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(57) Описаны агенты РНК-интерференции (РНКи) и конъюгаты агентов РНКи для ингибирования
экспрессии гена ЛПА (аро(а)). Также описаны фармацевтические композиции, содержащие
один или более агентов РНКи ЛПА, необязательно, с одним или более дополнительными
лекарственными препаратами. Доставка описанных агентов РНКи ЛПА в клетки печени in vivo
обеспечивает ингибирование экспрессии гена ЛПА и лечение сердечно-сосудистых заболеваний и
заболеваний, связанных с сердечно-сосудистой системой.
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Липопротеин (а) [ЛП(а)] представляет собой гетерогенную частицу, подобную липопротеину низ-
кой плотности (ЛПН), содержащую липидную сердцевину и аполипопротеин В (ароВ-100) с уникальной 
составляющей, аполипопротеином (а) (аро(а)), которая соединена с ароВ-100 дисульфидной связью. 

Генаро(а) (LPA) экспрессируется главным образом в печени, а его экспрессия ограничена челове-
ком и не относящимися к человеку приматами. Уровни ЛП(а) у людей определены генетически и суще-
ственно не меняются в зависимости от питания, физических нагрузок или других изменений в образе 
жизни. Длина LPA варьируется в зависимости от числа присутствующих "Kringle"-доменов KIV2, а его 
экспрессия обратно коррелирует с числом присутствующих доменов. Нормальные уровни ЛП(a) соот-
ветствуют диапазону 0,1-25 мг/дл, причем около 25% популяции в Соединенных Штатах Америки имеют 
уровни ЛП(a) 30 мг/дл или выше. 

Анализ уровней ЛП(а) в многочисленных исследованиях позволил сделать заключение, что высо-
кие уровни ЛП(а) являются независимым фактором риска возникновения сердечнососудистых заболева-
ний, инсульта и других родственных нарушений, включая атеросклеротический стеноз. Кроме того, пол-
ногеномный анализ ассоциаций также позволил сделать заключение, что ЛПА является генетическим 
фактором риска в отношении таких заболеваний, как атеросклеротический стеноз. 

Когда для снижения уровней как ЛП(a), так и ЛНП применяли терапевтический аферез липопро-
теинов, наблюдали существенное снижение количества сердечно-сосудистых явлений. Следовательно, 
существует потребность в терапевтических средствах и вариантах лечения, связанных с этими и другими 
связанными с ЛПА заболеваниями. 

Краткое описание сущности изобретения 

В данном документе описаны агенты РНК-интерференции (РНКи) (также называемые РНКи-
триггером или триггером) ЛПА (также называемого аро(а)) и композиции, содержащие агенты РНКи 
ЛПА для избирательного и эффективного ингибирования экспрессии гена LPA. LPA - это название гена, 
который кодирует аполипопротеин (а) (аро(а)), ключевой компонент частицы липопротеина (a) (ЛП(a)). 
Описанные в данном документе агенты РНКи ЛПА можно применять для предотвращения или лечения, 
или приготовления медикамента для предотвращения или лечения заболеваний, включая, но не ограни-
чиваясь этим: болезнь Бергера, заболевание периферических артерий, ишемическую болезнь сердца, ме-
таболический синдром, острый коронарный синдром, стеноз аортального клапана, регургитацию аор-
тального клапана, расслоение аорты, окклюзию артерии сетчатки, цереброваскулярные заболевания, ме-
зентериальный тромбоз, оклюзию верхней брыжеечной артерии, стеноз почечной артерии, стабиль-
ную/нестабильную стенокардию, острый коронарный синдром, гетерозиготную или гомозиготную се-
мейную гиперхолестеринемию, гиперапобеталипопротеинемию, цереброваскулярный атеросклероз, це-
реброваскулярные заболевания и тромбоз вен. 

Каждый агент РНКи ЛПА содержит по меньшей мере смысловую цепь и антисмысловую цепь. 
Смысловая цепь и антисмысловая цепь могут быть частично, значительно или полностью комплемен-
тарными друг другу. Длина описанных в данном документе смысловых и антисмысловых цепей агентов 
РНКи может составлять от 17 до 30 нуклеотидов. В некоторых вариантах реализации изобретения длины 
смысловой и антисмысловой цепей независимо составляют от 17 до 26 нуклеотидов. Смысловая и анти-
смысловая цепи могут иметь одинаковую длину или разную длину. После доставки в клетку, экспресси-
рующую ген ЛПА, описанные в данном документе агенты РНКи ингибируют экспрессию гена ЛПА in 
vitro или in vivo. 

Смысловая цепь агента РНКи ЛПА содержит нуклеотидную последовательность, имеющую по 
меньшей мере 90% идентичности на протяжении внутреннего участка из по меньшей мере 17 последова-
тельных нуклеотидов с последовательностью в мРНК LPA. В некоторых вариантах реализации изобре-
тения нуклеотидная последовательность смысловой цепи, имеющая по меньшей мере 90% идентичности 
с последовательностью в мРНК LPA, имеет длину, составляющую 17, 18, 19, 20, 21, 22 или 23 нуклеоти-
да. Антисмысловая цепь агента РНКи ЛПА содержит нуклеотидную последовательность, имеющую по 
меньшей мере 90% комплементарности на протяжении внутреннего участка из по меньшей мере 16 по-
следовательных нуклеотидов с последовательностью в мРНК LPA и соответствующей смысловой цепи. 
В некоторых вариантах реализации изобретения нуклеотидная последовательность антисмысловой цепи, 
имеющая по меньшей мере 90% комплементарности с последовательностью в мРНК LPA или соответст-
вующей смысловой цепи, имеет длину, составляющую 17, 18, 19, 20, 21, 22 или 23 нуклеотида. 

В некоторых вариантах реализации изобретения один или более агентов РНКи ЛПА доставляют в 
целевые клетки или ткани, используя любую известную в данной области техники технологию доставки 
олигонуклеотидов. Способы доставки нуклеиновых кислот включают, но не ограничиваются этим, ин-
капсуляцию в липосомах, ионтофорез или включение в другие носители, такие как гидрогели, циклодек-
стрины, биоразлагаемые нанокапсулы и биоадгезивные микросферы, белковые векторы или Динамиче-
ские Поликонъюгат  (Dynamic Polyconjugates) (ДПК (смотрите, например, WO 2000/053722, WO 
2008/0022309, WO 2011/104169 и WO 2012/083185, каждая из которых включены в данный документ 
посредством ссылки). В некоторых вариантах реализации изобретения агент РНКи ЛПА конъюгирован с 
нацеливающей группой. В некоторых вариантах реализации изобретения нацеливающая группа может 
включать лиганд клеточного рецептора, такой как кластер галактозы, включая кластер галактозы, содер-
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жащий тример N-ацетигалактозамина. 
В некоторых вариантах реализации изобретения описаны фармацевтические композиции, содержа-

щие один или более агентов РНКи ЛПА. В некоторых вариантах реализации изобретения агент РНКи 
ЛПА необязательно, комбинируют с одним или более дополнительными (т.е. вторым, третьим и т.д.) 
терапевтическими препаратами. Дополнительный терапевтический препарат может представлять собой 
другой агент РНКи ЛПА (например, агент РНКи ЛПА, нацеленный на другую последовательность в пре-
делах ЛПА-мишени). Дополнительный терапевтический препарат также может представлять собой низ-
комолекулярный лекарственный препарат, антитело, фрагмент антитела и/или вакцину. Агенты РНКи 
ЛПА, находящиеся или не находящиеся в комбинации с одним или более дополнительными терапевти-
ческими препаратами, можно комбинировать с одним или более вспомогательными веществами для об-
разования фармацевтических композиций. 

В некоторых вариантах реализации изобретения описаны композиции для in vivo доставки агента 
РНКи ЛПА в клетку печени, в частности, гепатоциты, содержащие агент РНКи ЛПА, конъюгированный 
с нацеливающей группой. В некоторых вариантах реализации изобретения нацеливающая группа пред-
ставляет собой асиалогликопротеиновый лиганд. 

Также описаны способы лечения субъекта-человека, имеющего патологическое состояние или риск 
развития патологического состояния, опосредованного, по меньшей мере частично, экспрессией ЛПА, 
включающие этап (-ы) введения субъекту терапевтически эффективного количества агента РНКи ЛПА 
или содержащей агент РНКи ЛПА композиции. Способ лечения субъекта агентом РНКи ЛПА или со-
держащей агент РНКи ЛПА композицией можно, необязательно, комбинировать с одним или более эта-
пами применения одного или более дополнительных (т.е. второго) терапевтических препаратов или ва-
риантов лечения. Агент РНКи ЛПА и дополнительные терапевтические препараты можно вводить в од-
ной композиции или их можно вводить раздельно. Примеры дополнительных терапевтических препара-
тов включают, но не ограничиваются этим, ингибиторы HMg Co-А редуктазы (статины), эзетимиб, инги-
биторы PCSK-9, ингибиторы СТЕР, варианты терапии, нацеленные на ANGPTL3, варианты терапии, на-
целенные на АРОС3, и ниацин. 

