водородсодержащие хлорфторуглероды, водородсодержащие 
фторуглероды, простой диметиловый эфир и простой диэтиловый эфир. В определенных вариантах осу-
ществления можно применять HFA 134а (1,1,1,2-тетрафторэтан). 

Конкретные концентрации основных ингредиентов могут быть определены при помощи проведе-
ния относительно простых экспериментов. Для абсорбции через ротовую полость часто требуется увели-
чить, например по меньшей мере удвоить или утроить, дозу, предназначенную для инъекции или введе-
ния через желудочно-кишечный тракт. 

Липидные частицы. 
iRNA, например dsRNA, согласно настоящему изобретению могут быть полностью инкапсулирова-

ны в липидном составе, например LNP или другой частице нуклеиновая кислота-липид. 
Используемый в данном документе термин "LNP" относится к стабильной частице нуклеиновой ки-

слоты-липида. LNP содержат катионный липид, некатионный липид и липид, который предупреждает 
агрегацию частиц (например, конъюгат PEG-липид). LNP весьма пригодны для системных применений, 
поскольку они характеризуются длительным временем жизни в кровотоке после внутривенной (i.v.) инъ-
екции и накапливаются в дистальных участках (например, участках, физически отделенных от места 
введения). LNP включают "pSPLP", которая включает инкапсулированный комплекс конденсирующее 
средство-нуклеиновая кислота, который изложен в РСТ публикации № WO 00/03683. Частицы согласно 
настоящему изобретению обычно имеют средний диаметр от приблизительно 50 до приблизительно  
150 нм, чаще от приблизительно 60 до приблизительно 130 нм, чаще от приблизительно 70 до приблизи-
тельно 110 нм, наиболее часто от приблизительно 70 до приблизительно 90 нм, и они являются практи-
чески нетоксичными. Кроме того, нуклеиновые кислоты, когда присутствуют в частицах нуклеиновой 
кислоты-липида согласно настоящему изобретению, тогда устойчивы в водном растворе к разрушению 
нуклеазой. Частицы нуклеиновая кислота-липид и способ их получения раскрыты, например, в патентах 
США №№ 5976567; 5981501; 6534484; 6586410; 6815432; публикации США № 2010/0324120 и публика-
ции согласно РСТ № WO 96/40964. 

В одном варианте осуществления соотношение липида и лекарственного средства (соотношение 
вес/вес) (например, соотношение липида и dsRNA) будет находится в диапазоне от приблизительно 1:1 
до приблизительно 50:1, от приблизительно 1:1 до приблизительно 25:1, от приблизительно 3:1  
до приблизительно 15:1, от приблизительно 4:1 до приблизительно 10:1, от приблизительно 5:1  
до приблизительно 9:1 или от приблизительно 6:1 до приблизительно 9:1. Диапазоны, промежуточные по 
отношению к перечисленным выше диапазонам, также рассматриваются как часть настоящего изобрете-
ния. 

Катионный липид может представлять собой, например: 
хлорид N,N-диолеил-N,N-диметиламмония (DODAC), 
бромид N,N-дистеарил-N,N-диметиламмония (DDAB), 
хлорид N-(I-(2,3-диолеоилокси)пропил)-N,N,N-триметиламмония (DOTAP), 
хлорид N-(I-(2,3-диолеилокси)пропил)-N,N,N-триметиламмония (DOTMA), 
N,N-диметил-2,3-диолеилокси)пропиламин (DODMA), 
1,2-дилинолеилокси-N,N-диметиламинопропан (DLinDMA), 
1,2-дилиноленилокси-N,N-диметиламинопропан (DLenDMA), 
1,2-дилинолеилкарбамоилокси-3-диметиламинопропан (DLin-C-DAP), 
1,2-дилинолеилокси-3-(диметиламино)ацетоксипропан (DLin-DAC), 
1,2-дилинолеилокси-3-морфолинопропан (DLin-MA), 
1,2-дилинолеоил-3-диметиламинопропан(DLinDAP), 
1,2-дилинолеилтио-3-диметиламинопропан (DLin-S-DMA), 
1-линолеоил-2-линолеилокси-3-диметиламинопропан (DLin-2-DMAP), 
хлористую соль 1,2-дилинолеилокси-3-триметиламинопропана (DLin-TMA⋅Cl), 
хлористую соль 1,2-дилинолеоил-3-триметиламинопропана (DLin-TAP⋅Cl), 
1,2-дилинолеилокси-3-(N-метилпиперазино)пропан (DLin-MPZ) или 
3-(N,N-дилинолеиламино)-1,2-пропандиол (DLinAP), 
3-(N,N-диолеиламино)-1,2-пропандиол (DOAP), 
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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 (МС3), 
1,1'-(2-(4-(2-((2-(бис-(2-гидроксидодецил)амино)этил)(2-гидроксидодецил)амино)этил)пиперазин-1-

ил)этилазандиил)дидодекан-2-ол (Tech G1) 
или их смесь. 
Катионный липид может содержать от приблизительно 20 до приблизительно 50 мол.% или при-

близительно 40 мол.% от общего содержания липидов, присутствующих в частице. 
В другом варианте осуществления можно использовать соединение 2,2-дилинолеил-4-

диметиламиноэтил-[1,3]-диоксолан для получения наночастиц на основе липида-siRNA. Синтез  
2,2-дилинолеил-4-диметиламиноэтил-[1,3]-диоксолана описан в международной заявке  
№ PCT/US2009/061897, опубликованной как WO 2010/048536, которая включена в данный документ при 
помощи ссылки. 

В одном варианте осуществления частица на основе липида-siRNA включает 40% 2,2-дилинолеил-
4-диметиламиноэтил-[1,3]-диоксолана: 10% DSPC: 40% холестерина: 10% PEG-C-DOMG (мольный про-
цент) с размером частиц, составляющим 63,0±20 нм, и соотношением siRNA/липид, составляющим 
0,027. 

Ионизируемый/некатионный липид может представлять собой анионный липид или нейтральный 
липид, в том числе без ограничения дистеароилфосфатидилхолин (DSPC), диолеоилфосфатидилхолин 
(DOPC), дипальмитоилфосфатидилхолин (DPPC), диолеоилфосфатидилглицерин (DOPG), дипальмито-
илфосфатидилглицерин (DPPG), диолеоилфосфатидилэтаноламин (DOPE), пальмитоилолеоилфосфати-
дилхолин (РОРС), пальмитоилолеоилфосфатидилэтаноламин (POPE), диолеоилфосфатидилэтаноламин-
4-(N-малеимидометил)циклогексан-1-карбоксилат (DOPE-mal), дипальмитоилфосфатидилэтаноламин 
(DPPE), димиристоилфосфоэтаноламин (DMPE), дистеароилфосфатидилэтаноламин (DSPE),  
16-O-монометил-РЕ, 16-O-диметил-РЕ, 18-1-транс-РЕ, 1-стеароил-2-олеоил-фосфатидилэтаноламин 
(SOPE), холестерин или их смесь. Некатионный липид может составлять от приблизительно 5 до прибли-
зительно 90, приблизительно 10 или приблизительно 58 мол.%, если холестерин включен, от общего со-
держания липидов, присутствующих в частице. 

Конъюгированный липид, который препятствует агрегации частиц, может представлять собой, на-
пример, конъюгат полиэтиленгликоль (PEG)-липид, в том числе без ограничения PEG-диацилглицерин 
(DAG), PEG-диалкилоксипропил (DAA), PEG-фосфолипид, PEG-церамид (Cer) или их смесь. Конъюгат 
PEG-DAA может представлять собой, например, PEG-дилаурилоксипропил (Ci2), PEG-димиристоил-
оксипропил (Ci4), PEG-дипальмитилоксипропил (Ci6) или PEG-дистеарилоксипропил (Ci8). Конъюгиро-
ванный липид, который предупреждает агрегацию частиц, может составлять от 0 до приблизительно 20 
или приблизительно 2 мол.% от общего содержания липидов, присутствующих в частице. 

В некоторых вариантах осуществления частица на основе нуклеиновой кислоты-липида дополни-
тельно включает холестерин в количестве, например, от приблизительно 10 до приблизительно 60 или 
приблизительно 48 мол.% от общего содержания липидов, присутствующих в частице. 

В одном варианте осуществления липидоид ND98-4HCl (MW 1487) (см. заявку на выдачу патента 
США № 12/056230, поданную 26 марта 2008 г., которая включена в данный документ при помощи ссыл-
ки), холестерин (Sigma-Aldrich) и PEG-церамид С16 (Avanti Polar Lipids) можно использовать для полу-
чения наночастиц на основе липида-dsRNA (т.е. частиц LNP01). Маточные растворы каждого в этаноле 
могут быть получены следующим образом: ND98, 133 мг/мл; холестерин, 25 мг/мл, PEG-церамид С16, 
100 мг/мл. Маточные растворы ND98, холестерина и PEG-церамида С16 можно затем объединять, на-
пример, в молярном соотношении 42:48:10. Объединенный липидный раствор можно смешивать с вод-
ным раствором dsRNA (например, в ацетате натрия, рН 5) так, чтобы конечная концентрация этанола 
составляла приблизительно 35-45%, а конечная концентрация ацетата натрия составляла приблизительно 
100-300 мМ. Наночастицы на основе липида-dsRNA обычно образуются самопроизвольно при смешива-
нии. В зависимости от необходимого распределения частиц по размеру, полученную смесь наночастиц 
можно продавливать через поликарбонатную мембрану (например, с отсечением по размеру в 100 нм) с 
использованием, например, экструдера с термоцилиндром, как, например, Lipex Extruder (Northern 
Lipids, Inc). В некоторых случаях стадию экструзии можно пропустить. Удаление этанола и одновремен-
ная замена буфера могут быть осуществлены, например, при помощи диализа или тангенциальной по-
точной фильтрации. Буфер можно заменить, например, забуференным фосфатом солевым раствором 
(PBS) с рН, составляющим приблизительно 7, например рН, составляющим приблизительно 6,9, рН, со-
ставляющим приблизительно 7,0, рН, составляющим приблизительно 7,1, рН, составляющим приблизи-
тельно 7,2, рН, составляющим приблизительно 7,3, или рН, составляющим приблизительно 7,4. Составы 
LNP01 описаны, например, в публикации международной заявки № WO 2008/042973, которая настоя-
щим включена при помощи ссылки. 
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Дополнительные иллюстративные составы на основе липида-dsRNA описаны в табл. А. 
Таблица А 

Иллюстративные составы на основе липида-dsRNA 
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Сокращения в табл. А включают следующее: DSPC: дистеароилфосфатидилхолин; DPPC: дипаль-

митоилфосфатидилхолин; PEG-DMG: PEG-дидимиристоилглицерин (C14-PEG или PEG-C14) (PEG со 
средней молекулярной массой 2000); PEG-DSG: PEG-дистирилглицерин (C18-PEG или PEG-C18) (PEG 
со средней молекулярной массой 2000); PEG-cDMA: PEG-карбамоил-1,2-димиристоилоксипропиламин 
(PEG со средней молекулярной массой 2000). 

Составы, содержащие DLinDMA (1,2-дилиноленилокси-N,N-диметиламинопропан) описаны в меж-
дународной публикации № WO2009/127060, поданной 15 апреля 2009 г., которая настоящим включена 
при помощи ссылки. 

Составы, содержащие ХТС, описаны, например, в предварительной заявке США с серийным  
№ 61/148366, поданной 29 января 2009 г.; предварительной заявке США с серийным № 61/156851, по-
данной 2 марта 2009 г.; предварительной заявке США с серийным №, поданной 10 июня 2009 г.; предва-
рительной заявке США с серийным № 61/228373, поданной 24 июля 2009 г.; предварительной заявке 
США с серийным № 61/239686, поданной 3 сентября 2009 г., и международной заявке  
№ PCT/US2010/022614, поданной 29 января 2010 г., которые настоящим включены при помощи ссылки. 

Составы, содержащие МС3, описаны, например, в публикации США № 2010/0324120, поданной  
10 июня 2010 г., полное содержание которой настоящим включено при помощи ссылки. 

Составы, содержащие ALNY-100, описаны, например, в международной заявке на выдачу патента с 
номером PCT/US09/63933, поданной 10 ноября 2009 г., которая настоящим включена при помощи  
ссылки. 

Составы, содержащие С12-200, описаны в предварительной заявке США с серийным № 61/175770, 
поданной 5 мая 2009 г., и международной заявке № PCT/US10/33777, поданной 5 мая 2010 г., которые 
настоящим включены при помощи ссылки. 

Дополнительные составы. 
(i) Эмульсии. 
Композиции согласно настоящему изобретению могут быть получены и составлены в виде эмуль-

сий. Эмульсии, как правило, являются гетерогенными системами одной жидкости, диспергированной в 
другой в форме капелек, диаметр которых обычно превышает 0,1 мкм (см., например, Ansel's  
Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery Systems, Allen, LV., Popovich NG., и Ansel HC., 2004,  
Lippincott Williams & Wilkins (8th ed.), New York, NY; Idson, в Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, 
Rieger и Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., volume 1, p. 199; Rosoff, в Pharmaceutical 
Dosage Forms, Lieberman, Rieger и Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., Volume 1,  
p. 245; Block in Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger и Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., 
New York, N.Y., volume 2, p. 335; Higuchi et al., в Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing 
Co., Easton, Pa., 1985, p. 301). Эмульсии часто представляют собой двухфазные системы, содержащие две 
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несмешиваемые жидкие фазы, тщательно перемешанные и диспрегированные одна в другой. Как прави-
ло, эмульсии могут быть эмульсиями по типу либо "вода в масле" (w/o), либо "масло в воде" (o/w). В тех 
случаях, когда водная фаза является мелкораспыленной в общем объеме масляной фазы и диспергиро-
ванной в виде мельчайших капелек в нем, тогда полученную композицию называют эмульсией по типу 
"вода в масле" (w/o). В качестве альтернативы, в тех случаях, когда масляная фаза является мелкораспы-
ленной в общем объеме водной фазы и диспергированной в виде мельчайших капелек в нем, тогда полу-
ченную композицию называют эмульсией по типу "масло в воде" (o/w). Эмульсии могут содержать до-
полнительные компоненты вдобавок к диспергированным фазам и активное лекарственное средство, 
которое может присутствовать в виде раствора либо в водной фазе, масляной фазе либо как таковое в 
качестве отдельной фазы. Фармацевтические наполнители, такие как эмульгаторы, стабилизаторы, кра-
сители и антиоксиданты, могут присутствовать в эмульсиях при необходимости. Фармацевтические 
эмульсии также могут представлять собой множественные эмульсии, которые состоят более чем  
из двух фаз, такие как, например, в случае эмульсий по типу "масло в воде в масле" (o/w/o) и "вода в 
масле в воде" (w/o/w). Такие сложные составы часто обеспечивают определенные преимущества, кото-
рые не обеспечивают простые двухкомпонентные эмульсии. Множественные эмульсии, в которых от-
дельные масляные капельки эмульсии по типу o/w включают маленькие водные капельки, составляют 
эмульсию по типу w/o/w. Аналогично этому система масляных капелек, заключенная в каплях воды, ста-
билизированных в масляной диспергирующей фазе, обеспечивает эмульсию по типу o/w/o. 