Описанные агенты РНКи ЛПА можно применять в способах терапевтического предотвращения или 
лечения заболеваний, включая, но не ограничиваясь этим: болезнь Бергера, заболевание периферических 
артерий, ишемическую болезнь сердца, метаболический синдром, острый коронарный синдром, стеноз 
аортального клапана, регургитацию аортального клапана, расслоение аорты, окклюзию артерии сетчатки, 
цереброваскулярные заболевания, мезентериальный тромбоз, оклюзию верхней брыжеечной артерии, 
стеноз почечной артерии, стабильную/нестабильную стенокардию, острый коронарный синдром, гетеро-
зиготную или гомозиготную семейную гиперхолестеринемию, гиперапобеталипопротеинемию, церебро-
васкулярный атеросклероз, цереброваскулярные заболевания и тромбоз вен. Такие способы включают 
введение описанного в данном документе агента РНКи ЛПА субъекту, например, человеку или живот-
ному. 

Фармацевтические композиции можно вводить различными способами в зависимости от того, какое 
лечение необходимо - местное или системное, и от предназначенного для лечения участка. Введение 
можно осуществлять любым известным в данной области техники путем, таким как, без ограничений, 
местный (например, с помощью трансдермального пластыря), пульмонарный (например, с помощью ин-
галяции или вдувания порошков или аэрозолей, включая применение небулайзера, а также эндотрахе-
альное, интраназальное применение), эпидермальный, трансдермальный, пероральный или парентераль-
ный. Парентеральное введение включает, но не ограничивается этим, внутривенную, внутриартериаль-
ную, подкожную, внутрибрюшинную или внутримышечную инъекцию или инфузию; субдермальное 
(например, посредством имплантированного устройства), внутричерепное, интрапаренхиматозное, ин-
тратекальное и интравентрикулярное введение. В некоторых вариантах реализации изобретения описан-
ные в данном документе фармацевтические композиции вводят путем подкожной инъекции. 

Описанные агенты и/или композиции РНКи ЛПА можно применять в способах терапевтического 
лечения заболеваний, включая, но не ограничиваясь этим: болезнь Бергера, заболевание периферических 
артерий, ишемическую болезнь сердца, метаболический синдром, острый коронарный синдром, стеноз 
аортального клапана, регургитацию аортального клапана, расслоение аорты, окклюзию артерии сетчатки, 
цереброваскулярные заболевания, мезентериальный тромбоз, оклюзию верхней брыжеечной артерии, 
стеноз почечной артерии, стабильную/нестабильную стенокардию, острый коронарный синдром, гетеро-
зиготную или гомозиготную семейную гиперхолестеринемию, гиперапобеталипопротеинемию, церебро-
васкулярный атеросклероз, цереброваскулярные заболевания и тромбоз вен. Такие способы включают 
введение описанного в данном документе агента РНКи ЛПА субъекту, например, человеку или живот-
ному. 

Если не указано иное, все используемые в данном документе технические и научные термины име-
ют такие же значения, которые традиционно подразумеваются специалистом в области техники, к кото-
рой относится это изобретение. Хотя при практической реализации или испытании данного изобретения 
можно использовать способы и материалы, аналогичные или эквивалентные описанным в данном доку-
менте, подходящие способы и материалы описаны ниже. Все публикации, патентные заявки и другие 
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упоминаемые в данном документе ссылки в полном объеме включены посредством ссылки. В случае 
возникновения противоречий приоритет имеет данное описание, включая определения. Кроме того, ма-
териалы, способы и примеры являются исключительно иллюстративными и не подразумевают ограниче-
ния. 

Другие признаки и преимущества изобретения станут очевидны из нижеприведенного подробного 
описания и из формулы изобретения. 

Краткое описание графических материалов 

Фиг. 1. График, иллюстрирующий сывороточные уровни белка ЛП(а) у ЛП(а)-трансгенных (Tg) 
мышей после одного подкожного введения 0,5 мг/кг (пунктирная линия) или 2 мг/кг (сплошная линия) 
указанного агента РНКи ЛПА. Уровни ЛП(а) были нормализованы относительно 1 суток и контрольного 
физраствора. 

Фиг. 2. График, иллюстрирующий сывороточные уровни белка ЛП(a) у ЛП(a)-Tg мышей после вве-
дения трех подкожных доз по 1 мг/кг (пунктирная линия) или 3 мг/кг (сплошная линия) указанного аген-
та РНКи ЛПА, вводимого один раз в неделю в течение трех недель (дозы на 1, 8 и 15 сутки). Уровни 
ЛП(a) были нормализованы относительно 1 суток и контрольного физраствора. 

Фиг. 3. График, иллюстрирующий уровни частиц ЛП(a) в сыворотке яванского макака после введе-
ния одной дозы 2 мг/кг агента РНКи ЛПА AD01196, дозируемого в соотношении 1:1 (мас./мас.) с поли-
мером для доставки на 1 сутки. Уровни ЛП(a) были нормализованы относительно двух значений до до-
зирования (показано как 0 сутки). 

Фиг. 4. График, иллюстрирующий уровни частиц ЛП(a) в сыворотке яванского макака после введе-
ния одной дозы 4 мг/кг или 6 мг/кг агента РНКи ЛПА, дозируемого в соотношении 1:1 (мас./мас.) с по-
лимером для доставки на 1 сутки и 71 сутки. Уровни ЛП(a) были нормализованы относительно двух зна-
чений до дозирования (показано как 0 сутки), доза 4 мг/кг = черные круги; доза 6 мг/кг = серые квадраты. 

Фиг. 5. График, иллюстрирующий уровни частиц ЛП(a) в сыворотке яванского макака после введе-
ния трех еженедельных подкожных доз по 3 мг/кг агента РНКи ЛПА AD02819 на 1, 8 и 15 сутки. Уровни 
ЛП(a) были нормализованы относительно трех значений до дозирования (показано как 0 сутки). 

Фиг. 6. График, иллюстрирующий уровни частиц ЛП (a) в сыворотке яванского макака после одно-
го подкожного введения 3 мг/кг агента РНКи ЛПА на 1 сутки. Группы AD03460 и AD03536 получали 
дополнительную дозу 1 мг/кг агента РНКи ЛПА на 48 сутки. Уровни ЛП(a) были нормализованы относи-
тельно трех значений до дозирования (показано как 0 сутки). 

Подробное описание сущности изобретения 

В данном документе описаны агенты РНКи для ингибирования экспрессии гена ЛПА (называемые 
в данном документе агентами РНКи ЛПА). После доставки в клетку, экспрессирующую ген LPA, опи-
санные в данном документе агенты РНКи ингибируют или прекращают экспрессию ЛПА in vitro и/или in 
vivo посредством биологического процесса РНК-интерференции (РНКи). В контексте данного докумен-
та, если специально не указано иное, ЛПА может относится к гену LPA, мРНК LPA или белку ЛП(а) в 
зависимости от ситуации. 

Агент РНКи ЛПА содержит смысловую цепь и антисмысловую цепь. Каждая из смысловой цепи и 
антисмысловой цепи содержит внутреннюю последовательность длиной 17-23 нуклеотидных основания. 
Внутренняя последовательность антисмысловой цепи является на 100% (полностью) комплементарной 
или по меньшей мере на 90% (значительно) комплементарной нуклеотидной последовательности (иногда 
называемой, например, целевой последовательностью), присутствующей в мРНК LPA. Внутренняя по-
следовательность смысловой цепи является на 100% (полностью) комплементарной или по меньшей ме-
ре на 90% (значительно) комплементарной последовательности в антисмысловой цепи и, следовательно, 
внутренняя последовательность смысловой цепи является полностью идентичной или по меньшей мере 
на 90% идентичной нуклеотидной последовательности (целевой последовательности), присутствующей в 
мРНК ЛПА. Внутренняя последовательность смысловой цепи может иметь такую же длину, как и соот-
ветствующая антисмысловая внутренняя последовательность, или может иметь отличную длину. В неко-
торых вариантах реализации изобретения длина внутренней последовательности антисмысловой цепи 
составляет 17, 18, 19, 20, 21, 22 или 23 нуклеотида. В некоторых вариантах реализации изобретения дли-
на внутренней последовательности смысловой цепи составляет 17, 18, 19, 20, 21, 22 или 23 нуклеотида. 

Смысловая и антисмысловая цепи агента РНКи ЛПА гибридизируются с образованием дуплекса 
(двойной спирали). Смысловая цепь и антисмысловая цепь агента РНКи ЛПА являются частично, значи-
тельно или полностью комплементарными друг другу. В пределах комплементарной области дуплекса 
внутренняя последовательность смысловой цепи является по меньшей мере на 90% комплементарной 
или на 100% комплементарной антисмысловой внутренней последовательности. В некоторых вариантах 
реализации изобретения внутренняя последовательность смысловой цепи содержит последовательность 
из по меньшей мере 17, по меньшей мере 18, по меньшей мере 19, по меньшей мере 20 или по меньшей 
мере 21 нуклеотида, которая является по меньшей мере на 90 или 100% комплементарной соответст-
вующей последовательности из 17, 18, 19, 20 или 21 нуклеотида внутренней последовательности анти-
смысловой цепи (т. е. внутренние последовательности смысловой и антисмысловой цепи агента РНКи 
ЛПА имеют область по меньшей мере из 17, по меньшей мере 18, по меньшей мере 19, по меньшей мере 
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20 или по меньшей мере 21 нуклеотида, которая имеет по меньшей мере 90% спаренных оснований или 
100% спаренных оснований). 

В контексте данного документа и если не указано иное, термин "комплементарная", используемый 
для описания первой нуклеотидной последовательности (например, смысловой цепи агента РНКи или 
мРНК ЛПА) по отношению ко второй нуклеотидной последовательности (например, антисмысловой це-
пи агента РНКи), относится к способности олигонуклеотида или полинуклеотида, содержащего первую 
нуклеотидную последовательность, гибридизироваться (образовывать спаривающие основания водород-
ные связи) и образовывать дуплекс или двойную спиральную структуру в определенных условиях с оли-
гонуклеотидом или полинуклеотидом, содержащим вторую нуклеотидную последовательность. Компле-
ментарные последовательности включают Уотсон-Криковские пары или не-Уотсон-Криковские пары и 
включают природные или модифицированные нуклеотиды или миметики нуклеотидов при условии вы-
полнения вышеуказанных требований в отношении их способности к гибридизации. "Полностью ком-
плементарная" или "идеально комплементарная" означает, что все (100%) основания в непрерывной по-
следовательности первого полинуклеотида будут гибридизироваться с таким же числом оснований в не-
прерывной последовательности второго полинуклеотида. Непрерывная последовательность может со-
держать всю или часть первой или второй нуклеотидной последовательности. В контексте данного доку-
мента "частично комплементарная" означает, что в гибридизированной паре последовательностей нук-
леотидных оснований по меньшей мере 70% оснований в непрерывной последовательности первого по-
линуклеотида будут гибридизироваться с таким же числом оснований в непрерывной последовательно-
сти второго полинуклеотида. В контексте данного документа "значительно комплементарная" означает, 
что в гибридизированной паре последовательностей нуклеотидных оснований по меньшей мере 85% ос-
нований в непрерывной последовательности первого полинуклеотида будут гибридизироваться с таким 
же числом оснований в непрерывной последовательности второго полинуклеотида. В контексте данного 
документа термины "комплементарная", "полностью комплементарная" и "значительно комплементар-
ная" можно использовать в отношении совпадения оснований между смысловой цепью и антисмысловой 
цепью агента РНКи или между антисмысловой цепью агента РНКи и последовательностью мРНК ЛПА. 
Идентичность или комплементарность последовательности не зависит от модификации. В целях опреде-
ления идентичности или комплементарности, например, а и Af комплементарны U (или Т) и идентичны 
А. 

Длина описанных в данном документе смысловой и антисмысловой цепей агента РНКи независимо 
составляет от 17 до 30 нуклеотидов. В некоторых вариантах реализации изобретения длины смысловой и 
антисмысловой цепей независимо составляют от 17 до 26 нуклеотидов. В некоторых вариантах реализа-
ции изобретения длина смысловой и антисмысловой цепей составляет 19-26 нуклеотидов. В некоторых 
вариантах реализации изобретения длины описанных смысловой и антисмысловой цепей агента РНКи 
независимо составляют 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25 или 26 нуклеотидов. Смысловая и антисмысловая 
цепи могут иметь одинаковую длину или они могут иметь разную длину. В некоторых вариантах реали-
зации изобретения длина каждой из смысловой и антисмысловой цепи составляет 26 нуклеотидов. В не-
которых вариантах реализации изобретения длина смысловой цепи составляет 23 нуклеотида, а длина 
антисмысловой цепи составляет 21 нуклеотид. В некоторых вариантах реализации изобретения длина 
смысловой цепи составляет 22 нуклеотида, а длина антисмысловой цепи составляет 21 нуклеотид. В не-
которых вариантах реализации изобретения длина смысловой цепи составляет 21 нуклеотид, а длина ан-
тисмысловой цепи составляет 21 нуклеотид. В некоторых вариантах реализации изобретения длина смы-
словой цепи составляет 19 нуклеотидов, а длина антисмысловой цепи составляет 21 нуклеотид. 

Смысловая цепь и/или антисмысловая цепь могут необязательно и независимо содержать дополни-
тельные 1, 2, 3, 4, 5 или 6 нуклеотидов (продление) на 3' конце, 5' конце или как на 3', так и на 5' концах 
внутренних последовательностей. Дополнительные нуклеотиды антисмысловой цепи, в случае наличия, 
могут быть или не быть комплементарными соответствующей последовательности в мРНК ЛПА. Допол-
нительные нуклеотиды смысловой цепи, в случае наличия, могут быть или не быть идентичными соот-
ветствующей последовательности в мРНК ЛПА. Дополнительные нуклеотиды антисмысловой цепи, в 
случае наличия, могут быть или не быть комплементарными соответствующим дополнительным нуклео-
тидам смысловой цепи в случае их наличия. 

В контексте данного документа продление содержит 1, 2, 3, 4, 5 или 6 нуклеотидов в 5' и/или 3' 
конце внутренней последовательности смысловой цепи и/или внутренней последовательности антисмы-
словой цепи. Нуклеотиды продления в смысловой цепи могут быть или не быть комплементарными нук-
леотидам, как нуклеотидам внутренней последовательности, так и нуклеотидам продления, в соответст-
вующей антисмысловой цепи. И наоборот, нуклеотиды продления в антисмысловой цепи могут быть или 
не быть комплементарными нуклеотидам, как нуклеотидам внутренней последовательности, так и нук-
леотидам продления, в соответствующей смысловой цепи. В некоторых вариантах реализации изобрете-
ния как смысловая цепь, так и антисмысловая цепь агента РНКи содержат 3' и 5' продления. В некоторых 
вариантах реализации изобретения происходит спаривание оснований между одним или более нуклеоти-
дами 3' продления одной цепи и одним или более нуклеотидами 5' продления другой цепи. В некоторых 
вариантах реализации изобретения не происходит спаривание оснований между одним или более нук-
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леотидами 3' продления одной цепи и одним или более нуклеотидами 5' продления другой цепи. В неко-
торых вариантах реализации изобретения агент РНКи ЛПА имеет антисмысловую цепь, имеющую 3' 
продление, и смысловую цепь, имеющую 5' продление. 

В некоторых вариантах реализации изобретения агент РНКи ЛПА содержит антисмысловую цепь, 
имеющую 3' продление длиной в 1, 2, 3, 4, 5 или 6 нуклеотидов. В некоторых вариантах реализации изо-
бретения агент РНКи ЛПА содержит антисмысловую цепь, имеющую 3' продление длиной в 1, 2 или 3 
нуклеотида. В некоторых вариантах реализации изобретения один или более из нуклеотидов продления 
антисмысловой цепи включают нуклеотиды урацила или тимидина или нуклеотиды, комплементарные 
соответствующей последовательности мРНК ЛПА. В некоторых вариантах реализации изобретения 3' 
продление антисмысловой цепи содержит или состоит из, но не ограничивается этим: Ab, AbAb, AUA, 
UGCUU, CUG, UG, UGCC, CUGCC, CGU, CUU, UGCCUA, CUGCCU, UGCCU, UGAUU, GCCUAU, Т, 
ТТ (каждый элемент приведен от 5' к 3'). 

В некоторых вариантах реализации изобретения агент РНКи ЛПА содержит антисмысловую цепь, 
имеющую 5' продление длиной в 1, 2, 3, 4 или 5 нуклеотидов. В некоторых вариантах реализации изо-
бретения агент РНКи ЛПА содержит антисмысловую цепь, имеющую 5' продление длиной в 1 или 2 нук-
леотида. В некоторых вариантах реализации изобретения один или более из нуклеотидов продления ан-
тисмысловой цепи включают нуклеотиды урацила или тимидина или нуклеотиды, комплементарные со-
ответствующей последовательности мРНК ЛПА. В некоторых вариантах реализации изобретения 5' про-
дление антисмысловой цепи содержит или состоит из, но не ограничивается этим, UA, TU, U, T, CUC 
(каждый элемент приведен от 5' к 3'). Антисмысловая цепь может иметь любое из вышеописанных 3' 
продлений в комбинации с любым из описанных 5' продлений антисмысловой цепи, в случае их наличия. 