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

Синтетические поверхностно-активные вещества, также известные как сурфактанты, нашли широ-
кое применение в составе эмульсий, и их рассматривали в литературе (см., например, Ansel's  
Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery Systems, Allen, LV., Popovich NG., и Ansel HC., 2004,  
Lippincott Williams & Wilkins (8th ed.), New York, NY; Rieger, в Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, 
Rieger и Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., volume 1, p. 285; Idson, в Pharmaceutical 
Dosage Forms, Lieberman, Rieger и Banker (Eds.), Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., 1988, volume 1,  
p. 199). Поверхностно-активные вещества обычно являются амфифильными и содержат гидрофильную и 
гидрофобную части. Соотношение гидрофильной и гидрофобной природы поверхностно-активного ве-
щества называют гидрофильно-липофильным балансом (HLB), и оно является ценным инструментом в 
распределении на категории и выборе поверхностно-активных веществ при получении составов. По-
верхностно-активные вещества можно разделить на различные классы, исходя из природы гидрофильной 
группы: неионная, анионная, катионная и амфотерная (см., например, Ansel's Pharmaceutical Dosage 
Forms and Drug Delivery Systems, Allen, L.V., Popovich N.G., и Ansel H.C., 2004, Lippincott Williams & 
Wilkins (8th ed.), New York, NY Rieger, в Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger и Banker (Eds.), 
1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., volume 1, p. 285). 

Встречающиеся в природе эмульгаторы, используемые в составах эмульсий, включают ланолин, 
пчелиный воск, фосфатиды, лецитин и гуммиарабик. Абсорбционные основы, такие как безводный лано-
лин и гидрофильный вазелин, обладают гидрофильными свойствами, так что они могут впитывать воду с 
образованием эмульсий по типу w/o, при этом сохраняя свою полутвердую консистенцию. Мелкоиз-
мельченные твердые вещества также использовали в качестве подходящих эмульгаторов, в особенности 
в комбинации с поверхностно-активными веществами и в вязких препаратах. Они включают полярные 
неорганические твердые вещества, такие как гидроксиды тяжелых металлов, неразбухающие глины, та-
кие как бентонит, аттапульгит, гекторит, каолин, монтмориллонит, коллоидный силикат алюминия и 
коллоидный алюмосиликат магния, пигменты и неполярные твердые вещества, такие как углерод или 
глицерила тристеарат. 

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

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

Поскольку эмульсии часто содержат некоторое количество ингредиентов, таких как углеводы, бел-
ки, стеролы и фосфатиды, которые могут легко поддерживать рост микробов, то такие составы часто 
включают консерванты. Широко используемые консерванты, включенные в составы эмульсий, включа-
ют метилпарабен, пропилпарабен, четвертичные соли аммония, бензалкония хлорид, сложные эфиры п-
гидроксибензойной кислоты и борную кислоту. Антиоксиданты также обычно добавляют к составам 
эмульсий для предупреждения ухудшения качества состава. Используемые антиоксиданты могут быть 
ловушками свободных радикалов, как, например, токоферолы, алкил галлаты, бутилированный гидро-
ксианизол, бутилированный гидрокситолуол, илит восстановителями, такими как аскорбиновая кислота 
и метабисульфит натрия, и синергистами антиоксидантов, такими как лимонная кислота, винная кислота 
и лецитин. 

Применение составов эмульсий посредством дерматологического, перорального и парентерального 
путей и способы их получения были рассмотрены в литературе (см., например, Ansel's Pharmaceutical 
Dosage Forms and Drug Delivery Systems, Allen, L.V., Popovich N.G., и Ansel H.C., 2004, Lippincott  
Williams & Wilkins (8th ed.), New York, NY; Idson, в Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger и 
Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., volume 1, p. 199). Составы эмульсий для перо-
ральной доставки очень широко применяют из-за удобства составления, а также с точки зрения эффек-
тивности при абсорбции и биодоступности (см., например, Ansel's Pharmaceutical Dosage Forms and Drug 
Delivery Systems, Allen, L.V., Popovich N.G., и Ansel H.C., 2004, Lippincott Williams & Wilkins (8th ed.), 
New York, NY; Rosoff, в Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger и Banker (Eds.), 1988, Marcel 
Dekker, Inc., New York, N.Y., volume 1, p. 245; Idson, в Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger и 
Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., volume 1, p. 199). Слабительные средства на ос-
нове минеральных масел, жирорастворимые витамины и питательные препараты с высоким содержанием 
жира находятся в числе материалов, которые обычно вводят перорально в виде эмульсий по типу o/w. 

(ii) Микроэмульсии. 
В одном варианте осуществления настоящего изобретения композиции iRNA и нуклеиновых кислот 

составлены в виде микроэмульсий. Микроэмульсия может быть определена как система воды, масла и 
амфифильного вещества, которая является отдельным оптически изотропным и термодинамически ста-
бильным жидким раствором (см., например, Ansel's Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery  
Systems, Allen, L.V., Popovich N.G., и Ansel H.C., 2004, Lippincott Williams & Wilkins (8th ed.), New York, 
NY; Rosoff, в Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger и Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., 
New York, N.Y., volume 1, p. 245). Обычно микроэмульсии представляют собой системы, которые полу-
чают путем сперва диспергирования масла в водном растворе поверхностно-активного вещества, а затем 
добавления достаточного количества четвертого компонента, как правило, спирта со средней длиной 
цепи, с получением прозрачной системы. Таким образом, микроэмульсии также были описаны как тер-
модинамически стабильные, изотропически чистые дисперсии двух несмешиваемых жидкостей, которые 
стабилизируются межфазными пленками поверхностно-активных молекул (Leung и Shah, в Controlled 
Release of Drugs: Polymers and Aggregate Systems, Rosoff, M., Ed., 1989, VCH Publishers, New York, pages 
185-215). Микроэмульсии обычно получают путем объединения от трех до пяти компонентов, которые 
включают масло, воду, поверхностно-активное вещество, вторичное поверхностно-активное вещество и 
электролит. Является ли микроэмульсия микроэмульсией по типу "вода в масле" (w/o) или "масло в во-
де" (o/w), зависит от свойств используемых масла и поверхностно-активного вещества и от структуры и 
геометрической упаковки полярных головок и углеводородных хвостов молекул поверхностно-
активного вещества (Schott, в Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co., Easton, Pa., 1985, 
p. 271). 

Активно изучается феноменологический подход с использованием фазовых диаграмм, и с его по-
мощью специалистами в данной области были получены обширные данные о том, как составлять микро-
эмульсии (см., например, Ansel's Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery Systems, Allen, L.V.,  
Popovich N.G., и Ansel H.C., 2004, Lippincott Williams & Wilkins (8th ed.), New York, NY; Rosoff, в  
Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger и Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., 
volume 1, p. 245; Block, в Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger и Banker (Eds.), 1988, Marcel 
Dekker, Inc., New York, N.Y., volume 1, p. 335). По сравнению с традиционными эмульсиями микро-
эмульсии имеют преимущество солюбилизации водонерастворимых лекарственных средств в составе 
термодинамически стабильных капелек, которые образуются самопроизвольно. 

Поверхностно-активные вещества, используемые в получении микроэмульсий, включают без огра-
ничения ионные поверхностно-активные вещества, неионные поверхностно-активные вещества, Brij 96, 
полиокиэтиленолеиловые эфиры, сложные эфиры жирных кислот и полиглицерина, тетраглицерина мо-
нолаурат (ML310), тетраглицерина моноолеат (МО310), гексаглицерина моноолеат (РО310), гексаглице-
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рина пентаолеат (РО500), декаглицерина монокапрат (МСА750), декаглицерина моноолеат (МО750), де-
каглицерина секвиолеат (SO750), декаглицерина декаолеат (DAO750) отдельно или в комбинации с вто-
ричными поверхностно-активными веществами. Вторичное поверхностно-активное вещество, обычно 
являющееся спиртом с короткой цепью, таким как этанол, 1-пропанол и 1-бутанол, служит для увеличе-
ния межфазной текучести путем проникновения в пленку из поверхностно-активного вещества и соот-
ветственно создания неупорядоченной пленки из-за пустого пространства, образующегося среди молекул 
поверхностно-активного вещества. Однако микроэмульсии могут быть получены без использования вто-
ричных поверхностно-активных веществ, и в области техники известны самоэмульгирующиеся системы 
микроэмульсий без спирта. Водной фазой, как правило, без ограничения может быть вода, водный рас-
твор лекарственного средства, глицерин, PEG300, PEG400, полиглицерины, пропиленгликоли и произ-
водные этиленгликоля. Масляная фаза может предусматривать без ограничения материалы, такие как 
Captex 300, Captex 355, Capmul MCM, сложные эфиры жирных кислот, среднецепочечные (C8-C12) моно-, 
ди- и триглицериды, полиоксиэтилированные сложные эфиры жирных кислот и глицерила, жирные 
спирты, полигликолизированные глицериды, насыщенные полигликолизированные С8-С10-глицериды, 
растительные масла и силиконовое масло. 

Микроэмульсии представляют особый интерес с точки зрения растворимости лекарственного сред-
ства и повышенной абсорбции лекарственных средств. Липидные микроэмульсии (по типу как o/w, так и 
w/o) были предложены для увеличения пероральной биодоступности лекарственных средств, включая 
пептиды (см., например, патенты США № 6191105; 7063860; 7070802; 7157099; Constantinides et al., 
Pharmaceutical Research, 1994, 11, 1385-1390; Ritschel, Meth. Find. Exp. Clin. Pharmacol., 1993, 13, 205). 
Микроэмульсии обеспечивают преимущества в виде улучшенной растворимости лекарственного средст-
ва, защиты лекарственного средства от ферментативного гидролиза, возможного увеличения абсорбции 
лекарственного средства за счет индуцированных поверхностно-активным веществом изменений текуче-
сти мембран и проницаемости, удобства получения, удобства перорального введения по сравнению с 
твердой лекарственной формой, улучшенной клинической действенности и пониженной токсичности 
(см., например, патенты США № 6191105; 7063860; 7070802; 7157099; Constantinides et al.,  
Pharmaceutical Research, 1994, 11, 1385; Ho et al., J. Pharm. Sci., 1996, 85, 138-143). Часто микроэмульсии 
могут образовываться самопроизвольно, когда их компоненты объединяют при температуре окружаю-
щей среды. Это может быть в особенности преимущественным, когда составляют термолабильные ле-
карственные средства, пептиды или iRNA. Микроэмульсии также были эффективными при трансдер-
мальной доставке активных компонентов как при косметических, так и при фармацевтических примене-
ниях. Предполагается, что композиции и составы микроэмульсий согласно настоящему изобретению 
будут способствовать повышенной системной абсорбции iRNA и нуклеиновых кислот из желудочно-
кишечного тракта, а также улучшать локальное клеточное поглощение iRNA и нуклеиновых кислот. 

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

(iii) Микрочастицы. 
Средство для RNAi согласно настоящему изобретению может быть включено в частицу, например 

микрочастицу. Микрочастицы можно получать при помощи сушки распылением, но также можно полу-
чать другими способами, в том числе лиофилизацией, выпариванием, сушкой в псевдоожиженном слое, 
сушкой в вакууме или при помощи комбинации этих методик. 

(iv). Вещества, способствующие проникновению. 
В одном варианте осуществления в настоящем изобретении применяют разнообразные вещества, 

способствующие проникновению, для воздействия на эффективную доставку нуклеиновых кислот, в ча-
стности iRNA, в кожу животных. Большинство лекарственных средств присутствуют в растворе как в 
ионизированной, так и в неионизированной форме. Однако, как правило, только жирорастворимые или 
липофильные лекарственные средства легко проходят через клеточные мембраны. Было установлено, 
что даже нелипофильные лекарственные средства могут проходить через клеточные мембраны, если 
мембрана, через которую необходимо пройти, обработана веществом, способствующим проникновению. 
Вдобавок к способствованию диффузии нелипофильных лекарственных средств через клеточные мем-
браны вещества, способствующие проникновению, также повышают проницаемость для липофильных 
лекарственных средств. 

Вещества, способствующие проникновению, могут быть классифицированы, как принадлежащие к 
одной из пяти основных категорий, т.е. поверхностно-активным веществам, жирным кислотам, солям 
желчных кислот, хелатирующим средствам и нехелатирующим веществам, отличным от поверхностно-
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активных веществ (см., например, Malmsten, M. Surfactants and polymers in drug delivery, Informa Health 
Care, New York, NY, 2002; Lee et al., Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1991, p. 92). Ка-
ждый из вышеуказанных классов веществ, способствующих проникновению, описан ниже более под-
робно. 

Поверхностно-активные вещества (или "сурфактанты") являются химическими структурными еди-
ницами, которые при растворении в водном растворе снижают поверхностное натяжение раствора или 
межфазное натяжение между водным раствором и другой жидкостью, в результате чего повышается аб-
сорбция iRNA через слизистую. Помимо солей желчных кислот и жирных кислот, эти вещества, способ-
ствующие проникновению, включают, например, лаурилсульфат натрия, полиоксиэтилен-9-лауриловый 
эфир и полиоксиэтилен-20-цетиловый эфир (см., например, Malmsten, M. Surfactants and polymers in drug 
delivery, Informa Health Care, New York, NY, 2002; Lee et al., Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier 
Systems, 1991, p.92) и перфорированные эмульсии, такие как FC-43. Takahashi et al., J. Pharm. Pharmacol., 
1988, 40, 252). 

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

Физиологическая роль желчи включает содействие в распределении и абсорбции липидов и жиро-
растворимых витаминов (см., например, Malmsten, M. Surfactants and polymers in drug delivery, Informa 
Health Care, New York, NY, 2002; Brunton, Chapter 38 в Goodman & Gilman's The Pharmacological Basis of 
Therapeutics, 9th Ed., Hardman et al. Eds., McGraw-Hill, New York, 1996, p. 934-935). Разные природные 
соли желчных кислот и их синтетические производные действуют как вещества, способствующие про-
никновению. Таким образом, термин "соли желчных кислот" включает любые встречающиеся в природе 
компоненты желчи, а также любые из их синтетических производных. Подходящие соли желчных кислот 
включают, например, холевую кислоту (или ее фармацевтически приемлемую натриевую соль, холат 
натрия), дегидрохолевую кислоту (дегидрохолат натрия), дезоксихолевую кислоту (дезоксихолат на-
трия), глюкохолевую кислоту (глюкохолат натрия), гликохолевую кислоту (гликохолат натрия), гликоде-
зоксихолевую кислоту (гликодезоксихолат натрия), таурохолевую кислоту (таурохолат натрия), тауроде-
зоксихолевую кислоту (тауродезоксихолат натрия), хенодезоксихолевую кислоту (хенодезоксихолат на-
трия), урсодезоксихолевую кислоту (UDCA), тауро-24,25-дигидрофузидат натрия (STDHF), гликодигид-
рофузидат натрия и полиоксиэтилен-9-лауриловый эфир (РОЕ) (см., например, Malmsten, M.  
Surfactants and polymers in drug delivery, Informa Health Care, New York, NY, 2002; Lee et al., Critical  
Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1991, page 92; Swinyard, Chapter 39 в: Remington's  
Pharmaceutical Sciences, 18th Ed., Gennaro, ed., Mack Publishing Co., Easton, Pa., 1990, pages 782-783;  
Muranishi, Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1990, 7, 1-33; Yamamoto et al., J. Pharm. 
Exp. Ther., 1992, 263, 25; Yamashita et al., J. Pharm. Sci., 1990, 79, 579-583). 

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

Используемые в данном документе нехелатирующие соединения, отличные от поверхностно-
активных веществ, способствующие проникновению, могут быть определены как соединения, которые 
проявляют небольшую активность в качестве хелатирующих средств или в качестве поверхностно-
активных веществ, но которые тем не менее повышают абсорбцию iRNA через слизистую пищевари-
тельного тракта (см., например, Muranishi, Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1990, 7,  
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1-33). Этот класс веществ, способствующих проникновению, включает, например, ненасыщенные цик-
ломочевины, производные 1-алкил- и 1-алкенилазацикло-алканона (Lee et al., Critical Reviews in  
Therapeutic Drug Carrier Systems, 1991, page 92) и нестероидные противовоспалительные средства, такие 
как диклофенак натрия, индометацин и фенилбутазон (Yamashita et al., J. Pharm. Pharmacol., 1987, 39, 
621-626). 

Средства, которые повышают поглощение iRNA на клеточном уровне, также можно добавлять к 
фармацевтическим и другим композициям согласно настоящему изобретению. Например, катионные 
липиды, такие как липофектин (Junichi et al, патент США № 5705188), катионные производные глицери-
на и поликатионные молекулы, такие как полилизин (Lollo et al., заявка согласна РСТ WO 97/30731), 
также, как известно, повышают степень клеточного захвата dsRNA. Примеры коммерчески доступных 
реагентов для трансфекции включают среди прочего, например, Lipofectamine (Invitrogen; Карлсбад, 
Калифорния), Lipofectamine 2000 (Invitrogen; Карлсбад, Калифорния), 293fectin (Invitrogen; Карлсбад, 
Калифорния), Cellfectin (Invitrogen; Карлсбад, Калифорния), DMRIE-C (Invitrogen; Карлсбад, Кали-
форния), Freestyle MAX (Invitrogen; Карлсбад, Калифорния), Lipofectamine 2000 CD (Invitrogen; Кар-
лсбад, Калифорния), Lipofectamine (Invitrogen; Карлсбад, Калифорния), RNAiMAX (Invitrogen; Карлс-
бад, Калифорния), Oligofectamine (Invitrogen; Карлсбад, Калифорния), Optifect (Invitrogen; Карлсбад, 
Калифорния), реагент для трансфекции X-tremeGENE Q2 (Roche; Грензахерштрассе, Швейцария), реа-
гент для липосомной трансфекции DOTAP (Грензахерштрассе, Швейцария), реагент для липосомной 
трансфекции DOSPER (Грензахерштрассе, Швейцария) или Fugene (Грензахерштрассе, Швейцария), реа-
гент Transfectam (Promega; Мэдисон, Висконсин), реагент для трансфекции TransFast (Promega; Мэ-
дисон, Висконсин), реагент Tfx-20 (Promega; Мэдисон, Висконсин), реагент Tfx-50 (Promega; Мэди-
сон, Висконсин), DreamFect (OZ Biosciences; Марсель, Франция), EcoTransfect (OZ  
Biosciences; Марсель, Франция), реагент для трансфекции TransPassa D1 (New England Biolabs; Ипсвич, 
Массачусетс, США), LyoVec/LipoGen (Invitrogen; Сан-Диего, Калифорния, США), реагент для 
трансфекции PerFectin (Genlantis; Сан-Диего, Калифорния, США), реагент для трансфекции  
NeuroPORTER (Genlantis; Сан-Диего, Калифорния, США), реагент для трансфекции GenePORTER  
(Genlantis; Сан-Диего, Калифорния, США), реагент для трансфекции GenePORTER 2 (Genlantis; Сан-
Диего, Калифорния, США), реагент для трансфекции Cytofectin (Genlantis; Сан-Диего, Калифорния, 
США), реагент для трансфекции BaculoPORTER (Genlantis; Сан-Диего, Калифорния, США), реагент для 
трансфекции TroganPORTER™ (Genlantis; Сан-Диего, Калифорния, США), RiboFect (Bioline; Тонтон, 
Массачусетс, США), PlasFect (Bioline; Тонтон, Массачусетс, США), UniFECTOR (B-Bridge International; 
Маунтин-Вью, Калифорния, США), SureFECTOR (B-Bridge International; Маунтин-Вью, Калифорния, 
США) или HiFect (B-Bridge International, Маунтин-Вью, Калифорния, США). 

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

(v) Носители. 
Определенные композиции согласно настоящему изобретению также содержат в составе соедине-

ния-носители. Используемый в данном документе термин "соединение-носитель" или "носитель" может 
относиться к нуклеиновой кислоте или ее аналогу, которые являются инертными (т.е. не обладают био-
логической активностью per se), но распознаются в качестве нуклеиновой кислоты in vivo процессами, 
которые снижают биодоступность нуклеиновой кислоты с биологической активностью, например, путем 
разрушения биологически активной нуклеиновой кислоты или путем содействия ее удалению из крово-
тока. Совместное введение нуклеиновой кислоты и соединения-носителя, обычно с избытком последнего 
вещества, может привести к существенному сокращению количества нуклеиновой кислоты, перерабаты-
ваемой печенью, почками или другими внесосудистыми депо, предположительно вследствие конкурен-
ции между соединением-носителем и нуклеиновой кислотой за общий рецептор. Например, переработка 
частично фосфотиоатной dsRNA тканью печени может быть сокращена при ее совместном введении с 
полиинозиновой кислотой, сульфатом декстрана, полицитидиновой кислотой или 4-ацетамидо-4'-
изотиоциано-стильбен-2,2'-дисульфокислотой (Miyao et al., DsRNA Res. Dev., 1995, 5, 115-121; Takakura 
et al., DsRNA & Nucl. Acid Drug Dev., 1996, 6, 177-183. 

(vi) Наполнители. 
В отличие от соединения-носителя "фармацевтический носитель" или "наполнитель" представляет 

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

Также для составления композиций согласно настоящему изобретению можно применять фарма-
цевтически приемлемые органические или неорганические наполнители, подходящие для введения, от-
личного от парентерального, которые не взаимодействуют неблагоприятным образом с нуклеиновыми 
кислотами. Подходящие фармацевтически приемлемые носители включают без ограничения воду, рас-
творы солей, спирты, полиэтиленгликоли, желатин, лактозу, амилозу, стеарат магния, тальк, кремниевую 
кислоту, вязкий парафин, гидроксиметилцеллюлозу, поливинилпирролидон и т.п. 

Составы для местного введения нуклеиновых кислот могут включать стерильные и нестерильные 
водные растворы, неводные растворы в обычных растворителях, таких как спирты, или растворы нук-
леиновых кислот в жидких или твердых масляных основах. Растворы также могут содержать буферы, 
разбавители и другие подходящие добавки. Можно использовать фармацевтически приемлемые органи-
ческие или неорганические наполнители, подходящие для введения, отличного от парентерального, ко-
торые не взаимодействуют неблагоприятным образом с нуклеиновыми кислотами. 

Подходящие фармацевтически приемлемые наполнители включают без ограничения воду, растворы 
солей, спирт, полиэтиленгликоли, желатин, лактозу, амилозу, стеарат магния, тальк, кремниевую кисло-
ту, вязкий парафин, гидроксиметилцеллюлозу, поливинилпирролидон и т.п. 

(vii) Другие компоненты. 
Композиции согласно настоящему изобретению могут дополнительно содержать другие вспомога-

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

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

В некоторых вариантах осуществления фармацевтические композиции, описанные в настоящем 
изобретении, включают (а) одно или несколько соединений, представляющих собой iRNA, и (b) одно или 
несколько средств, которые действуют по механизму, отличному от RNAi, и которые пригодны в лече-
нии, например, РН1. 

Тестирование композиций. 
Токсичность и терапевтическая эффективность таких соединений могут быть определены стандарт-

ными фармацевтическими процедурами на клеточных культурах или экспериментальных животных, на-
пример, для определения LD50 (дозы, летальной для 50% популяции) и ED50 (дозы, терапевтически эф-
фективной для 50% популяции). Соотношение доз между токсичным и терапевтическим эффектами яв-
ляется терапевтическим индексом, и его можно выражать как соотношение LD50/ED50. Предпочтитель-
ными являются соединения, которые характеризуются высоким терапевтическим индексом. 

Данные, полученные при анализах с клеточными культурами и исследованиях на животных, можно 
использовать при составлении ряда доз для применения у людей. В настоящем изобретении доза компо-
зиций, описанных в данном документе, как правило, находится в диапазоне циркулирующих концентра-
ций, который включают ED50 с малой токсичностью или без таковой. Доза может варьироваться в этом 
диапазоне в зависимости от применяемой лекарственной формы и используемого пути введения. Для 
любого соединения, применяемого в способах, описанных в настоящем изобретении, терапевтически 
эффективную дозу можно первоначально установить по результатам анализов с клеточными культурами. 
Доза может быть составлена для животных моделей для получения диапазона концентрации циркули-
рующего в плазме соединения или, при необходимости, полипептидного продукта целевой последова-
тельности (например, достижения уменьшенной концентрации полипептида), что включает IC50 (т.е. 
концентрацию тестового соединения, при помощи которой достигают полумаксимальное ингибирование 
симптомов), которую устанавливают в клеточной культуре. Такую информацию можно использовать для 
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более точного определения пригодной дозы у людей. Уровни в плазме можно измерять, например, при 
помощи высокоэффективной жидкостной хроматографии. 

В дополнение к их введению, рассматриваемому выше, iRNA, описанные в настоящем изобретении, 
можно вводить в комбинации с другими известными средствами, эффективными в лечении патологиче-
ских процессов, которые опосредованы перегрузкой железом и которые можно лечить путем ингибиро-
вания экспрессии HAO1. В любом случае, курирующий врач может корректировать количество и вре-
менные рамки введения iRNA, исходя из результатов, наблюдаемых при использовании стандартных 
средств измерения эффективности, известных в уровне техники или описанных в данном документе. 

V. Способы ингибирования экспрессии HAO1. 
Настоящее изобретение предусматривает способы ингибирования экспрессии HAO1 (оксидазы 1 

гидроксикислот) в клетке. Способы включают приведение клетки в контакт со средством для RNAi, на-
пример двухнитевым средством для RNAi, в количестве, эффективном для ингибирования экспрессии 
HAO1 в клетке, за счет чего осуществляется ингибирование экспрессии HAO1 в клетке. 

Приведение клетки в контакт с двухнитевым средством для RNAi можно выполнять in vitro или in 
vivo. In vivo приведение клетки в контакт со средством для RNAi включает приведение клетки или груп-
пы клеток в организме субъекта, например субъекта-человека, в контакт со средством для RNAi. Также 
возможны комбинации in vitro и in vivo способов приведения в контакт. Приведение в контакт может 
быть непосредственным или опосредованным, как рассматривалось выше. Более того, приведение в кон-
такт клетки можно выполнять посредством нацеливающего лиганда, в том числе любого лиганда, опи-
санного в данном документе или известного в уровне техники. В некоторых вариантах осуществления 
нацеливающий лиганд представляет собой углеводный фрагмент, например лиганд, представляющий 
собой GalNAc3, или любой другой лиганд, который направляет средство для RNAi к месту, представ-
ляющему интерес, например, печени субъекта. 

Термин "ингибирование", используемый в данном документе, используют взаимозаменяемо с "со-
кращением", "сайленсингом", "понижающей регуляцией" и другими подобными терминами, и он вклю-
чает любой уровень ингибирования. 

Подразумевают, что фраза "ингибирование экспрессии HAO1" относится к ингибированию экс-
прессии любого гена HAO1 (такого как, например, ген HAO1 мыши, ген HAO1 крысы, ген HAO1 обезь-
яны или ген HAO1 человека), а также вариантов или мутантов гена HAO1. Таким образом, ген HAO1 
может быть геном HAO1 дикого типа, мутантным геном HAO1 или трансгенным геном HAO1 в контек-
сте клетки, группы клеток или организма, подвергнутых генетической манипуляции. 

"Ингибирование экспрессии гена HAO1" включает любой уровень ингибирования гена HAO1, на-
пример по меньшей мере частичную супрессию экспрессии гена HAO1. Экспрессию гена HAO1 можно 
оценивать исходя из уровня или изменения уровня любой переменной, связанной с экспрессией гена 
HAO1, например уровня мРНК HAO1, уровня белка HAO1. Данный уровень можно оценивать в отдель-
ной клетке или в группе клеток, в том числе, например, образце, полученном из организма субъекта. 

Ингибирование можно оценивать по снижению абсолютного или относительного уровня одной или 
нескольких переменных, которые связаны с экспрессией HAO1, по сравнению с контрольным уровнем. 
Контрольным уровнем может быть любой тип контрольного уровня, который используют в данной об-
ласти, например исходный уровень до введения дозы или уровень, определенный у подобного субъекта, 
клетки или образца, которые не обработаны или обработаны контролем (таким как, например, контроль 
только с буфером или контроль с неактивным средством). 

В некоторых вариантах осуществления способов согласно настоящему изобретению экспрессия ге-
на HAO1 ингибируется по меньшей мере приблизительно на 5%, по меньшей мере на приблизительно 
10%, по меньшей мере приблизительно на 15%, по меньшей мере приблизительно на 20%,  
по меньшей мере приблизительно на 25%, по меньшей мере приблизительно на 30%,  
по меньшей мере приблизительно на 35%, по меньшей мере приблизительно на 40%,  
по меньшей мере приблизительно на 45%, по меньшей мере приблизительно на 50%,  
по меньшей мере приблизительно на 55%, по меньшей мере приблизительно на 60%,  
по меньшей мере приблизительно на 65%, по меньшей мере приблизительно на 70%,  
по меньшей мере приблизительно на 75%, по меньшей мере приблизительно на 80%,  
по меньшей мере приблизительно на 85%, по меньшей мере приблизительно на 90%,  
по меньшей мере приблизительно на 91%, по меньшей мере приблизительно на 92%,  
по меньшей мере приблизительно на 93%, по меньшей мере приблизительно на 94%,  
по меньшей мере приблизительно на 95%, по меньшей мере приблизительно на 96%,  
по меньшей мере приблизительно на 97%, по меньшей мере приблизительно на 98% или  
по меньшей мере приблизительно на 99%. 