В некоторых вариантах реализации изобретения агент РНКи ЛПА содержит смысловую цепь, име-
ющую 3' продление длиной в 1, 2, 3, 4 или 5 нуклеотидов. В некоторых вариантах реализации изобрете-
ния один или более из нуклеотидов продления смысловой цепи включают нуклеотиды аденозина, ураци-
ла или тимидина, динуклеотид AT или нуклеотиды, соответствующие нуклеотидам в последовательно-
сти мРНК ЛПА. В некоторых вариантах реализации изобретения 3' продление смысловой цепи содержит 
или состоит из, но не ограничивается этим: Т, UUAb, UAb, Ab, UT, TT, UUT, TTT или ТТТТ (каждый 
элемент приведен от 5' к 3'). 

В некоторых вариантах реализации изобретения агент РНКи ЛПА содержит смысловую цепь, име-
ющую 5' продление длиной в 1, 2, 3, 4, 5 или 6 нуклеотидов. В некоторых вариантах реализации изобре-
тения один или более из нуклеотидов продления смысловой цепи включают нуклеотиды урацила или 
аденозина или нуклеотиды, соответствующие нуклеотидам в последовательности мРНК ЛПА. В некото-
рых вариантах реализации изобретения 5' продление смысловой цепи может представлять собой, но не 
ограничивается этим: СА, AUAGGC, AUAGG, AUAG, AUA, A, AA, AC, GCA, GGCA, GGC, UAUCA, 
UAUC, Ab, UCA, UAU (каждый элемент приведен от 5' к 3'). Смысловая цепь может иметь 3' продление 
и/или 5' продление. 

Примеры нуклеотидных последовательностей, применяемых при образовании агентов РНКи ЛПА, 
приведены в табл. 1, 2А, 2В, 3А и 3В. В контексте данного документа термин "последовательность" или 
"нуклеотидная последовательность" относится к очередности или порядку нуклеотидных оснований, 
нуклеотидов и/или нуклеозидов, модифицированной или немодифицированной, описанной с помощью 
буквенной последовательности с применением стандартной нуклеотидной номенклатуры и ключа для 
модифицированных нуклеотидов, описанных в данном документе. 

Агенты РНКи включают, но не ограничиваются этим: короткие интерферирующие РНК (киРНК), 
двухцепочечные РНК (дцРНК), микро РНК (миРНК), короткие шпилечные РНК (кшРНК) и субстраты 
дайсера (например, патенты США № 8084599, 8349809 и 8513207). 

Немодифицированные последовательности смысловой цепи и антисмысловой цепи агента РНКи 
ЛПА приведены в табл. 1. При образовании агентов РНКи ЛПА каждый из нуклеотидов в каждой из по-
следовательностей, перечисленных в табл. 1, может быть модифицированным нуклеотидом. 
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Таблица 1. Немодифицированные последовательности антисмысловой цепи и смысловой 
цепи агента РНКи ЛПА 
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Ab = нуклеотид с удаленным азотистым основанием. 
 
Описанные в данном документе агенты РНКи ЛПА образуются путем гибридизации антисмысло-

вой цепи со смысловой цепью. Смысловую цепь, содержащую последовательность, приведенную в табл. 
1 или табл.2В, можно гибридизировать с любой антисмысловой последовательностью, содержащей по-
следовательность, приведенную в табл. 1 или табл.2А, при условии, что две последовательности имеют 
область по меньшей мере 90% комплементарности на протяжении непрерывной последовательности из 
16, 17, 18, 19, 20 или 21 нуклеотида. 

В некоторых вариантах реализации изобретения антисмысловая цепь агента РНКи ЛПА содержит 
нуклеотидную последовательность любой из последовательностей в табл. 1. В некоторых вариантах реа-
лизации изобретения антисмысловая цепь агента РНКи ЛПА содержит последовательность из нуклеоти-
дов 1-17, 2-17, 1-18, 2-18, 1-19, 2-19, 1-20, 2-20, 1-21, 2-21, 1-22, 2-22, 1-23, 2-23, 1-24, 2-24, 1-25, 2-25, 1-
26 или 2-26 любой из последовательностей в табл. 1. В некоторых вариантах реализации изобретения 
смысловая цепь агента РНКи ЛПА содержит нуклеотидную последовательность любой из последова-
тельностей в табл. 1. В некоторых вариантах реализации изобретения смысловая цепь агента РНКи ЛПА 
содержит последовательность из нуклеотидов 1-17, 2-17, 1-18, 2-18, 1-19, 2-19, 1-20, 2-20, 1-21, 2-21, 1-
22, 2-22, 1-23, 2-23, 1-24, 2-24, 1-25, 2-25, 1-26 или 2-26 любой из последовательностей в табл. 1. 

В некоторых вариантах реализации изобретения смысловая и антисмысловая цепи описанных в 



038478 

- 14 - 

данном документе агентов РНКи содержат одинаковое число нуклеотидов. В некоторых вариантах реа-
лизации изобретения смысловая и антисмысловая цепи описанных в данном документе агентов РНКи 
содержат разное число нуклеотидов. В некоторых вариантах реализации изобретения 5' конец смысловой 
цепи и 3' конец антисмысловой цепи агента РНКи образуют тупой конец. В некоторых вариантах реали-
зации изобретения 3' конец смысловой цепи и 5' конец антисмысловой цепи агента РНКи образуют тупой 
конец. В некоторых вариантах реализации изобретения оба конца агента РНКи образуют тупые концы. В 
некоторых вариантах реализации изобретения ни один конец агента РНКи не имеет тупой конец. В кон-
тексте данного документа тупой конец относится к концу двухцепочечного агента РНКи, в котором кон-
цевые нуклеотиды двух гибридизированных цепей являются комплементарными (образуют комплемен-
тарную пару оснований). В некоторых вариантах реализации изобретения 5' конец смысловой цепи и 3' 
конец антисмысловой цепи агента РНКи образуют расщепленный конец. В некоторых вариантах реали-
зации изобретения 3' конец смысловой цепи и 5' конец антисмысловой цепи агента РНКи образуют рас-
щепленный конец. В некоторых вариантах реализации изобретения оба конца агента РНКи образуют 
расщепленные концы. В некоторых вариантах реализации изобретения ни один конец агента РНКи не 
имеет расщепленный конец. В контексте данного документа расщепленный конец относится к концу 
двухцепочечного агента РНКи, в котором концевые нуклеотиды двух гибридизированных цепей образу-
ют пару (т. е. не образуют выступ ("липкий" конец)), но не являются комплементарными (т. е. образуют 
некомплементарную пару). В контексте данного документа выступ ("липкий" конец) представляет собой 
участок из одного или более неспаренных нуклеотидов в конце одной цепи двухцепочечного агента 
РНКи. Неспаренные нуклеотиды могут находиться в смысловой цепи или в антисмысловой цепи, созда-
вая 3' или 5' выступы ("липкие" концы). В некоторых вариантах реализации изобретения агент РНКи со-
держит: тупой конец и расщепленный конец, тупой конец и 5' выступающий ("липкий") конец, тупой 
конец и 3' выступающий ("липкий") конец, расщепленный конец и 5' выступающий ("липкий") конец, 
расщепленный конец и 3' выступающий ("липкий") конец, два 5' выступающих ("липких") конца, два 3' 
выступающих ("липких") конца, 5' выступающий ("липкий") конец и 3' выступающий ("липкий") конец, 
два расщепленных конца или два тупых конца. 

Нуклеотидное основание (или нуклеооснование) представляет собой гетероциклическое пиримиди-
новое или пуриновое соединение, которое является составляющим элементом всех нуклеиновых кислот 
и включает аденин (А), гуанин (G), цитозин (С), тимин (Т) и урацил (U). В контексте данного документа 
термин "нуклеотид" может включать модифицированный нуклеотид или миметик нуклеотида, участок с 
удаленным основанием (Ab или X) или суррогатный заместительный компонент. 

В некоторых вариантах реализации изобретения агент РНКи ЛПА готовят или предоставляют в ви-
де соли, смешанной соли или свободной кислоты. 