Доказательством ингибирования экспрессии гена НАО1 может служить снижение количества 
мРНК, экспрессируемого первой клеткой или первой группой клеток (такие клетки могут присутство-
вать, например, в образце, полученном из организма субъекта), в которых транскрибируется ген НАО1 и 
которую или которые обрабатывали (например, посредством приведения клетки или клеток в контакт со 
средством для RNAi согласно настоящему изобретению или посредством введения средства для RNAi 
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согласно настоящему изобретению субъекту, в организме которого клетки находятся или находились), 
так что экспрессия гена НАО1 ингибируется по сравнению со второй клеткой или второй группой кле-
ток, по сути, идентичных первой клетке или группе клеток, но которую или которые не обрабатывали 
(контрольная(ые) клетка(и)). В некоторых вариантах осуществления ингибирование оценивают посред-
ством выражения уровня мРНК в обработанных клетках как процент от уровня мРНК в контрольных 
клетках с помощью следующей формулы: 

 
В качестве альтернативы ингибирование экспрессии гена HAO1 можно оценивать по снижению па-

раметра, который функционально связан с экспрессией гена HAO1, например экспрессией белка HAO1. 
Сайленсинг гена HAO1 можно выявить в любой клетке, экспрессирующей НАО1 либо конститутивно, 
либо при помощи генной инженерии, и с помощью любого анализа, известного в уровне техники. Печень 
является основным местом экспрессии НАО1. Другие важные места экспрессии включают почки и  
матку. 

Доказательством ингибирования экспрессии белка HAO1 может служить снижение уровня белка 
HAO1, который экспрессируется клеткой или группой клеток (например, уровня белка, экспрессируемо-
го в образце, полученном из организма субъекта). Как объяснялось выше в отношении оценки супрессии 
мРНК, ингибирование уровней экспрессии белка в обработанной клетке или обработанной группе клеток 
можно аналогично выражать как процент от уровня белка в контрольной клетке или группе контрольных 
клеток. 

Контрольная клетка или контрольная группа клеток, которую можно использовать для оценки ин-
гибирования экспрессии гена HAO1, включают клетку или группу клеток, которая еще не была в контак-
те со средством для RNAi согласно настоящему изобретению. Например, контрольная клетка или кон-
трольная группа клеток может быть получена от отдельного субъекта (например, субъекта-человека или 
субъекта-животного) перед лечением субъекта средством для RNAi. 

Уровень мРНК HAO1, который экспрессируется клеткой или группой клеток, можно определять 
при помощи любого способа, известного в уровне техники, для оценки экспрессии мРНК. В одном вари-
анте осуществления уровень экспрессии HAO1 в образце определяют путем выявления транскрибируе-
мого полинуклеотида или его части, например мРНК гена HAO1. РНК можно извлекать из клеток при 
помощи методик извлечения РНК, включая, например, извлечение с помощью кислого фено-
ла/гуанидинизотиоцианата (RNAzol B; Biogenesis), наборы для получения РНК RNeasy (Qiagen) или 
PAXgene (PreAnalytix, Швейцария). Типичные форматы анализов, в которых используют гибридизацию 
рибонуклеиновых кислот, включают ядерные "run-on" анализы, RT-PCR, анализы защиты от РНКаз  
(Melton et al., Nuc. Acids Res. 12:7035), нозерн-блоттинг, гибридизацию in situ и микроматричные  
анализы. 

В одном варианте осуществления уровень экспрессии НАО1 определяют при помощи зонда для 
нуклеиновой кислоты. Термин "зонд", используемый в данном документе, относится к любой молекуле, 
которая способна селективно связываться с конкретным НАО1. Зонды могут быть синтезированы спе-
циалистом в данной области или получены из соответствующих биологических препаратов. Могут быть 
специально сконструированы зонды, содержащие метку. Примеры молекул, которые можно использо-
вать в качестве зондов, включают без ограничения РНК, ДНК, белки, антитела и органические молекулы. 

Выделенные мРНК можно использовать при анализах на основе гибридизации или амплификации, 
которые включают без ограничения анализы, представляющие собой саузерн- или нозерн-блоттинг, ана-
лизы, представляющие собой полимеразную цепную реакцию (PCR), и матрицы с зондами. Один способ 
определения уровней мРНК включает приведение выделенной мРНК в контакт с молекулой нуклеиновой 
кислоты (зондом), которая может гибридизоваться с мРНК НАО1. В одном варианте осуществления 
мРНК иммобилизуют на твердой поверхности и приводят в контакт с зондом, например, путем пропус-
кания выделенной мРНК через агарозный гель и переноса мРНК из геля на мембрану, такую как нитро-
целлюлоза. В альтернативном варианте осуществления зонд(ы) иммобилизуют на твердой поверхности и 
мРНК приводят в контакт с зондом(ами), например на генном микрочипе Affymetrix. Специалист в дан-
ной области может легко адаптировать известные способы обнаружения мРНК для применения в опре-
делении уровня мРНК НАО1. 

Альтернативный способ определения уровня экспрессии НАО1 в образце включает способ ампли-
фикации нуклеиновой кислоты и/или обратной транскрипции (с получением кДНК), например, мРНК в 
образце, например при помощи RT-PCR (экспериментальный вариант осуществления изложен в Mullis, 
1987, патенте США № 4683202), лигазной цепной реакции (Barany (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 
88:189-193), самоподдерживающейся репликации последовательности (Guatelli et al. (1990), Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 87:1874-1878), системы транскрипционной амплификации (Kwoh et al. (1989), Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 86:1173-1177), репликазы Q-бета (Lizardi et al. (1988), Bio/Technology 6:1197), репликации 
по типу "катящегося кольца" (Lizardi et al., патент США № 5854033) или любой другой способ амплифи-
кации нуклеиновой кислоты, за которым следует обнаружение амплифицированных молекул при помо-
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щи методик, хорошо известных специалисту в данной области. Такие схемы обнаружения особенно при-
годны для обнаружения молекул нуклеиновой кислоты, если такие молекулы присутствуют в очень ма-
лых количествах. В конкретных аспектах согласно настоящему изобретению уровни экспрессии HAO1 
определяют при помощи количественной флуорогенной RT-PCR (т.е. системы TaqMan). 

Уровни экспрессии мРНК HAO1 можно контролировать при помощи мембранного блота (как, на-
пример, используемого при анализе гибридизации, такого как нозерн, саузерн, дот и т.п.) или микролу-
нок, опытных пробирок, гелей, гранул или волокон (или любой твердой подложки, содержащей связан-
ную нуклеиновую кислоту). См. патенты США № 5770722, 5874219, 5744305, 5677195 и 5445934, кото-
рые включены в данный документ при помощи ссылки. Определение уровня экспрессии НАО1 также 
может включать использование зондов для нуклеиновой кислоты в растворе. 

В некоторых вариантах осуществления уровень экспрессии мРНК оценивают с использованием 
анализов с разветвленной ДНК (bDNA) или PCR в режиме реального времени (qPCR). Применение таких 
способов описано и проиллюстрировано в разделе "Примеры", представленном в данном документе. 

Уровень экспрессии белка НАО1 можно определить, используя любой способ, известный в уровне 
техники для измерения уровней белка. Такие способы включают, например, электрофорез, капиллярный 
электрофорез, высокоэффективную жидкостную хроматографию (HPLC), тонкослойную хроматографию 
(TLC), гипердиффузионную хроматографию, реакции преципитации в жидкости или геле, абсорбцион-
ную спектроскопию, колориметрические анализы, спектрофотометрические анализы, проточную цито-
метрию, иммунодиффузию (одиночную или двойную), иммуноэлектрофорез, вестерн-блоттинг, радио-
иммунологический анализ (RIA), твердофазные иммуноферментные анализы (ELISA), иммунофлюорес-
центные анализы, электрохемилюминисцентные анализы и т.п. 

Термин "образец", используемый в данном документе, относится к отбору схожих жидкостей, кле-
ток или тканей, выделенных из организма субъекта, а также жидкостей, клеток или тканей, присутст-
вующих в организме субъекта. Примеры биологических жидкостей включают кровь, сыворотку крови и 
серозные жидкости, плазму крови, лимфу, мочу, спинномозговую жидкость, слюну, внутриглазные жид-
кости и т.п. Образцы тканей могут включать образцы из тканей, органов или локальных участков. На-
пример, образцы можно получить из конкретных органов, частей органов или жидкостей или клеток в 
этих органах. В определенных вариантах осуществления образцы можно получить из печени (например, 
всей печени, или определенных сегментов печени, или определенных типов клеток в печени, таких как, 
например, гепатоциты). В некоторых вариантах осуществления "образец, полученный из организма 
субъекта" относится к крови или плазме крови, взятым из организма субъекта. В дополнительных вари-
антах осуществления "образец, полученный из организма субъекта" относится к ткани печени, получен-
ной из организма субъекта. 

В некоторых вариантах осуществления способов согласно настоящему изобретению средство для 
RNAi вводят субъекту так, что средство для RNAi доставляется к конкретному месту в организме субъ-
екта. Ингибирование экспрессии HAO1 можно оценивать при помощи измерений уровня или изменения 
уровня мРНК HAO1 или белка HAO1 в образце, полученном из жидкости или ткани из конкретного мес-
та в организме субъекта. В некоторых вариантах осуществления местом является печень. Местом также 
может быть подразделение или подгруппа клеток из любого из указанных выше мест. Место также мо-
жет включать клетки, которые экспрессируют конкретный тип рецептора. 

VI. Способы лечения или предупреждения ассоциированного с HAO1 нарушения. 
Настоящее изобретение также предусматривает способы лечения или предупреждения заболеваний 

и состояний, на которые можно воздействовать при помощи экспрессии гена HAO1. Например, компози-
ции, описанные в данном документе, можно применять для лечения любого нарушения, ассоциирован-
ного с РН1. 

Эффективность лечения или предупреждения заболевания можно оценивать, например, путем из-
мерения прогрессировани заболевания, ремиссии заболевания, тяжести симптомов, уменьшения боли, 
качества жизни, дозы лекарственного препарата, необходимой для поддержания эффекта лечения, уров-
ня маркера заболевания или любого другого измеряемого параметра, соответствующего данному заболе-
ванию, лечение которого осуществляют или предупреждение которого предусматривают. Контролиро-
вание эффективности лечения или предупреждения путем измерения любого из таких параметров или 
любой комбинации параметров находится в компетенции специалиста в данной области. 

Лечебный или предупредительный эффект является очевидным, когда наблюдается статистически 
значимое улучшение одного или нескольких параметров болезненного состояния, или по отсутствию 
усугубления или развития симптомов в тех случаях, когда их, при иных обстоятельствах, прогнозирова-
ли. В качестве примера благоприятное изменение измеряемого параметра заболевания по меньшей мере 
на 10% и предпочтительно по меньшей мере на 20, на 30, на 40, на 50% или более может служить показа-
телем эффективного лечения. Об эффективности данного лекарственного средства на основе iRNA или 
состава с таким лекарственным средством можно также судить при помощи экспериментальной живот-
ной модели данного заболевания, которая известна в уровне техники. При использовании эксперимен-
тальной животной модели эффективность лечения доказана, когда наблюдают статистически значимое 
снижение маркера или ослабление симптома. 
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В качестве альтернативы эффективность можно измерять по уменьшению тяжести заболевания, ко-
торое определено специалистом в области техники, связанной с диагностикой, исходя из принятой в 
клинической практике шкалы оценивания тяжести заболевания. 

В некоторых вариантах осуществления способов согласно настоящему изобретению, экспрессия 
HAO1 снижается в течение длительного отрезка времени, например по меньшей мере одной недели, двух 
недель, трех недель или четырех недель, или дольше. Например, в некоторых случаях экспрессия гена 
HAO1 подавляется по меньшей мере приблизительно на 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 
75, 80, 85, 90, 95, 98 или 100% путем введения средства на основе iRNA, описанного в данном документе. 
В некоторых вариантах осуществления ген НАО1 подавляется по меньшей мере приблизительно на 60, 
70 или 80% путем введения средства на основе iRNA. В некоторых вариантах осуществления ген НАО1 
подавляется по меньшей мере приблизительно на 85, 90 или 95% путем введения двухнитевого олиго-
нуклеотида. В другом варианте осуществления ген НАО1 остается подавленным в течение 7 дней,  
10 дней, 20 дней, 30 дней или дольше после введения. 

Введение. 
Средства для RNAi согласно настоящему изобретению можно вводить субъекту при помощи любо-

го способа введения, известного в уровне техники, в том числе без ограничения подкожного, внутривен-
ного, внутримышечного, внутриглазного, внутрибронхиального, внутриплеврального, внутрибрюшинно-
го, внутриартериального, лимфатического, спинномозгового и любых их комбинаций. В некоторых ва-
риантах осуществления средства вводят подкожно. 

В некоторых вариантах осуществления введение осуществляют посредством инъекции депо-
препарата. Инъекция депо-препарата может высвобождать средство для RNAi устойчивым образом в 
течение длительного периода времени. Таким образом, инъекция депо-препарата может снижать частоту 
введения доз, необходимых для получения необходимого эффекта, например необходимого ингибирова-
ния HAO1 или терапевтического или профилактического эффекта. Инъекция депо-препарата может так-
же предусматривать более устойчивые концентрации в сыворотке крови. Инъекции депо-препарата мо-
гут предусматривать подкожные инъекции или внутримышечные инъекции. В некоторых вариантах 
осуществления инъекция депо-препарата является подкожной инъекцией. 

В некоторых вариантах осуществления введение осуществляют посредством насоса. Насос может 
быть внешним насосом или имплантированным хирургическим путем насосом. В определенных вариан-
тах осуществления насос является подкожно имплантированным осмотическим насосом. В других вари-
антах осуществления насос является инфузионным насосом. Инфузионный насос можно применять для 
внутривенных, подкожных, артериальных или эпидуральных инфузий. В некоторых вариантах осущест-
вления инфузионный насос является подкожным инфузионным насосом. В других вариантах осуществ-
ления насос является имплантированным хирургическим путем насосом, который доставляет средство 
для RNAi в печень. 