Модифицированные нуклеотиды 

В некоторых вариантах реализации изобретения агент РНКи ЛПА содержит один или более моди-
фицированных нуклеотидов. В контексте данного документа "модифицированный нуклеотид" представ-
ляет собой нуклеотид, отличный от рибонуклеотида (2'-гидроксил нуклеотид). В некоторых вариантах 
реализации изобретения по меньшей мере 50%, по меньшей мере 60%, по меньшей мере 70%, по мень-
шей мере 80%, по меньшей мере 90%, по меньшей мере 95% или 100% нуклеотидов модифицированы. 
Модифицированные нуклеотиды включают, но не ограничиваются этим, дезоксинуклеотиды, нуклео-
тидные миметики, нуклеотиды с удаленным основанием (представленные в данном документе как X, 
Ab), 2'-модифицированные нуклеотиды, нуклеотиды, содержащие 3'-3' связи (инвертированные) (пред-
ставленные в данном документе как invdN, invN, invn, invX, invAb), нуклеотиды, содержащие неприрод-
ные основания, мостиковые нуклеотиды, пептидные нуклеиновые кислоты (ПНК), 2',3'-секо нуклеотид-
ные миметики (открытые аналоги нуклеооснований, представленные в данном документе как NUNA ИЛИ 

NUNA), закрытые нуклеотиды (представленные в данном документе как NLNA ИЛИ NLNA), 3'-О-метокси 
(с 2' межнуклеозидной связью) нуклеотиды (представленные в данном документе как 3'-OMen), 2'-F-
арабино нуклеотиды (представленные в данном документе как NfANA или NfANA), 5'-Ме,2'-фтор нуклео-
тиды (представленные в данном документе как 5Me-Nf), морфолино-нуклеотиды, винилфосфонатные 
дезоксирибонуклеотиды (представленные в данном документе как vpdN), винилфосфонат-содержащие 
нуклеотиды и циклопропилфосфонат-содержащие нуклеотиды (cPrpN). 2'-модифицированные нуклеоти-
ды (т. е. нуклеотид с группой, отличной от гидроксильной группы в 2' позиции пятичленного сахарного 
кольца) включают, но не ограничиваются этим, 2'-О-метил нуклеотиды (представленные в данном доку-
менте нижним индексом "n" в нуклеотидной последовательности), 2'-дезокси-2'-фтор нуклеотиды (пред-
ставленные в данном документе как Nf, также представленные в данном документе как 2'-фтор нуклео-
тиды), 2'-дезокси нуклеотиды (представленные в данном документе как dN), 2'-метоксиэтил (2'-О-2-
метоксилэтил) нуклеотиды (представленные в данном документе как NM или 2'-МОЕ), 2'-амино нуклео-
тиды и 2'-алкил нуклеотиды. Не обязательно, чтобы все позиции в заданном соединении были однородно 
модифицированы. И наоборот, в один агент РНКи ЛПA или даже в один его нуклеотид может быть вне-
сено более одной модификации. Смысловые цепи и антисмысловые цепи агента РНКи ЛПА можно син-
тезировать и/или модифицировать известными в данной области техники способами. Модификация в 
одном нуклеотиде не зависит от модификации в другом нуклеотиде. 
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Модифицированные нуклеотиды также включают нуклеотиды, имеющие модифицированные нук-
леооснования. Модифицированные нуклеооснования включают, но не ограничиваются этим, синтетиче-
ские и природные нуклеооснования, 5-замещенные пиримидины, 6-азапиримидины и N-2, N-6 и 0-6 за-
мещенные пурины, включая 2-аминопропиладенин, 5-пропинилурацил и 5-пропинилцитозин, 5-
метилцитозин (5-me-С), 5-гидроксиметил цитозин, ксантин, гипоксантин, 2-аминоаденин, 6-метильные и 
другие алкильные производные аденина и гуанина, 2-пропильные и другие алкильные производные аде-
нина и гуанина, 2-тиоурацил, 2-тиотимин и 2-тиоцитозин, 5-галоурацил и цитозин, 5-пропинил урацил и 
цитозин, 6-азоурацил, -цитозин и -тимин, 5-урацил (псевдоурацил), 4-тиоурацил, 8-гало, 8-амино, 8-тиол, 
8-тиоалкил, 8- гидроксил и другие 8-замещенные аденины и гуанины, 5-гало, в частности, 5-бром, 5- 
трифторметил и другие 5-замещенные урацилы и цитозины, 7-метилгуанин и 7-метиладенин, 8-
азагуанин и 8-азааденин, 7-деазагуанин и 7-деазааденин и 3-деазагуанин и 3-деазааденин. 

Модифицированные межнуклеозидные связи 

В некоторых вариантах реализации изобретения один или более нуклеотидов агента РНКи ЛПА 
связаны нестандартными связями или остовами (т. е. модифицированными межнуклеозидными связями 
или модифицированными остовами). В некоторых вариантах реализации изобретения модифицирован-
ная межнуклеозидная связь представляет собой не содержащую фосфат ковалентную межнуклеозидную 
связь. Модифицированные межнуклеозидные связи или остовы включают, но не ограничиваются этим, 
5'-тиофосфатную группу (представленную в данном документе нижним индексом "s" перед нуклеоти-
дом, как в sN, sn, sNf или sdN), хиральные тиофосфаты, тиофосфат, дитиофосфаты, фосфотриэфиры, 
аминоалкил-фосфотриэфиры, метальные и другие алкильные фосфонаты, включая 3'-алкиленфосфонаты 
и хиральные фосфонаты, фосфинаты, фосфорамидаты, включая 3'-аминофосфорамидаты и аминоалкил-
фосфорамидаты, тионофосфорамидаты, тионоалкилфосфонаты, тионоалкилфосфотриэфиры, морфоли-
новые связи и боранофосфаты, имеющие нормальные 3'-5' связи, их 2'-5' связанные аналоги и соедине-
ния, имеющие инвертированную полярность, когда смежные пары нуклеозидных единиц связаны 3'-5' с 
5'-3' или 2'-5' с 5'-2'. В других вариантах реализации изобретения в модифицированной межнуклеозидной 
связи или остове отсутствует атом фосфора. Модифицированные межнуклеозидные связи, в которых 
отсутствует атом фосфора, включают, но не ограничиваются этим, короткоцепочечные алкильные или 
циклоалкильные связи между сахарами, смешанные гетероатомные и алкильные или циклоалкильные 
связи между сахарами или одну или более короткоцепочечных гетероатомных или гетероциклических 
связей между сахарами. В некоторых вариантах реализации изобретения модифицированные межнуклео-
зидные остовы включают, но не ограничиваются этим, силоксановые остовы, сульфидные, сульфоксид-
ные и сульфоновые остовы; формацетильные и тиоформацетильные остовы, метиленформацетильные и 
тиоформацетильные остовы, алкенсодержащие остовы, сульфаматные остовы, метиленимино- и мети-
ленгидразино-остовы, сульфонатные и сульфонамидные остовы, амидные остовы; и другие, имеющие 
смешанные N, О, S и СН2 составляющие части. 

В некоторых вариантах реализации изобретения смысловая цепь агента РНКи ЛПА может содер-
жать 1, 2, 3, 4 тиофосфатные связи, антисмысловая цепь агента РНКи ЛПА может содержать 1, 2, 3 или 4 
тиофосфатные связи или как смысловая цепь, так и антисмысловая цепь могут независимо содержать 1, 
2, 3 или 4 тиофосфатные связи. 

В некоторых вариантах реализации изобретения смысловая цепь агента РНКи ЛПА содержит две 
тиофосфатные межнуклеозидные связи. В некоторых вариантах реализации изобретения две тиофосфат-
ные межнуклеозидные связи находятся между нуклеотидами в позициях 1-3 от 3' конца смысловой цепи. 
В некоторых вариантах реализации изобретения две тиофосфатные межнуклеозидные связи находятся 
между нуклеотидами в позициях 1-3, 2-4, 3-5, 4-6, 4-5 или 6-8 от 5' конца смысловой цепи. В некоторых 
вариантах реализации изобретения антисмысловая цепь агента РНКи ЛПА содержит четыре тиофосфат-
ные межнуклеозидные связи. В некоторых вариантах реализации изобретения четыре тиофосфатные 
межнуклеозидные связи находятся между нуклеотидами в позициях 1-3 от 5' конца смысловой цепи и 
между нуклеотидами в позициях 19-21, 20-22, 21-23, 22-24, 23-25 или 24-26 от 5' конца. В некоторых ва-
риантах реализации изобретения агент РНКи ЛПА содержит две тиофосфатные межнуклеозидные связи 
в смысловой цепи и четыре тиофосфатные межнуклеозидные связи в антисмысловой цепи. 

В некоторых вариантах реализации изобретения агент РНКи ЛПА содержит один или более моди-
фицированных нуклеотидов и одну или более модифицированных межнуклеозидных связей. В некото-
рых вариантах реализации изобретения 2'-модифицированный нуклеотид скомбинирован с модифициро-
ванной межнуклеозидной связью. 

Агенты РНКи ЛПА, имеющие модифицированные нуклеотиды 

Примеры антисмысловых цепей, содержащих модифицированные нуклеотиды, приведены в табл. 
2А. Примеры смысловых цепей, содержащих модифицированные нуклеотиды, приведены в табл. 2В. В 
табл.2А и 2В использованы следующие сокращения для обозначений модифицированных нуклеотидов: 
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Кроме того, в табл.2А и 2В перечислены следующие нацеливающие группы и связующие группы: 

(Alk-PEG5-C6), (C11-PEG3-NAG3), (С12), (C6-PEG4-NAG3), (C6-SS-Alk-Me), (Chol-TEG), (Dy540), 
(NAG13), (NAG18), (NAG24), (NAG25), (NAG26), (NAG27), (NAG28), (NAG29), (NAG30), (NAG31), 
(NAG32), (NAG33), (NAG34), (NAG35), (NAG36), (NAG37), (NAG4), (PAZ), (Sp18), (Стерил), (Alk-
SMPT-C6). Каждая смысловая цепь и/или антисмысловая цепь может содержать любую из вышеуказан-
ных нацеливающих групп или связующих групп, а также другие нацеливающие или связующие группы, 
конъюгированные с 5' и/или 3' концом последовательности. Химические структуры этих групп приведе-
ны в табл.4. 