Другие способы введения включают эпидуральное, внутрицеребральное, интрацеребровентрику-
лярное, назальное введение, внутриартериальное, внутрисердечное, внутрикостную инфузию, подоболо-
чечное, и интравитреальное, и легочное. Способ введения можно выбрать, исходя из того, необходимо 
местное или системное лечение, и исходя из области, которая подлежит лечению. Путь и место введения 
можно выбрать для усиления целенаправленного воздействия. 

Способ включает введение средства на основе iRNA, например дозы, достаточной для понижения 
уровней мРНК HAO1 в течение по меньшей мере 5, более предпочтительно 7, 10, 14, 21, 25, 30 или  
40 дней; и необязательно введение второй однократной дозы dsRNA, где вторую однократную дозу вво-
дят по меньшей мере через 5, более предпочтительно через 7, 10, 14, 21, 25, 30 или 40 дней после введе-
ния первой однократной дозы, за счет чего осуществляется ингибирование экспрессии гена НАО1 у 
субъекта. 

В одном варианте осуществления дозы средства на основе iRNA согласно настоящему изобретению 
вводят не более одного раза каждые четыре недели, не более одного раза каждые три недели, не более 
одного раза каждые две недели или не более одного раза каждую неделю. В другом варианте осуществ-
ления введения могут продолжаться в течение одного, двух, трех или шести месяцев, или одного года, 
или дольше. В другом варианте осуществления дозы средства на основе iRNA согласно настоящему изо-
бретению вводят один раз в неделю в течение трех недель. 

Как правило, средство на основе iRNA не активизирует иммунную систему, например оно не по-
вышает уровни цитокинов, как, например, уровни TNF-альфа или IFN-альфа. Например, при измерении 
при помощи анализов, таких как анализ РВМС in vitro, как, например, описано в данном документе, по-
вышение уровней TNF-альфа или IFN-альфа составляет менее 30, 20 или 10% от уровня в контрольных 
клетках, обработанных контрольной dsRNA, такой как dsRNA, которая не оказывает целенаправленного 
воздействия на НАО1. 

Например, субъекту можно вводить терапевтическое количество средства на основе iRNA, как, на-
пример, 0,3, 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5 или 3 мг/кг dsRNA. Средство на основе iRNA можно вводить путем 
внутривенной инфузии в течение некоторого периода времени, как, например, в течение периода, со-
ставляющего 5, 10, 15, 20 или 25 мин. Введение повторяют, например, регулярно, как, например, раз в 
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две недели (т.е. каждые две недели) в течение одного, двух, трех, четырех месяцев или дольше. После 
осуществления режима первичного лечения лекарственные препараты можно вводить менее часто. На-
пример, после введения раз в две недели в течение трех месяцев введение можно повторять один раз в 
месяц в течение шести месяцев или года или дольше. Введение средства на основе iRNA может снижать 
уровни НАО1, например, в клетке, ткани, крови, моче или другой части организма пациента по меньшей 
мере на 10%, по меньшей мере на 15%, по меньшей мере на 20%, по меньшей мере на 25%, по меньшей 
мере на 30%, по меньшей мере на 40%, по меньшей мере на 50%, по меньшей мере на 60%, по меньшей 
мере на 70%, по меньшей мере на 80% или по меньшей мере на 90% или более. 

Перед введением полной дозы средства на основе iRNA пациентам можно вводить меньшую дозу, 
как, например, дозу, приводящую к менее чем 5% инфузионной реакции, и наблюдать их в отношении 
нежелательных явлений, как, например, аллергических реакций, или в отношении повышенных уровней 
липидов или кровяного давления. В другом примере пациента можно наблюдать в отношении нежела-
тельных иммуностимулирующих эффектов, как, например, повышенных уровней цитокина (например, 
TNF-альфа или INF-альфа). 

Пациенты, нуждающиеся в средстве для RNAi к HAO1, могут быть идентифицированы путем сбора 
семейного анамнеза. Медицинский работник, такой как врач, медицинская сестра, или член семьи могут 
принять во внимание семейный анамнез перед назначением или введением dsRNA для HAO1. Также 
можно выполнять ДНК-тест в отношении пациента для идентификации мутации в гене AGT1 перед вве-
дением пациенту средства для RNAi к HAO1. Диагноз РН1 может быть подтвержден при помощи любо-
го теста, хорошо известного специалисту в данной области. 

Лечебный или предупредительный эффект является очевидным, когда наблюдается статистически 
значимое улучшение одного или нескольких параметров болезненного состояния, или по отсутствию 
усугубления или развития симптомов в тех случаях, когда их, при иных обстоятельствах, прогнозирова-
ли. В качестве примера благоприятное изменение измеряемого параметра заболевания по меньшей мере 
на 10% и предпочтительно по меньшей мере на 20, на 30, на 40, на 50% или более может служить показа-
телем эффективного лечения. Об эффективности для данного средства на основе iRNA согласно настоя-
щему изобретению или состава такого средства на основе iRNA можно также судить при помощи экспе-
риментальной животной модели для данного заболевания, которая известна в уровне техники. При ис-
пользовании экспериментальной животной модели, эффективность лечения доказана, когда наблюдают 
статистически значимое снижение маркера или ослабление симптома. 

Доза средства для RNAi, которую вводят субъекту, может быть подобрана с уравновешиванием 
риска и пользы определенной дозы, например, для достижения необходимого уровня супрессии гена 
НАО1 (который определяют, например, исходя из супрессии мРНК НАО1, экспрессии белка НАО1 или 
снижения уровней оксалатов) или необходимого терапевтического или профилактического эффекта, 
вместе с тем одновременно избегая нежелательного побочного действия. 

В некоторых вариантах осуществления средство для RNAi вводят при помощи двух или более доз. 
При необходимости облегчить проведение повторяющихся или частых инфузий может быть целесооб-
разной имплантация устройства для доставки, например насоса, полупостоянного стента (например, 
внутривенного, внутрибрюшинного, интрацистернального или внутрисуставного) или емкости. В неко-
торых вариантах осуществления число или количество последовательных доз зависит от достижения 
необходимого эффекта, например супрессии гена HAO1, или достижения терапевтического или профи-
лактического эффекта, например уменьшения перегрузки железом. В некоторых вариантах осуществле-
ния средство для RNAi вводят в соответствии со схемой. Например, средство для RNAi можно вводить 
один раз в неделю, два раза в неделю, три раза в неделю, четыре раза в неделю или пять раз в неделю. В 
некоторых вариантах осуществления схема предусматривает введения с равными интервалами, например 
ежечасно, каждые 4, каждые 6, каждые 8, каждые 12 ч, ежедневно, каждые 2 дня, каждые 3 дня, каждые  
4 дня, каждые 5 дней, еженедельно, раз в две недели или раз в месяц. В других вариантах осуществления 
схема предусматривает введения с небольшим интервалом с последующим более длительным периодом 
времени, в течение которого средство не вводят. Например, схема может включать первичный набор доз, 
которые вводят в течение относительно короткого периода времени (например, приблизительно каждые 
6 ч, приблизительно каждые 12 ч, приблизительно каждые 24 ч, приблизительно каждые 48 ч или при-
близительно каждые 72 ч) с последующим более длительным периодом времени (например, приблизи-
тельно 1 неделя, приблизительно 2 недели, приблизительно 3 недели, приблизительно 4 недели, прибли-
зительно 5 недель, приблизительно 6 недель, приблизительно 7 недель или приблизительно 8 недель), в 
течение которого средство для RNAi не вводят. В одном варианте осуществления средство для RNAi 
первоначально вводят каждый час, а впоследствии вводят с более длительными интервалами (например, 
раз в день, раз в неделю, раз в две недели или раз в месяц). В другом варианте осуществления средство 
для RNAi первоначально вводят ежедневно, а впоследствии вводят с более длительными интервалами 
(например, раз в неделю, раз в две недели или раз в месяц). В определенных вариантах осуществления 
более длительный интервал увеличивается со временем, или его определяют на основе достижения необ-
ходимого эффекта. В конкретном варианте осуществления средство для RNAi вводят один раз в день в 
течение первой недели с последующим введением доз раз в неделю, начиная с восьмого дня введения. В 
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другом конкретном варианте осуществления средство для RNAi вводят через день в течение первой не-
дели с последующим введением доз раз в неделю, начиная с восьмого дня введения. 

В некоторых вариантах осуществления средство для RNAi вводят при режиме дозирования, кото-
рый включает "фазу насыщения'' из введений с небольшими интервалами, за которой может следовать 
''фаза поддержания'', в которой средство для RNAi вводят с более длительными интервалами. В одном 
варианте осуществления фаза насыщения включает пять ежедневных введений средства для RNAi в те-
чение первой недели. В другом варианте осуществления фаза поддержания включает введения средства 
для RNAi один или два раза в неделю. В дополнительном варианте осуществления фаза поддержания 
длится 5 недель. 

Любую из этих схем необязательно можно повторять с обеспечением одного или нескольких по-
второв. Число повторов может зависеть от достижения необходимого эффекта, например супрессии гена 
HAO1, и/или достижения терапевтического или профилактического эффекта, например снижения уров-
ней оксалатов или уменьшения симптома РН1. 

В другом аспекте в настоящем изобретении описан способ инструктирования конечного пользова-
теля, например лица, осуществляющего уход или лечение, или субъекта, в отношении того, как вводить 
средство на основе iRNA, описанное в данном документе. Способ включает, необязательно, предостав-
ление конечному пользователю одной или нескольких доз средства на основе iRNA и инструктирование 
конечного пользователя по введению средства на основе iRNA в режиме, описанном в данном докумен-
те, таким образом, инструктируя конечного пользователя. 

VII. Наборы. 
Настоящее изобретение также предусматривает наборы для применения любого из средств на осно-

ве iRNA и/или осуществления любого из способов согласно настоящему изобретению. Такие наборы 
включают одно или несколько средств для RNAi и инструкции по применению, например инструкции 
для ингибирования экспрессии HAO1 в клетке путем приведения клетки в контакт со средством(ами) для 
RNAi в количестве, эффективном для ингибирования экспрессии HAO1. Наборы могут необязательно 
дополнительно содержать средства для приведения клетки в контакт со средством для RNAi (например, 
устройство для инъекции) или средства для определения степени ингибирования HAO1 (например, сред-
ства для определения степени ингибирования мРНК или белка HAO1). Такие средства для определения 
степени ингибирования HAO1 могут предусматривать средства для получения образца из организма 
субъекта, например образец плазмы крови. Наборы согласно настоящему изобретению необязательно 
могут дополнительно содержать средства для введения средства(средств) для RNAi субъекту или средст-
ва для определения терапевтически эффективного или профилактически эффективного количества. 

VIII. Диагностические маркеры для РН1 и родственных состояний/ 
Также в данном документе описаны маркеры и способы для диагностики болезненных состояний, 

вызванных сверхсинтезом оксалатов, в частности РН1 и родственных состояний, а также средства для 
лечения указанных состояний. 

Согласно другому аспекту настоящее изобретение относится к способу лечения PH1-состояния у 
субъекта (заболеваний с образованием камней, в особенности РН1). Диагностический способ включает 
стадии (а) осуществления нокдауна экспрессии HAO1 у субъекта, (b) получения биологической сыворот-
ки крови из организма указанного субъекта и (b) определения уровня гликолата в указанной сыворотке 
крови. Следует принимать во внимание, что повышенный уровень гликолата в сыворотке крови по срав-
нению с отрицательным контролем указывает на ингибирование способности фермента гликолат-
оксидазы предотвращать образование оксалатов, что является причиной РН1-состояний. 

В одном варианте осуществления в данном документе описан набор для диагностики PH1-
состояния, причем указанный набор включает следующее: (а) средство для определения присутствия 
представляющего интерес аналита в сыворотке крови, где указанным представляющим интерес аналитом 
является один из гликолатов; и (b) средства градуирования. Например, указанным представляющим ин-
терес аналитом является гликолат, при этом указанным средством является siRNA, целенаправленно воз-
действующая на HAO1. 

Если не указано иное, все технические и научные термины, используемые в данном документе, 
имеют такое значение, которое обычно понятно специалисту в области техники, к которой относится 
настоящее изобретение. Хотя способы и материалы, аналогичные или эквивалентные таковым, описан-
ным в данном документе, можно применять в практическом осуществлении или тестировании iRNA и 
способов, описанных в настоящем изобретении, подходящие способы и материалы описаны ниже. Все 
публикации, заявки на выдачу патентов, патенты и другие литературные источники, которые упомина-
ются в данном документе, включены при помощи ссылки в полном объеме. В случае конфликта настоя-
щее описание, включая определения, будет иметь преимущественную силу. Кроме того, материалы, спо-
собы и примеры являются только иллюстративными и не подразумеваются как ограничивающие. 
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Примеры 

Материалы и способы. 
Следующие материалы и способы использовали в примерах. Используемые в данном документе 

"НАО" и "GO" используют взаимозаменяемо. 
Синтез siRNA. 
Однонитевые РНК получали при помощи твердофазного синтеза в масштабе, составляющем  

1 мкмоль, с использованием синтезирующего устройства Expedite 8909 (Applied Biosystems, Applera 
Deutschland GmbH, Дармштадт, Германия) и стекла с контролируемым размером пор (CPG, 500Å, Proligo 
Biochemie GmbH, Гамбург, Германия) в качестве твердой подложки. РНК и содержащую 2'-O-метил-
нуклеотиды РНК получали при помощи твердофазного синтеза с использованием соответствующих 
фосфорамидатов и 2'-O-метил-фосфорамидатов соответственно (Proligo Biochemie GmbH, Гамбург, Гер-
мания). Эти структурные блоки встраивали в выбранные места в пределах последовательности олигори-
бонуклеотидной цепи при помощи общепринятой фосфорамидитной химии нуклеозидов, как, например, 
описанной в Current protocols in nucleic acid chemistry, Beaucage, S.L. et al. (Eds.), John Wiley & Sons, Inc., 
New York, NY, USA. Фосфотиоатные связи вводили путем замены окисляющего йодного раствора рас-
твором реагента Beaucage (Chruachem Ltd, Глазго, Великобритания) в ацетонитриле (1%). Далее вспомо-
гательные реагенты получали от Mallinckrodt Baker (Грисхайм, Германия). 

Снятие защиты и очистку неочищенных олигорибонуклеотидов выполняли при помощи анионооб-
менной HPLC согласно установленным процедурам. Выходы и концентрации определяли по  
УФ-поглощению раствора соответствующей РНК при длине волны, составляющей 260 нм, при помощи 
спектрального фотометра (DU 640В, Beckman Coulter GmbH, Унтершлайсхайм, Германия). 