Таблица 2А. Антисмысловые цепи агента РНКи ЛП А, имеющие модифицированные нуклеотиды 
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Таблица 2В. Смысловые цепи агента РНКи ЛПА, имеющие модифицированные нуклеотиды 
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Смысловую цепь, содержащую последовательность, приведенную в табл. 2В, можно гибридизиро-
вать с любой антисмысловой цепью, содержащей последовательность, приведенную в табл. 2А, при ус-
ловии, что две последовательности имеют область по меньшей мере 90% комплементарности на протя-
жении непрерывной последовательности из 16, 17, 18, 19, 20 или 21 нуклеотида. Типовые агенты РНКи 
ЛПА представлены как "ID дуплекса №", приведенные в табл. 3А и 3В. 

В некоторых вариантах реализации изобретения агент РНКи ЛПА содержит любую из "ID дуплекса 
№", представленных в данном документе. В некоторых вариантах реализации изобретения агент РНКи 
ЛПА состоит из любой из "ID дуплекса №", представленных в данном документе. В некоторых вариан-
тах реализации изобретения агент РНКи ЛПА содержит нуклеотидные последовательности смысловой 
цепи и антисмысловой цепи любой из "ID дуплекса №", представленных в данном документе. В некото-
рых вариантах реализации изобретения агент РНКи ЛПА содержит нуклеотидные последовательности 
смысловой цепи и антисмысловой цепи любой из "ID дуплекса №", представленных в данном документе, 
и нацеливающую группу и/или связующую группу, причем нацеливающая группа и/или связующая 
группа ковалентно связана (т.е. конъюгирована) со смысловой цепью или антисмысловой цепью. В неко-
торых вариантах реализации изобретения агент РНКи ЛПА содержит модифицированные нуклеотидные 
последовательности смысловой цепи и антисмысловой цепи любой из "ID дуплекса №", представленных 
в данном документе. В некоторых вариантах реализации изобретения агент РНКи ЛПА содержит моди-
фицированные нуклеотидные последовательности смысловой цепи и антисмысловой цепи любой из "ID 
дуплекса №", представленных в данном документе, и нацеливающую группу и/или связующую группу, 
причем нацеливающая группа и/или связующая группа ковалентно связана (т. е. конъюгирована) со смы-
словой цепью или антисмысловой цепью. 

 
Таблица 3А. Дуплексы агентов РНКи ЛПА с номерами ID дуплексов 
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Таблица 3В. Дуплексы агентов РНКи ЛПА с номерами III дуплексов 
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В некоторых вариантах реализации изобретения агент РНКи ЛПА содержит антисмысловую цепь, 

содержащую нуклеотидную последовательность SEQ ID NO:1242 (TCGUAUAACAAUAAGGGGC). В 
некоторых вариантах реализации изобретения агент РНКи ЛПА содержит антисмысловую цепь, содер-
жащую нуклеотидную последовательность SEQ ID NO:1244 (UCGUAUAACAAUAAGGGG). В некото-
рых вариантах реализации изобретения агент РНКи ЛПА содержит антисмысловую цепь, содержащую 
нуклеотидную последовательность SEQ ID NO:1246 (UCGUAUAACAAUAAGGG). В некоторых вариан-
тах реализации изобретения агент РНКи ЛПА содержит антисмысловую цепь, содержащую нуклеотид-
ную последовательность SEQ ID NO:1248 (TGAGAAUGAGCCUCGAUAA). В некоторых вариантах реа-
лизации изобретения агент РНКи ЛПА содержит антисмысловую цепь, содержащую нуклеотидную по-
следовательность SEQ ID NO:1250 (UGAGAAUGAGCCUCGAUA). В некоторых вариантах реализации 
изобретения агент РНКи ЛПА содержит антисмысловую цепь, содержащую нуклеотидную последова-
тельность SEQ ID NO:1252 (UGAGAAUGAGCCUCGAU). В некоторых вариантах реализации изобрете-
ния агент РНКи ЛПА содержит антисмысловую цепь, содержащую нуклеотидную последовательность 
SEQ ID NO:1254 (UGUAUAACAAUAAGGGG). В некоторых вариантах реализации изобретения агент 
РНКи ЛПА содержит антисмысловую цепь, содержащую нуклеотидную последовательность SEQ ID 
NO:1280 (CGUAUAACAAUAAGGGGC). В некоторых вариантах реализации изобретения агент РНКи 
ЛПА содержит антисмысловую цепь, содержащую нуклеотидную последовательность SEQ ID NO:1281 
(GAGAAUGAGCCUCGAUAA). В некоторых вариантах реализации изобретения агент РНКи ЛПА со-
держит антисмысловую цепь, содержащую нуклеотидную последовательность SEQ ID NO:1282 
(UCGUAUAACAAUAAGGGGC). В некоторых вариантах реализации изобретения агент РНКи ЛПА со-
держит антисмысловую цепь, содержащую нуклеотидную последовательность SEQ ID NO:1283 (UGA-
GAAUGAGCCUCGAUAA). В некоторых вариантах реализации изобретения один или более нуклеоти-
дов модифицированы. В некоторых вариантах реализации изобретения агент РНКи ЛПА содержит смы-
словую цепь, содержащую нуклеотидную последовательность SEQ ID NO:1243 
(GCCCCUUAUUGUUAUACGA). В некоторых вариантах реализации изобретения агент РНКи ЛПА со-
держит смысловую цепь, содержащую нуклеотидную последовательность SEQ ID NO:1245 
(CCCCUUAUUGUUAUACGA). В некоторых вариантах реализации изобретения агент РНКи ЛПА со-
держит смысловую цепь, содержащую нуклеотидную последовательность SEQ ID NO:1247 
(CCCUUAUUGUUAUACGA). В некоторых вариантах реализации изобретения агент РНКи ЛПА содер-
жит смысловую цепь, содержащую нуклеотидную последовательность SEQ ID NO:1249 
(UUAUCGAGGCUCAUUCUCA). В некоторых вариантах реализации изобретения агент РНКи ЛПА со-
держит смысловую цепь, содержащую нуклеотидную последовательность SEQ ID NO:1251 
(UAUCGAGGCUCAUUCUCA). В некоторых вариантах реализации изобретения агент РНКи ЛПА со-
держит смысловую цепь, содержащую нуклеотидную последовательность SEQ ID NO:1253 
(AUCGAGGCUCAUUCUCA). В некоторых вариантах реализации изобретения агент РНКи ЛПА содер-
жит смысловую цепь, содержащую нуклеотидную последовательность SEQ ID NO:1255 
(CCCCUUAUUGUUAUACA). В некоторых вариантах реализации изобретения агент РНКи ЛПА содер-
жит смысловую цепь, содержащую нуклеотидную последовательность SEQ ID NO:1284 
(GCCCCUUAUUGUUAUACG). В некоторых вариантах реализации изобретения агент РНКи ЛПА со-
держит смысловую цепь, содержащую нуклеотидную последовательность SEQ ID NO:1285 
(UUAUCGAGGCUCAUUCUC). В некоторых вариантах реализации изобретения один или более нуклео-
тидов модифицированы. 

В некоторых вариантах реализации изобретения агент РНКи ЛПА содержит антисмысловую цепь, 
содержащую нуклеотидную последовательность SEQ ID NO:1242, и смысловую цепь, содержащую нук-
леотидную последовательность SEQ ID NO:1243. В некоторых вариантах реализации изобретения агент 
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РНКи ЛПА содержит антисмысловую цепь, содержащую нуклеотидную последовательность SEQ ID 
NO:1244, и смысловую цепь, содержащую нуклеотидную последовательность SEQ ID NO:1245. В неко-
торых вариантах реализации изобретения агент РНКи ЛПА содержит антисмысловую цепь, содержащую 
нуклеотидную последовательность SEQ ID NO:1246, и смысловую цепь, содержащую нуклеотидную 
последовательность SEQ ID NO:1247. В некоторых вариантах реализации изобретения агент РНКи ЛПА 
содержит антисмысловую цепь, содержащую нуклеотидную последовательность SEQ ID NO:1248, и 
смысловую цепь, содержащую нуклеотидную последовательность SEQ ID NO:1249. В некоторых вари-
антах реализации изобретения агент РНКи ЛПА содержит антисмысловую цепь, содержащую нуклео-
тидную последовательность SEQ ID NO:1250, и смысловую цепь, содержащую нуклеотидную последо-
вательность SEQ ID NO:1251. В некоторых вариантах реализации изобретения агент РНКи ЛПА содер-
жит антисмысловую цепь, содержащую нуклеотидную последовательность SEQ ID NO:1252, и смысло-
вую цепь, содержащую нуклеотидную последовательность SEQ ID NO:1253. В некоторых вариантах ре-
ализации изобретения агент РНКи ЛПA содержит антисмысловую цепь, содержащую нуклеотидную по-
следовательность SEQ ID NO:1254, и смысловую цепь, содержащую нуклеотидную последовательность 
SEQ ID NO:1255. В некоторых вариантах реализации изобретения агент РНКи ЛПА содержит антисмы-
словую цепь, содержащую нуклеотидную последовательность SEQ ID NO:1280, и смысловую цепь, со-
держащую нуклеотидную последовательность SEQ ID NO:1284. В некоторых вариантах реализации изо-
бретения агент РНКи ЛПА содержит антисмысловую цепь, содержащую нуклеотидную последователь-
ность SEQ ID NO:1281, и смысловую цепь, содержащую нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 
1285. В некоторых вариантах реализации изобретения агент РНКи ЛПА содержит антисмысловую цепь, 
содержащую нуклеотидную последовательность SEQ ID NO:1282, и смысловую цепь, содержащую нук-
леотидную последовательность SEQ ID NO:1259. В некоторых вариантах реализации изобретения агент 
РНКи ЛПА содержит антисмысловую цепь, содержащую нуклеотидную последовательность SEQ ID 
NO:1283, и смысловую цепь, содержащую нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 1249. В неко-
торых вариантах реализации изобретения один или более нуклеотидов модифицированы. 