Двухнитевую РНК получали при помощи смешивания эквимолярного раствора комплементарных 
нитей в буфере для гибридизации (20 мМ фосфата натрия, рН 6,8; 100 мМ хлорида натрия), затем нагре-
вали на водяной бане при 85-90°С в течение 3 мин и охлаждали до комнатной температуры в течение 
периода, составляющего 3-4 ч. Раствор с гибридизированной РНК хранили при -20°С до момента ис-
пользования. 

В некоторых случаях дуплекс (dsRNA) синтезировали неоднократно. Разные партии помечали раз-
ными добавочными номерами. К примеру, AD-62933.1 и AD-62933.2 представляют собой разные партии 
одного и того же дуплекса. 

Культура клеток и трансфекции. 
Использовали первичные гепатоциты макака-крабоеда (РСН) и первичные гепатоциты мыши 

(РМН). PCH (Celsis, № М003055, серия СВТ) или РМН (выделенные непосредственно перед процедурой) 
трансфицировали путем добавления 14,8 мкл Opti-MEM с 0,2 мкл Lipofectamine RNAiMax на лунку  
(Invitrogen, Карлсбад, Калифорния, № по кат. 13778-150) к 5 мкл дуплексов siRNA на лунку в  
96-луночном планшете и инкубировали при комнатной температуре в течение 15 мин. Затем к смеси 
siRNA добавляли 80 мкл сред для клеток крыс in vitro GRO CP (in vitro Technologies), содержащих 
~2×104 клеток РСН или РМН. Клетки инкубировали в течение 24 ч перед очисткой РНК. Эксперименты с 
использованием однократной дозы выполняли при конечной концентрации дуплекса, составляющей 10 
или 20 нМ и 0,1 или 0,2 нМ, и эксперименты для определения эффекта дозы проводили в диапазоне доз с 
конечной концентрацией дуплекса, составляющей от 10 нМ до 36 фМ, с использованием 86-кратных раз-
ведений. 

Выделение общей РНК. 
Общую РНК выделяли при помощи набора DYNABEADS mRNA Isolation Kit (Invitrogen, № по кат. 

610-12). Клетки собирали и лизировали в 150 мкл лизирующего/связывающего буфера, затем перемеши-
вали в течение 5 мин при 850 об/мин с помощью Eppendorf Thermomixer (скорость перемешивания была 
одинаковой на всем протяжении процесса). 10 мкл магнитных гранул и 80 мкл смеси лизирующе-
го/связывающего буфера добавляли в круглодонный планшет и перемешивали в течение 1 мин. Магнит-
ные гранулы удерживали при помощи магнитной установки и супернатант удаляли без смещения гранул. 
После удаления супернатанта лизированные клетки добавляли к оставшимся гранулам и перемешивали в 
течение 5 мин. После удаления супернатанта магнитные гранулы промывали 2 раза 150 мкл промывоч-
ного буфера А и перемешивали в течение 1 мин. Гранулы вновь удерживали и супернатант удаляли. За-
тем гранулы промывали 150 мкл промывочного буфера В, удерживали и супернатант удаляли. На сле-
дующей стадии гранулы промывали 150 мкл элюирующего буфера, удерживали и супернатант удаляли. 
Гранулы оставляли высыхать в течение 2 мин. После высыхания добавляли 50 мкл элюирующего буфера 
и перемешивали в течение 5 мин при 70°С. Гранулы удерживали с помощью магнита в течение 5 мин. 
Удаляли 40 мкл супернатанта и вносили в другой 96-луночный планшет. 

Синтез кДНК. 
Синтез кДНК осуществляли с использованием набора ABI High capacity cDNA reverse transcription 

kit (Applied Biosystems, Фостер-Сити, Калифорния, № по кат. 4368813) Мастер-микс из 2 мкл 10Х буфе-
ра, 0,8 мкл 25Х dNTP, 2 мкл случайных праймеров, 1 мкл обратной транскриптазы, 1 мкл ингибитора 
РНКазы и 3,2 мкл Н2О на реакцию добавляли в 10 мкл общей РНК. кДНК получали с использованием 
термоциклера Bio-Rad С-1000 или S-1000 (Hercules, Калифорния) посредством следующих стадий: 25°С 



037115 

- 58 - 

10 мин, 37°С 120 мин, 85°С 5 с, хранение при 4°С. 
ПЦР в режиме реального времени. 
2 мкл кДНК добавляли к мастер-миксу, содержащему 0,5 мкл зондов TaqMan для GAPDH мыши  

(№ по кат. 4352339Е, Life Technologies) или специально разработанных зондов TaqMan для GAPDH ма-
кака-крабоеда: F - GCATCCTGGGCTACACTGA (SEQ ID NO: 13), R - TGGGTGTCGCTGTTGAAGTC 
(SEQ ID NO: 14), зонд - CCAGGTGGTCTCCTCC (SEQ ID NO: 15)), 0,5 мкл НАО1 человека или мыши 
(HS00213909_M1, который является перекрестнореагирующим с НОА1 макака-крабоеда, Mm 
00439249_m1 для анализов с мышиным, life technologies) и 5 мкл мастер-микса с зондом Lightcycler 480 
(Roche, № по кат. 04887301001) на лунку в 50 384-луночных планшетах (Roche, № по кат. 04887301001). 
ПЦР в режиме реального времени выполняли в системе для ПЦР в режиме реального времени LightCy-
cler480 (Roche) с применением ∆∆Ct (RQ)-анализа. Каждый дуплекс тестировали при двух независимых 
трансфекциях и каждую трансфекцию оценивали в двух повторностях, если не указано иное в итоговых 
таблицах. 

Для расчета относительного кратного изменения данные в реальном времени анализировали с ис-
пользованием способа ∆∆Ct и нормализовали относительно анализов, выполненных с клетками, транс-
фицированными с помощью 10 нМ AD-1955, или ложно-трансфицированными клетками. Значения IC50 
рассчитывали с применением модели согласования по 4 параметрам с использованием XLFit и нормали-
зовали в соответствии с данными для клеток, трансфицированных AD-1955, или интактных клеток. 

Смысловая и антисмысловая последовательности AD-1955 представляют собой: 
СМЫСЛОВАЯ: 5'-cuuAcGcuGAGuAcuucGAdTsdT-3' (SEQ ID NO: 16) и 
АНТИСМЫСЛОВАЯ: 5'-UCGAAGuACUcAGCGuAAGdTsdT-3' (SEQ ID NO: 17). 

Таблица В 
Сокращения нуклеотидных мономеров, используемые  

в представлении последовательности нуклеиновой кислоты 
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Пример 1. Конструирование, специфичность и прогнозирование эффективности siRNA. 
Конструирование siRNA выполняли для идентификации siRNA, целенаправленно воздействующих 

на транскрипты HAO1 человека, макака-крабоеда, мыши и крысы, аннотированные в базе данных генов 
NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/). 

При конструировании использовали следующие транскрипты из коллекции эталонных последова-
тельностей NCBI: мРНК HAO1 человека (Homo sapiens) представляет собой NM_017545.2; мРНК HAO1 
макака-крабоеда (Масаса fascicularis) представляет собой ХМ_005568381.1; мРНК HAO1 мыши (Mus 
musculus) представляет собой NM 010403.2; мРНК HAO1 крысы (Rattus norvegicus) представляет собой 
ХМ_006235096.1. 
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Вследствие высокого расхождения последовательностей примат/грызун дуплексы siRNA конструи-
ровали в нескольких отдельных партиях, в том числе без ограничения партиях, содержащих дуплексы, 
соответствующие только транскриптам человека и яванского макака; только транскриптам человека, 
яванского макака, мыши и крысы и только транскриптам мыши и крысы. Все дуплексы siRNA конструи-
ровали так, чтобы они имели 100% идентичность с приведенными транскриптом человека и транскрип-
тами других видов, рассмотренными в каждой партии конструирования (выше). 

Специфичность всех возможных олигонуклеотидов из 19 нуклеотидов прогнозировали исходя из 
каждой последовательности. Затем отбирали кандидатные олигомеры из 19 нуклеотидов, у которых от-
сутствовали повторения длиннее 7 нуклеотидов. Эти siRNA, 1069 кандидатных человека/яванского мака-
ка, 184 человека/яванского макака/мыши/крысы и 579 мыши/крысы, использовали при обширных поис-
ках в отношении соответствующих транскриптом (определенные как набор из записей NM и ХМ в пре-
делах наборов эталонных последовательностей человека, яванского макака, мыши или крысы в NCBI) с 
применением исчерпывающего алгоритма "грубой силы", включенного в скрипт на питоне 
"BruteForce.ру". Далее скрипт разбирал выравнивания транскрипт-олигонуклеотид с получением балла, 
основанного на положении и количестве ошибочных спариваний между siRNA и любым потенциальным 
"нецелевым" транскриптом. 'Нецелевой' балл взвешивали для выделения различий в "затравочном" уча-
стке siRNA в положениях 2-9 от 5'-конца молекулы. Каждой паре олигонуклеотид-транскрипт из поиска 
"грубой силы" присваивали балл для ошибочного спаривания путем суммирования отдельных баллов 
для ошибочного спаривания; ошибочные спаривания в положениях 2-9 определяли как 2,8, ошибочные 
спаривания в положениях сайта расщепления 10-11 определяли как 1,2 и ошибочные спаривания в уча-
стке 12-19 определяли как 1,0. Дополнительное нецелевое прогнозирование выполняли путем сравнения 
встречаемости гептамеров и октамеров, полученных из трех отличных полученных из затравки гексаме-
ров каждого олигонуклеотида. Гексамеры из положений 2-7 по отношению к 5'-началу использовали для 
создания 2 гептамеров и одного октамера. Гептамер1 создавали путем добавления А на 3'-конец гексаме-
ра; гептамер2 создавали путем добавления А на 5'-конец гексамера; октамер создавали путем добавления 
А как на 5'-конец, так и на 3'-конец гексамера. Предварительно рассчитывали встречаемость октамеров и 
гептамеров в 3'UTRome человека, яванского макака, мыши или крысы (определенные как подпоследова-
тельности транскриптом из базы данных эталонных последовательностей в NCBI, где конец кодирующе-
го участка, "CDS", является четко определенным). Встречаемость октамеров нормализовали по отноше-
нию к встречаемости гептамеров с использованием медианного значения из диапазона встречаемостей 
октамеров. Затем рассчитывали "mirSeedScore" путем вычисления суммы ((3 × нормализованное подсчи-
танное число для октамеров) + (2 × подсчитанное число для гептамера 2) + (1 × подсчитанное число для 
гептамера 1)). 

Обоим нитям siRNA присваивали категорию специфичности согласно рассчитанным баллам: балл 
выше 3 квалифицировали как высокоспецифичная, равный 3 как специфичная и от 2,2 до 2,8 квалифици-
ровали как умеренно специфичная. siRNA упорядочивали по специфичности антисмысловой нити. Затем 
отбирали дуплексы из наборов вариантов человека/яванского макака и мыши/крысы, у антисмысловых 
олигонуклеотидов которых отсутствовала GC в первом положении, отсутствовал G в обоих положениях 
13 и 14, и присутствовали 3 или более U или А в затравочном участке (характеристики дуплексов с вы-
сокой прогнозированной эффективностью). Подобным образом отбирали дуплексы из наборов вариантов 
человека/яванского макака/мыши и человека/яванского макака/мыши/крысы, в которых присутствовали 
3 или более U или А в затравочном участке. 

Кандидатные коньюгированные с GalNAc дуплексы, 21 и 23 нуклеотида в длину для смысловой и 
антисмысловой нитей соответственно, конструировали путем удлинения антисмысловых олигонуклео-
тидов из 19 нуклеотидов 4 дополнительными нуклеотидами в 3'-направлении (сохраняя полную компли-
ментарность с целевым транскриптом). Смысловую нить описывали как обратную комплементарную 
последовательность первых 21 нуклеотида антисмыслового олигомера из 23 нуклеотидов. Выбирали та-
кие дуплексы, которые сохраняли полные соответствия ко всем выбранным транскриптам видов на про-
тяжении всех 23 нуклеотидов. 

Антисмысловые нити, которые содержали С или G в первом положении с 5'-конца, модифицирова-
ли так, чтобы они имели U в первом положении с 5'-конца, если только осуществление этого не приво-
дило к ряду из 4 или более смежных U (5'→3'), в таком случае их модифицировали так, чтобы они имели 
А в первом положении с 5'-конца. Смысловые нити, подлежащие спариванию в дуплексы с этими анти-
смысловыми нитями "с UA заменой", соответственно модифицировали для сохранения комплементарно-
сти. Примеры, описанные ниже, включают в себя AD-62989 и AD-62993. 

Синтезировали олигонуклеотиды из 21/23 нуклеотидов, являющиеся в общей сложности 31 смы-
словой и 31 антисмысловой нитями, полученными из транскрипта человека/яванского макака, 19 смы-
словыми и 19 антисмысловыми нитями, полученными из транскрипта человека/яванского мака-
ка/мыши/крысы, и 48 смысловыми и 48 антисмысловыми нитями, полученными из транскрипта мы-
ши/крысы, и составляли в коньюгированные с GalNAc дуплексы. 
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Последовательности смысловой и антисмысловой нитей модифицированных дуплексов показаны в 
табл. 1, а последовательности смысловой и антисмысловой нитей немодифицированных дуплексов пока-
заны в табл. 2. 

Таблица 1а 
Модифицированные последовательности HAO1 
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Таблица 1b 

Дополнительные модифицированные последовательности HAO1 
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Таблица 2а 
Немодифицированные последовательности HAO1 (человека и человека/мыши) 
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Таблица 2b 

Немодифицированные последовательности HAO1 (мыши) 
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Таблица 2с 

Дополнительные немодифицированные последовательности HAO1 
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Пример 2. Скрининг в отношении однократной дозы in vitro с использованием первичных гепато-

цитов обезьяны. 
Модифицированные и конъюгированные дуплексы siRNA для HAO1 оценивали на эффективность с 

помощью анализов с трансфекцией с использованием первичных гепатоцитов обезьяны. siRNA для 
HAO1 трансфицировали в двух дозах, 10 и 0,1 нМ. Результаты этих анализов показаны в табл. 3, и дан-
ные выражены как доля оставшегося количества транскрипта в клетках, трансфицированных siRNA, це-
ленаправленно воздействующими на НАО1, по отношению к клеткам, трансфицированным отрицатель-
ным по siRNA контролем, AD-1955, ± среднее квадратичное отклонение (SD). 