В некоторых вариантах реализации изобретения агент РНКи ЛПА содержит антисмысловую цепь, 
содержащую нуклеотидную последовательность SEQ ID NO. 156, 164 или 188. В некоторых вариантах 
реализации изобретения агент РНКи ЛПА содержит смысловую цепь, содержащую нуклеотидную по-
следовательность SEQ ID NO. 310, 357, 384 или 376. В некоторых вариантах реализации изобретения 
агент РНКи ЛПА содержит антисмысловую цепь и смысловую цепь, содержащие нуклеотидные после-
довательности SEQ ID NO:156/310, SEQ ID NO:164/357, SEQ ID NO:188/384, SEQ ID NO:164/376 или 
SEQ ID NO:164/384. В некоторых вариантах реализации изобретения один или более нуклеотидов моди-
фицированы. 

В некоторых вариантах реализации изобретения агент РНКи ЛПА содержит антисмысловую цепь, 
содержащую нуклеотидную последовательность SEQ ID NO. 637, 709, 790, 787 или 788. В некоторых 
вариантах реализации изобретения агент РНКи ЛПА содержит смысловую цепь, содержащую нуклео-
тидную последовательность SEQ ID NO:1132, 1135, 1189, 1191 или 1186. В некоторых вариантах реали-
зации изобретения агент РНКи ЛПА содержит антисмысловую цепь и смысловую цепь, содержащие 
нуклеотидные последовательности SEQ ID NO:637/1132, SEQ ID NO:709/1135, SEQ ID NO:790/1189, 
SEQ ID NO:787/1191 или SEQ ID NO:788/1186. 

В некоторых вариантах реализации изобретения агент РНКи ЛПА содержит SEQ ID NO. 637, 709, 
790, 787 или 788. В некоторых вариантах реализации изобретения агент РНКи ЛПА содержит SEQ ID 
NO:1132, 1135, 1189, 1191 или 1186. В некоторых вариантах реализации изобретения агент РНКи ЛПА 
содержит SEQ ID NO:637/1132, SEQ ID NO:709/1135, SEQ ID NO:790/1189, SEQ ID NO:787/1191 или 
SEQ ID NO:788/1186. 

В некоторых вариантах реализации изобретения агент РНКи ЛПА состоит из SEQ ID NO. 637, 709, 
790, 787 или 788. В некоторых вариантах реализации изобретения агент РНКи ЛПА состоит из SEQ ID 
NO:1132, 1135, 1189, 1191 или 1186. В некоторых вариантах реализации изобретения агент РНКи ЛПА 
состоит из SEQ ID NO:637/1132, SEQ ID NO:709/1135, SEQ ID NO:790/1189, SEQ ID NO:787/1191 или 
SEQ ID NO:788/1186. 

В некоторых вариантах реализации изобретения агент РНКи ЛПА содержит антисмысловую цепь и 
смысловую цепь, имеющие нуклеотидные последовательности любого из дуплексов антисмысловая 
цепь/смысловая цепь из табл. 3А или 3В. 

В некоторых вариантах реализации изобретения агент РНКи ЛПА содержит антисмысловую цепь и 
смысловую цепь, имеющие нуклеотидные последовательности любого из дуплексов антисмысловая 
цепь/смысловая цепь из табл.3А или 3В, и дополнительно содержит нацеливающую группу лиганда ре-
цептора асиалогликопротеина. 

В некоторых вариантах реализации изобретения агент РНКи ЛПА содержит антисмысловую цепь и 
смысловую цепь, имеющие нуклеотидные последовательности любого из дуплексов антисмысловая 
цепь/смысловая цепь из табл.3А или 3В, и дополнительно содержит нацеливающую группу, выбранную 
из группы, состоящей из (C11-PEG3-NAG3), (C11-PEG3-NAG3), (C6-PEG4-NAG3), (NAG 3), (NAG4), 
(NAG3-AA2), (NAG3-Palm), (NAG13), (NAG18), (NAG24), (NAG25), (NAG25)s, (NAG26), (NAG27), 
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(NAG28), (NAG29), (NAG30), (NAG30)s, (NAG31), (NAG13), (NAG31s), (NAG32), (NAG33), (NAG34), 
(NAG35), (NAG36) и (NAG37). 

В некоторых вариантах реализации изобретения агент РНКи ЛПА содержит антисмысловую цепь и 
смысловую цепь, имеющие модифицированные нуклеотидные последовательности любого из дуплексов 
антисмысловая цепь/смысловая цепь из табл.3А или 3В. 

В некоторых вариантах реализации изобретения агент РНКи ЛПА содержит антисмысловую цепь и 
смысловую цепь, имеющие модифицированные нуклеотидные последовательности любого из дуплексов 
антисмысловая цепь/смысловая цепь из табл.3А или 3В, и дополнительно содержит нацеливающую 
группу лиганда рецептора асиалогликопротеина. 

В некоторых вариантах реализации изобретения агент РНКи ЛПА содержит антисмысловую цепь и 
смысловую цепь, имеющие модифицированные нуклеотидные последовательности любого из дуплексов 
антисмысловая цепь/смысловая цепь из табл.3А или ЗВ, и дополнительно содержит нацеливающую 
группу, выбранную из группы, состоящей из (C11-PEG3-NAG3), (C11-PEG3-NAG3), (C6-PEG4-NAG3), 
(NAG 3), (NAG4), (NAG3-AA2), (NAG3-Palm), (NAG13), (NAG18), (NAG24), (NAG25), (NAG25)s, 
(NAG26), (NAG27), (NAG28), (NAG29), (NAG30), (NAG30)s, (NAG31), (NAG13), (NAG31s), (NAG32), 
(NAG33), (NAG34), (NAG35), (NAG36) и (NAG37). 

В некоторых вариантах реализации изобретения агент РНКи ЛПА содержит любой из дуплексов из 
табл.3А или 3В. 

В некоторых вариантах реализации изобретения агент РНКи ЛПА состоит из любого из дуплексов 
из табл.3А или 3В. 

В некоторых вариантах реализации изобретения агент РНКи ЛПА содержит антисмысловую цепь и 
смысловую цепь, имеющие нуклеотидные последовательности AD03460, AD03536, AD03851, AD03853, 
AD3847 или AD04110. 

В некоторых вариантах реализации изобретения агент РНКи ЛПА содержит антисмысловую цепь и 
смысловую цепь, имеющие нуклеотидные последовательности AD03460, AD03536, AD03851, AD03853, 
AD3847 или AD04110, и дополнительно содержит нацеливающую группу лиганда рецептора асиалогли-
копротеина. 

В некоторых вариантах реализации изобретения агент РНКи ЛПА содержит антисмысловую цепь и 
смысловую цепь, имеющие нуклеотидные последовательности AD03460, AD03536, AD03851, AD03853, 
AD3847 или AD04110, и дополнительно содержит нацеливающую группу, выбранную из группы, со-
стоящей из (C11-PEG3-NAG3), (С11-PEG3-NAG3), (C6-PEG4-NAG3), (NAG 3), (NAG4), (NAG3-AA2), 
(NAG3-Palm), (NAG13), (NAG18), (NAG24), (NAG25), (NAG25)s, (NAG26), (NAG27), (NAG28), 
(NAG29), (NAG30), (NAG30)s, (NAG31), (NAG13), (NAG31s), (NAG32), (NAG33), (NAG34), (NAG35), 
(NAG36) и (NAG37). 

В некоторых вариантах реализации изобретения агент РНКи ЛПA содержит антисмысловую цепь и 
смысловую цепь, имеющие модифицированные нуклеотидные последовательности AD03460, AD03536, 
AD03851, AD03853, AD3847 или AD04110. 