Результаты показаны на фиг. 3А. На фиг. 3В показан эффект дозы с использованием одного из наи-
более активных конъюгатов (№ 31) (AD-62933) по результатам скрининга первичных двух доз; значение 
IC50 составляло ~19 пМ. 
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Таблица 3а 
Скрининг в отношении однократной дозы для HAO1  

с использованием гепатоцитов обезьяны 
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Таблица 3b 
Дополнительный скрининг в отношении однократной дозы  

для HAO1 с использованием первичных гепатоцитов обезьяны 
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Пример 3. Скрининг в отношении однократной дозы in vitro с использованием первичных гепато-

цитов мыши. 
Модифицированные и конъюгированные дуплексы siRNA для HAO1 оценивали на эффективность с 

помощью анализов с трансфекцией с использованием первичных гепатоцитов мыши. siRNA для HAO1 
трансфицировали в двух дозах, 20 и 0,2 нМ. Результаты этих анализов показаны в табл. 4, и данные вы-
ражены как доля оставшегося количества транскрипта в клетках, трансфицированных siRNA, целена-
правленно воздействующими на HAO1, по отношению к клеткам, трансфицированным отрицательным 
по siRNA контролем, AD-1955, ± среднее квадратичное отклонение (SD). 
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Таблица 4а 
Скрининг в отношении однократной дозы для HAO1  

с использованием первичных гепатоцитов мыши 
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Таблица 4b 
Дополнительный скрининг в отношении однократной дозы  
для HAO1 с использованием первичных гепатоцитов мыши 
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Пример 4. Скрининг в отношении эффекта дозы с использованием первичных гепатоцитов  

обезьяны. 
Значения IC50 модифицированных и конъюгированных дуплексов siRNA для HAO1 определяли с 

использованием первичных гепатоцитов обезьяны. siRNA для HAO1 трансфицировали в пределах диапа-
зона доз с конечной концентрацией дуплекса, составляющей от 10 нМ до 36 фМ, с использованием  
86-кратных разведений. Результаты этих анализов показаны в табл. 5. 
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Таблица 5а 
Скрининг в отношении эффекта дозы  

для HAO1 с использованием первичных  
гепатоцитов мыши 

 
Таблица 5b 

Дополнительный скрининг в отношении  
эффекта дозы для HAO1 с использованием  

первичных гепатоцитов мыши 

 
Пример 5. Скрининг в отношении эффекта дозы с использованием первичных гепатоцитов мыши. 
Значения IC50 модифицированных и конъюгированных дуплексов siRNA для HAO1 определяли с 

использованием первичных гепатоцитов мыши. siRNA для НАО1 трансфицировали в пределах диапазо-
на доз с конечной концентрацией дуплекса, составляющей от 10 нМ до 36 фМ, с использованием  
86-кратных разведений. Результаты этих анализов показаны в табл. 6. 

Таблица 6а 
Скрининг в отношении эффекта дозы  

для HAO1 с использованием первичных  
гепатоцитов мыши 
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Таблица 6b 
Дополнительный скрининг в отношении эффекта  

дозы для HAO1 с использованием первичных  
гепатоцитов мыши 

 
Таблица 7 

Дополнительный скрининг в отношении однократной дозы  
для HAO1 с использованием первичных гепатоцитов яванского макака и мыши 
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Таблица 8 

Дополнительный скрининг в отношении однократной дозы  
с использованием первичных гепатоцитов яванского макака 
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Пример 6. Оценка in vivo конъюгатов GO-GalNAc у мышей линии С57В6. 
Конъюгаты GO-GalNAc вводили дозами подкожно мышам линии С57В6 в концентрации, состав-

ляющей 10, 5, 2,5 или 1,25 мг/кг, и при помощи qPCR оценивали степень нокдауна мРНК в печени через 
72 ч после введения доз. Значения ED50 для однократной дозы составляют примерно 1,25 и 2,5 мг/кг для 
соединения A (AD-62994) и соединения В (AD-62933) соответственно. При исследованиях с повторной 
дозой конъюгаты вводили дозами подкожно еженедельно (QW) в течение 4 недель и оценивали уровни 
мРНК GO в печени через 72 ч после 4-ой дозы. Значения ED50 повторной дозы составляли ~0,3 мг/кг для 
обоих соединений. Результаты показаны на фиг. 4. 

Пример 7. Оценка in vivo степени нокдауна GO и влияния на уровни оксалатов у KO по AGXT  
мышей. 

siRNA для GO (AD-40257) в липидных наночастицах (LNP) вводили дозами внутривенно KO по 
AGXT мышам (Salido et al. (2006) PNAS 103:18249) в концентрации, составляющей 1 мг/кг. Уровни ок-
салатов или гликолата в моче измеряли на 15-й день при помощи ионообменной хроматографии/масс-
спектроскопии. Результаты показаны на фиг. 5. Данные выражали относительно показателей до введения 
доз и нормализовали по отношению к уровню креатинина (Cr) для регулирования разбавления мочи. N=4 
мышей на группу и планки погрешностей представляют среднее квадратичное отклонение. 

Пример 8. Оценка in vivo конъюгатов GO-GalNAc на крысиной модели с нокдауном по AGXT. 
Для получения крысиной модели PH1 siRNA для AGXT (AD-63102) в LNP (AF-011-63102) вводили 

дозами в концентрации, составляющей 1 мг/кг, внутривенно самкам крыс линии Sprague Dawley на 1-й 
день и на 7-й день для поддержания нокдауна AGXT в печени крыс и 1% этиленгликоля добавляли к пи-
тьевой воде для дополнительной стимуляции образования оксалатов. На 0-й день и 7-й день некоторым 
крысам также вводили дозами конъюгат GalNAc-siRNA для GO (AD-62994) или PBS-контроль. Резуль-
таты показаны на фиг. 6. На фиг. 6А показана количественная оценка уровней мРНК AGXT в печени 
через 72 ч после однократной дозы siRNA для AGXT в LNP, составляющей 1 мг/кг. На фиг. 6В, уровни 
оксалатов в моче количественно определяли с помощью собранной за 24 ч мочи, собранной с -1-го дня 
по 0-й день, с 3-го дня по 4-й день, с 5-го дня по 6-й день и с 7-го дня по 8-й день. Данные нормализовали 
по отношению к уровню креатинина для регулирования разбавления мочи. N=3 для групп AGXT и N=2 
для группы PBS-контроля. На фиг. 6С, за этими же крысами (что и на фиг. 6В) далее наблюдали до 49-го 
дня с продолжающимся еженедельным введением доз на 14 и 21 дни как AF-011-63102, так и AD-62994 и 
сборами мочи за 24 ч, как показано. Этиленгликоль продолжали добавлять в питьевую воду до 28-го дня. 
На фиг. 6D продолжительность нокдауна HAO1 у крыс показана при помощи измерения уровней мРНК 
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либо через одну неделю, либо через четыре недели после последней из 4 доз (что соответствует 28 и 49 
дням на фиг. 6С) и приведены относительно уровней, наблюдаемых у крыс, которых лечили при помощи 
PBS. Планки погрешностей представляют среднее квадратичное отклонение везде, где используются. 

 

 

 
Пример 9. Оценка in vivo конъюгатов GO-GalNAc. 
Самкам мышей линии C57BL/6 возрастом 6-8 недель вводили однократную подкожную дозу конъ-

югатов siRNA-GalNac для GO, в табл. 9. Мышей выводили из эксперимента через 72 ч и печень анализи-
ровали в отношении мРНК НАО при помощи анализа с bDNA. Результаты показаны на фиг. 13. 

Таблица 9 
Конъюгаты siRNA-GalNac для GO (НАО) 
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Пример 10. Оценка in vivo конъюгатов GO-GalNAc у мышей. 
Самкам мышей линии С57 BL/6 вводили однократную подкожную дозу, составляющую 3 мг/кг, ря-

да конъюгатов siRNA-GalNAc для GO, описанных в данном документе, или PBS-контроль. Мышей вы-
водили из эксперимента через 72 ч и при помощи qPCR оценивали степень нокдауна мРНК НАО1 в пе-
чени. Результаты показаны на фиг. 14, выраженные относительно PBS-контроля. 

Пример 11. Оценка эффекта дозы конъюгатов GO-GalNAc у мышей. 
Самкам мышей линии С57 BL/6 вводили однократную подкожную дозу, составляющую либо 1, ли-

бо 3 мг/кг, одного из конъюгатов siRNA-GalNAc для GO, соединения A (AD-62994), соединения В  
(AD-62933), соединения С (AD-65644), соединения D (AD-65626), соединения Е (AD-65590), соединения 
F (AD-65585) или PBS-контроля. Через десять дней мышей выводили из эксперимента и при помощи 
qPCR оценивали степень нокдауна мРНК НАО1 в печени. При исследованиях с повторной дозой соеди-
нения С, D, F или PBS-контроль вводили дозами подкожно еженедельно (QW) в течение 4 недель и 
уровни мРНК HAO1 в печени оценивали через 10 дней после последней дозы. Результаты экспериментов 
с использованием однократной дозы показаны на фиг. 15 и экспериментов с использованием повторной 
дозы показаны на фиг. 16, выраженные относительно PBS-контроля. Из этих данных видна улучшенная 
действенность соединений AD-65644 и AD-65626 относительно AD-62933 и соединений AD-65590 и  
AD-65585 относительно AD-62994. 

Пример 12. Оценка эффекта дозы соединения D у мышей. 
Самкам мышей линии С57 BL/6 вводили однократную подкожную дозу AD-65626 или  

PBS-контроля, составляющую 0,1, 0,3, 1, 3 или 10 мг/кг. Через десять дней мышей выводили из экспери-
мента и при помощи qPCR оценивали степень нокдауна мРНК НАО1 в печени, при этом результаты вы-
ражали относительно PBS-контроля, как показано на фиг. 17. Из этих результатов видно более чем  
3-кратное улучшение действенности по сравнению с соединением AD-62933. 

Пример 13. Взаимосвязь нокдауна мРНК с уровнями гликолата в сыворотке крови у мышей. 
Самкам мышей линии С57 BL/6 вводили однократную подкожную дозу AD-65585 или  

PBS-контроля, составляющую 0,1, 0,3, 1, 3 или 10 мг/кг. Через десять дней мышей выводили из экспери-
мента и при помощи qPCR оценивали степень нокдауна мРНК НАО1 в печени, при этом результаты вы-
ражали относительно PBS-контроля. Уровни гликолата в образцах сыворотки крови от этих же самых 
мышей количественно определяли при помощи ионообменной хроматографии совместно с масс-
спектроскопией, как описано ранее (Knight et al., Anal. Biochem. 1 Февраля 2012 г; 421(1): 121-124). Ре-
зультаты для этих экспериментов показаны на фиг. 18. 

Из этих результатов видно, что AD-65585 является таким же действенным, как и AD-65626, оба ха-
рактеризуются значением ED50 однократной дозы, составляющим ~0,3 мг/кг, у мышей WT. Кроме того, 
сайленсинг мРНК HAO1 приводит к зависимым от дозы повышениям уровня гликолата в сыворотке кро-
ви, составляющим до 4 раз (примерно 200 мкМ), при двух наивысших дозах. 

Пример 14. Взаимосвязь нокдауна мРНК с уровнями гликолата в сыворотке крови у крыс. 
Самцам крыс линии Sprague Dawley вводили однократную подкожную дозу AD-65626 или  

PBS-контроля, составляющую 1, 3 или 10 мг/кг. Через четырнадцать дней крыс выводили из эксперимен-
та и при помощи qPCR оценивали степень нокдауна мРНК НАО1 в печени, при этом результаты выра-
жали относительно PBS-контроля. Уровни гликолата в образцах сыворотки крови от этих же самых 
крыс, собранные как перед введением доз, так и на 14-й день, количественно определяли при помощи 
ионообменной хроматографии совместно с масс-спектроскопией, и в этом случае также как описано 
(Knight et al., Anal. Biochem. 1 Февраля 2012 г; 421(1):121-124). Результаты для этих экспериментов пока-
заны на фиг. 19. 

Согласно результатам наблюдений за мышами дикого типа из этих результатов также видно, что 
сайленсинг мРНК НАО1 у крыс линии Sprague Dawley приводит к зависимым от дозы повышениям 
уровня гликолата в сыворотке крови, составляющим до 12 раз (примерно 140 мкМ), при двух наивысших 
дозах. 
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Пример 15. Исследование фармакологических свойств ALN-65585. 
Ингибирование HAO1 в гепатоцитах. 
Первичные гепатоциты яванского макака трансфицировали с помощью RNAimax (Invitrogen) се-

рийно разведенным AD-65585 (ALN-65585, "ALN-GO1") или контролем, представляющим собой нена-
целивающуюся мРНК с люциферазой (AD1955), в концентрации, составляющей 10 нМ. Относительные 
уровни мРНК НАО1 определяли путем нормализации в отношении уровней мРНК GAPDH, которые ко-
личественно определяли при помощи RT-PCR в режиме реального времени. Данные наносили на график 
с расчетом показателя IC50, составляющего 10 пМ. Результаты показаны на фиг. 20. 

Трансфекция in vitro AD-65585 показала значение ED50, составляющее примерно 10 пМ, на пер-
вичных гепатоцитах яванского макака. 

Фармакологические свойства однократной дозы у мыши. 
Фармакологические свойства ALN-GO1 оценивали у мышей путем количественного определения 

уровней мРНК HAO1 в печени и гликолата в сыворотке крови (фиг. 21). Однократная SC доза ALN-GO1 
приводила к дозозависимой супрессии мРНК HAO1 в дозе, составляющей 10 мг/кг, приводящей к сай-
ленсингу со значением ED90. Установили, что доза со значением ED50 для сайленсинга GO1 у мыши 
составляет 0,3 мг/кг. Уровни гликолата в сыворотке крови повышались зависимым от дозы образом, при 
этом максимальный уровень составлял примерно в 4 раза выше от исходных уровней. Результаты пока-
заны на фигуре 21, на которой показаны уровни мРНК НАО1 в печени и гликолата в сыворотке крови 
через 10 дней после однократной подкожной дозы ALN-65585 у мышей линии C57BL/6. Столбики пред-
ставляют среднее значение, полученное от 3 или 4 животных, и планки погрешностей отображают сред-
нее квадратичное отклонение. 

Продолжительность действия однократной дозы у мыши. 
Сайленсинг GO1 был долговременным и обратимым после однократной SC дозы (фиг. 22). Одно-

кратная SC доза ALN-GO1 у мышей в концентрации, составляющей 3 мг/кг, приводила к ≥70% сайлен-
сингу мРНК в течение примерно 6 недель, после чего уровни мРНК возвращались к исходным уровням 
через 12 недель после введения дозы. Результаты показаны на фиг. 22: уровни мРНК НАО1 в печени в 
многочисленные моменты времени после однократной подкожной дозы ALN-65585 у мышей линии 
C57BL/6. Каждая точка измерения представляет среднее значение, полученное от 3 животных, и планки 
погрешностей отображают среднее квадратичное отклонение. 

Фармакологические свойства однократной дозы у крысы Фармакологические свойства ALN-GO1 
оценивали у крыс путем количественного определения уровней мРНК НАО1 в печени (фиг. 23). Одно-
кратное SC введение ALN-GO1 самцам крыс линии Sprague Dawley приводило к дозозависимой супрес-
сии мРНК HAO1 в дозе, составляющей ≥3 мг/кг, приводящей к сайленсингу со значением ED90. Резуль-
таты показаны на фиг. 23: уровни мРНК HAO1 в печени через 10 дней после однократной подкожной 
дозы ALN-65585 у крыс линии Sprague Dawley. Столбики представляют среднее значение, полученное от 
3 животных, и планки погрешностей отображают среднее квадратичное отклонение. Установили, что 
доза со значением ED50 для сайленсинга GO1 у крысы составляет 0,3 мг/кг. 

Фармакологические свойства однократной дозы у KO по AGXT мыши. 
Влияние ALN-GO1 на уровни оксалатов оценивали на КО по AGXT мышиной модели РН1. Резуль-

таты показаны на фиг. 24. Выделение оксалатов (вверху) и гликолата (внизу) с мочой за 24 ч KO по 
AGXT мышей после однократной подкожной дозы ALN-65585. Разные буквы означают значимое разли-
чие между 3 группами доз на каждой конкретной неделе (n=3 на дозу). Выделение с мочой с течением 
времени существенно не изменяется у животных с PBS-контролем (n=1). 

Уровни оксалатов в моче показали дозозависимые сокращения количества после однократной дозы 
ALN-GO1 с наибольшим примерно 50% снижением количества оксалатов при дозе, составляющей  
3 мг/кг, которое длилось в течение ≥3 недель перед возвращением к уровням до введения дозы. Уровни 
гликолата в моче показали дозозависимые повышения после однократной дозы ALN-GO1 с наибольши-
ми примерно 5-кратными повышениями при дозе, составляющей 3 мг/кг, которые длились в течение ≥4 
недель. 

Фармакологические свойства однократной дозы на индуцированной крысиной модели РН1. 
ALN-GO1 оценивали на второй модели РН1 на грызунах, при которой у крыс с использованием 

siRNA ингибировали AGXT в печени и уровни оксалатов стимулировали этиленгликолем (фиг. 25А и  
25В). Уровни мРНК НАО1 в печени и оксалатов в моче за 24 ч количественно определяли для определе-
ния степени снижения НАО1, необходимой для наибольшего сокращения количества оксалатов. Резуль-
таты показаны на фиг. 25А и 25В: уровни мРНК НАО1 в печени у крысиной индуцированной модели 
РН1 через 14 дней после однократной подкожной дозы ALN-65585 и еженедельного введения доз siRNA 
AF-011-AGXT (2 дозы, составляющие 1 мг/кг). Уровни оксалатов в моче за 24 ч, нормализованные к 
уровням креатинина в моче. Столбики представляют среднее значение, полученное от 3 животных, и 
планки погрешностей отображают среднее квадратичное отклонение. Корреляционное поле снижения 
уровней мРНК и оксалатов представляет отдельных животных из множества экспериментов. 
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Однократная доза ALN-GO1 в этой модели показала дозозависимое снижение уровней мРНК и ок-
салатов в моче с примерно 85% наибольшим сокращением количества мРНК и примерно 90% наиболь-
шим сокращением количества оксалатов в моче, наблюдаемые при наивысших дозах ALN-GO1  
(фиг. 25А и 25В). В этой индуцированной крысиной модели РН1 сокращения количеств мРНК и оксала-
тов в моче привели к соотношению 1:1. 

Фармакологические свойства многократных доз на индуцированной крысиной модели РН1. 
Действенность ALN-GO1 оценивали в исследованиях на нормальных крысах с ингибированной ак-

тивностью AGXT и этиленгликолем (индуцированная модель РН1) путем количественного определения 
уровней мРНК НАО1 в печени и оксалатов в моче за 24 ч. Результаты показаны на фиг. 26: уровни мРНК 
НАО1 в печени у крысиной индуцированной модели РН1 через 28 дней после повторного подкожного 
введения дозы ALN-65585 и повторного iv введения дозы siRNA AF-011-AGXT (четыре дозы, состав-
ляющие 1 мг/кг). Уровни оксалатов в моче за 24 ч, нормализованные к уровням креатинина в моче. Стол-
бики представляют среднее значение, полученное от 2 или 3 животных, и планки погрешностей отобра-
жают среднее квадратичное отклонение. 

Лечение с помощью ALN-GO1 приводило к устойчивым сокращениям количества оксалатов в моче 
у всех групп лечения в течение примерно 3 недель. На 28-й день после повторного введения дозы  
ALN-GO1 (и четырех доз AF-011-AGXT) во всех группах присутствует >95% сокращение количества 
мРНК, >85% снижение уровней оксалатов в моче. 

Фармакологические свойства многократных доз у NHP. 
Фармакологические свойства ALN-GO1 оценивали у макаков-крабоедов (отличный от человека 

примат (NHP)) путем количественного определения уровней мРНК HAO1 при биопсии печени и глико-
лата в сыворотке крови. В следующей ниже таблице показан план исследования фармакологических 
свойств с использованием NHP с подробным изображением уровня доз и режима введения доз. 

 
Результаты показаны на фиг. 27. Уровни гликолата в сыворотке крови у NHP для всех групп до 85-

го дня, данные представляют групповые средние величины, полученные от 3 животных на группу, линии 
представляют среднее квадратичное отклонение. Количество мРНК HAO1 при биопсии печени на 29-й 
день, линии представляют групповые средние величины, символы представляют уровни мРНК отдель-
ных животных относительно PBS-контроля на 29-й день. 

После первого месяца введения доз (29-й день) дозозависимый сайленсинг мРНК наблюдали во 
всех группах с сайленсингом мРНК до 99% в группах 6 и 7, которым вводили дозы, составляющие 4 
мг/кг ежемесячно или 2 мг/кг еженедельно. Наибольшие повышенные уровни гликолата в сыворотке 
крови, составляющие примерно 70 мкМ, сохранялись в течение по меньшей мере 3 недель в группе 6, 
которой ежемесячно вводили дозу, составляющую 4 мг/кг. Промежуточный уровень гликолата в сыво-
ротке крови. 

Пример 16. Дополнительные последовательности siRNA. 
Конструирование дополнительных siRNA выполняли для идентификации siRNA, целенаправленно 

воздействующих на HAO1, NM_017545.2. 
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ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Конъюгат, способный ингибировать экспрессию HAO1 в клетке, который содержит двухнитевое 
средство RNAi, содержащее смысловую нить и антисмысловую нить, образующие двухнитевой участок, 

причем указанная смысловая нить содержит по меньшей мере 15 смежных нуклеотидов, отличаю-
щихся не более чем 3 нуклеотидами от любой из нуклеотидных последовательностей: 

GAAUGUGAAAGUCAUCGACAA, 
GAAAGUCAUCGACAAGACAUU или 
GACUUUCAUCCUGGAAAUAUA, и 
указанная антисмысловая нить содержит по меньшей мере 15 смежных нуклеоитдов, отличающих-

ся не более чем 3 нуклеотидами от любой из нуклеотидных последовательностей: 
UUGUCGAUGACUUUCACAUUCUG, 
AAUGUCUUGUCGAUGACUUUCAC или 
UAUAUUUCCAGGAUGAAAGUCCA, 
причем практически все нуклеотиды указанной смысловой нити и практически все нуклеотиды ука-

занной антисмысловой нити являются модифицированными нуклеотидами, и 
причем указанная смысловая нить конъюгирована с одним или несколькими производными 

GalNAc, присоединенными через разветвленный бивалентный или тривалентный линкер на 3'-конце. 
2. Конъюгат по п.1, в котором все нуклеотиды указанной смысловой нити и все нуклеотиды указан-

ной антисмысловой нити являются модифицированными нуклеотидами. 
3. Конъюгат по п.1, в котором указанная смысловая нить и указанная антисмысловая нить содержат 

участок комплементарности, который содержит по меньшей мере 15 смежных нуклеотидов, отличаю-
щихся не более чем 3 нуклеотидами от любой из антисмысловых последовательностей, приведенных в 
табл. 2. 

4. Конъюгат по любому из пп.1-3, причем по меньшей мере один из указанных модифицированных 
нуклеотидов выбран из группы, состоящей из 3'-концевого дезокситиминового (dT) нуклеотида,  
2'-О-метил-модифицированного нуклеотида, 2'-фтор-модифицированного нуклеотида, 2'-дезокси-
модифицированного нуклеотида, запертого нуклеотида, лишенного азотистого основания нуклеотида,  
2'-амино-модифицированного нуклеотида, 2'-алкил-модифицированного нуклеотида, морфолинового 
нуклеотида, фосфорамидата, нуклеотида, содержащего неприродное основание, нуклеотида, содержаще-
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го 5'-фосфотиоатную группу, нуклеотида, содержащего 5'-фосфат или миметик 5'-фосфата, и концевого 
нуклеотида, связанного с холестериловым производным или бис-дециламидной группой додекановой 
кислоты. 

5. Конъюгат по п.1, в котором по меньшей мере одна нить содержит 3'-выступ, состоящий по мень-
шей мере из одного нуклеотида. 

6. Конъюгат по п.1, в котором по меньшей мере одна нить содержит 3'-выступ, состоящий по мень-
шей мере из двух нуклеотидов. 

7. Конъюгат по п.1, в котором лигандом является 

 
8. Конъюгат по п.1, в котором лиганд присоединен к 3'-концу смысловой нити. 
9. Конъюгат по п.8, в котором средство RNAi конъюгировано с лигандом, как показано на следую-

щей схеме: 

 
где X представляет собой О или S. 
10. Конъюгат по п.1, в котором указанное средство дополнительно содержит по меньшей мере одну 

фосфотиоатную или метилфосфонатную межнуклеотидную связь. 
11. Конъюгат по п.10, в котором фосфотиоатная или метилфосфонатная межнуклеотидная связь на-

ходится на 3'-конце одной нити. 
12. Конъюгат по п.10, в котором указанное средство RNAi содержит 6-8 фосфотиоатных межнук-

леотидных связей. 
13. Конъюгат по п.12, в котором антисмысловая нить содержит две фосфотиоатные межнуклеотид-

ные связи на 5'-конце и две фосфотиоатные межнуклеотидные связи на 3'-конце, а смысловая нить со-
держит по меньшей мере две фосфотиоатные межнуклеотидные связи либо на 5'-конце, либо на 3'-конце. 

14. Конъюгат по п.1, в котором парой оснований в положении 1 от 5'-конца антисмысловой нити 
дуплекса является пара оснований AU. 

15. Конъюгат по п.1, в котором средство RNAi выбрано из группы, состоящей из AD-62994,  
AD-62933, AD-65585 и AD-62944. 

16. Конъюгат, способный ингибировать экспрессию НАО1 в клетке, который содержит двухнитевое 
средство RNAi, содержащее смысловую нить и антисмысловую нить, образующие двухнитевой участок, 

причем указанная смысловая нить содержит по меньшей мере 15 смежных нуклеотидов, отличаю-
щихся не более чем 3 нуклеотидами от любой из нуклеотидных последовательностей: 

GAAUGUGAAAGUCAUCGACAA, 
GAAAGUCAUCGACAAGACAUU или 
GACUUUCAUCCUGGAAAUAUA, и 
указанная антисмысловая цепь содержит по меньшей мере 15 смежных нуклеотидов, отличающих-

ся не более чем 3 нуклеотидами от любой из нуклеотидных последовательностей: 
UUGUCGAUGACUUUCACAUUCUG, 
AAUGUCUUGUCGAUGACUUUCAC или 
UAUAUUUCCAGGAUGAAAGUCCA, 
причем практически все нуклеотиды указанной смысловой нити содержат модификацию, выбран-

ную из группы, состоящей из 2'-O-метил-модификации и 2'-фтор-модификации, 
причем указанная смысловая нить содержит две фосфотиоатные межнуклеотидные связи на  

5'-конце, 
причем практически все нуклеотиды указанной антисмысловой нити содержат модификацию, вы-
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бранную из группы, состоящей из 2'-О-метил-модификации и 2'-фтор-модификации, 
причем указанная антисмысловая нить содержит две фосфотиоатные межнуклеотидные связи на  

5'-конце и две фосфотиоатные межнуклеотидные связи на 3'-конце, и 
причем указанная смысловая нить конъюгирована с одним или несколькими производными 

GalNAc, присоединенными посредством разветвленного двухвалентного или трехвалентного линкера на 
3'-конце. 

17. Конъюгат по п.16, где все нуклеотиды указанной смысловой нити и все нуклеотиды указанной 
антисмысловой нити содержат модификацию. 

18. Средство RNAi, выбранное из группы средств RNAi, приведенных в табл. 1 или 2. 
19. Средство RNAi по п.16, где средство RNAi выбрано из группы, состоящей из AD-62994,  

AD-62933, AD-65585 и AD-62944. 
20. Способ лечения индивида с расстройством, связанным с HAO1, включающий подкожное введе-

ние индивиду терапевтически эффективного количества конъюгата по любому из пп.1-17, благодаря че-
му осуществляется лечение индивида. 

21. Способ по п.20, в котором все нуклеотиды указанной смысловой нити и все нуклеотиды указан-
ной антисмысловой нити содержат модификацию. 

22. Способ по п.20, в котором индивидом является человек. 
23. Способ по п.22, в котором у человека имеется РН1. 
24. Способ по п.20, в котором двухнитевое средство RNAi вводят в дозе, составляющей от прибли-

зительно 0,01 до приблизительно 10 мг/кг или от приблизительно 1 до приблизительно 10 мг/кг. 
25. Способ по п.24, в котором двухнитевое средство RNAi вводят в дозе, составляющей приблизи-

тельно 0,1 мг/кг, приблизительно 1,0 мг/кг или приблизительно 3,0 мг/кг. 
26. Способ по п.24, в котором двухнитевое средство RNAi вводят в дозе, составляющей от прибли-

зительно 1 до приблизительно 10 мг/кг. 
27. Способ по п.24, в котором двухнитевое средство RNAi вводят подкожно. 
28. Способ по п.24, в котором двухнитевое средство RNAi вводят внутривенно. 
29. Способ по п.24, в котором указанное средство RNAi вводят двумя или более дозами. 
30. Способ по п.29, в котором указанное средство RNAi вводят с интервалами, выбранными из 

группы, состоящей из одного раза приблизительно каждые 12 ч, одного раза приблизительно каждые  
24 ч, одного раза приблизительно каждые 48 ч, одного раза приблизительно каждые 72 ч и одного раза 
приблизительно каждые 96 ч. 

31. Способ по п.29, в котором указанное средство RNAi вводят один раз в неделю в течение перио-
да длительностью до 2 недель, до 3 недель, до 4 недель, до 5 недель или дольше. 
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