В некоторых вариантах реализации изобретения агент РНКи ЛПА содержит антисмысловую цепь и 
смысловую цепь, имеющие модифицированные нуклеотидные последовательности AD03460, AD03536, 
AD03851, AD03853, AD3847 или AD04110, и дополнительно содержит нацеливающую группу лиганда 
рецептора асиалогликопротеина. 

В некоторых вариантах реализации изобретения агент РНКи ЛПА содержит антисмысловую цепь и 
смысловую цепь, имеющие модифицированные нуклеотидные последовательности AD03460, AD03536, 
AD03851, AD03853, AD3847 или AD04110, и дополнительно содержит нацеливающую группу, выбран-
ную из группы, состоящей из (C11-PEG3-NAG3), (C11-PEG3-NAG3), (C6-PEG4-NAG3), (NAG3), 
(NAG4), (NAG3-AA2), (NAG3-Palm), (NAG13), (NAG18), (NAG24), (NAG25), (NAG25)s, (NAG26), 
(NAG27), (NAG28), (NAG29), (NAG30), (NAG30)s, (NAG31), (NAG13), (NAG31s), (NAG32), (NAG33), 
(NAG34), (NAG35), (NAG36) и (NAG37). 

В некоторых вариантах реализации изобретения агент РНКи ЛПА содержит AD03460, AD03536, 
AD03851, AD03853, AD3847 или AD04110. 

В некоторых вариантах реализации изобретения агент РНКи ЛПА состоит из AD03460, AD03536, 
AD03851, AD03853, AD3847 или AD04110. 

Ненуклеотидная группа 

В некоторых вариантах реализации изобретения агент РНКи ЛПА содержит или конъюгирован с 
одной или более ненуклеотидными группами, включая, но не ограничиваясь этим, нацеливающую груп-
пу, связующую группу, полимер для доставки или средство доставки. Ненуклеотидная группа может 
улучшать нацеливание, доставку или присоединение агента РНКи. Примеры нацеливающих групп и свя-
зующих групп приведены в табл. 4. Ненуклеотидная группа может быть ковалентно связана с 3' и/или 5' 
концом смысловой цепи и/или антисмысловой цепи. В некоторых вариантах реализации изобретения 
агент РНКи ЛПА содержит ненуклеотидную группу, связанную с 3' и/или 5' концом смысловой цепи. В 
некоторых вариантах реализации изобретения ненуклеотидная группа связана с 5' концом смысловой 
цепи агента РНКи ЛПА. Ненуклеотидная группа может быть прямо или непрямо связана с агентом РНКи 
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посредством линкера/связующей группы. В некоторых вариантах реализации изобретения ненуклеотид-
ная группа связана с агентом РНКи посредством лабильного, отщепляемого линкера или обратимой свя-
зи. 

В некоторых вариантах реализации изобретения ненуклеотидная группа усиливает фармакокинети-
ческие свойства или свойства биораспределения агента РНКи или конъюгата, к которому она присоеди-
нена, для улучшения клеточно- или тканеспецифического распределения и клеточно-специфического 
поглощения конъюгата. В некоторых вариантах реализации изобретения ненуклеотидная группа усили-
вает эндоцитоз агента РНКи. 

Нацеливающая группа 

Нацеливающая группа может быть моновалентной, двухвалентной, трехвалентной, четырехвалент-
ной или иметь более высокую валентность. Типовые нацеливающие группы включают, без ограничений, 
соединения с аффинностью в отношении молекул клеточной поверхности, лиганды клеточных рецепто-
ров, гаптен, антитела, моноклональные антитела, фрагменты антител и миметики антител с аффинностью 
в отношении молекулы клеточной поверхности. В некоторых вариантах реализации изобретения нацели-
вающая группа связана с агентом РНКи посредством линкера, такого как PEG (ПЭГ или полиэтиленгли-
коль)-линкер или одна, две или три группы с удаленными азотистыми основаниями и/или рибитовые 
группы. В некоторых вариантах реализации изобретения нацеливающая группа содержит кластер галак-
тозы. 

Описанные в данном документе агенты РНКи ЛПА можно синтезировать так, чтобы они содержали 
реактивную группу, такую как аминогруппа, в 5' конце. Реактивную группу можно использовать для по-
следующего присоединения нацеливающего компонента, используя типичные в данной области техники 
способы. 

В некоторых вариантах реализации изобретения нацеливающая группа содержит лиганд рецептора 
асиалогликопротеина. В некоторых вариантах реализации изобретения лиганд рецептора асиалоглико-
протеина включает в себя или состоит из одного или более производных галактозы или кластеров галак-
тозы. В контексте данного документа термин производное галактозы включает как галактозу, так и про-
изводные галактозы, имеющие аффинность в отношении рецептора асиалогликопротеина, которая равна 
или превышает аффинность галактозы. Производные галактозы включают, но не ограничиваются этим: 
галактозу, галактозамин, N-формилгалактозамин, N-ацетилгалактозамин, 

N-пропионилгалактозамин, N-n-бутаноилгалактозамин и N-изобутаноилгалактозамин (смотрите, 
например: Iobst, S.T. and Drickamer, K. J.B.C. 1996, 277, 6686). Производные галактозы и кластеры галак-
тозы, применимые для in vivo нацеливания олигонуклеотидов и других молекул на печень, известны в 
данной области техники (смотрите, например, Baenziger and Fiete, 1980, Cell, 22, 611-620; Connolly et al., 
1982, J. Biol. Chem., 257, 939-945). Производные галактозы использовали для нацеливания молекул на 
гепатоциты in vivo посредством их связывания с рецептором асиалогликопротеина (ASGPr), экспресси-
руемым на поверхности гепатоцитов. Связывание лигандов ASGPr с ASGPr облегчает клеточно-
специфическое нацеливание на гепатоциты и эндоцитоз молекулы в гепатоцитах. Кластер галактозы мо-
жет быть присоединен к 3' или 5' концу полинуклеотида РНКи с помощью известных в данной области 
техники способов. 

В контексте данного документа кластер галактозы включает молекулу, содержащую от двух до че-
тырех концевых производных галактозы. Концевое производное галактозы присоединено к молекуле 
посредством углерода С-1. В некоторых вариантах реализации изобретения кластер галактозы представ-
ляет собой тримерное производное галактозы, 3-антеннарное производное галактозы или трехвалентное 
производное галактозы. В некоторых вариантах реализации изобретения кластер галактозы содержит N-
ацетигалактозамины (GalNAc). В некоторых вариантах реализации изобретения кластер галактозы со-
держит трехвалентный N-ацетигалактозамин. В некоторых вариантах реализации изобретения кластер 
галактозы представляет собой тетрамерное производное галактозы, 4-антеннарное производное галакто-
зы или четырехвалентное производное галактозы. В некоторых вариантах реализации изобретения кла-
стер галактозы содержит четырехвалентный N-ацетигалактозамин. 

В контексте данного документа тример галактозы содержит три производных галактозы, каждое 
связанное с центральной точкой ветвления. В контексте данного документа тетрамер галактозы содержит 
четыре производных галактозы, каждое связанное с центральной точкой ветвления. Производные галак-
тозы могут быть присоединены к центральной точке ветвления посредством углеродов С-1 сахаридов. В 
некоторых вариантах реализации изобретения производные галактозы связаны с центральной точкой 
ветвления посредством линкеров или спейсеров. В некоторых вариантах реализации изобретения линкер 
или спейсер представляет собой гибкий гидрофильный спейсер, такой как PEG-группа (смотрите, на-
пример, патент США № 5885968; Biessen et al. J. Med. Chem. 1995 Vol. 39 p. 1538-1546). В некоторых 
вариантах реализации изобретения PEG-спейсер представляет собой PEG3-спейсер. Точка ветвления мо-
жет представлять собой любую небольшую молекулу, которая обеспечивает присоединение трех произ-
водных галактозы и дополнительно обеспечивает присоединение точки ветвления к агенту РНКи. При-
мером группы точки ветвления является дилизин или диглутамат. Присоединение точки ветвления к 
агенту РНКи может происходить с помощью линкера или спейсера. В некоторых вариантах реализации 
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изобретения линкер или спейсер включает гибкий гидрофильный спейсер, такой как, без ограничений, 
PEG-спейсер. В некоторых вариантах реализации изобретения PEG-спейсер представляет собой РЕG3-
спейсер (три единицы этилена). В других вариантах реализации изобретения PEG-спейсер содержит от 1 
до 20 единиц этилена (от PEG1 до PEG20). В некоторых вариантах реализации изобретения производное 
галактозы включает N-ацетилгалактозамин (GalNAc или NAG). В некоторых вариантах реализации изо-
бретения кластер галактозы состоит из тетрамерного производного галактозы, которое может представ-
лять собой, например, тетрамер N-ацетилгалактозамина. 

В некоторых вариантах реализации изобретения описаны фармацевтические композиции для дос-
тавки агента РНКи ЛПА в клетку печени in vivo. Такие фармацевтические композиции могут содержать, 
например, агент РНКи ЛПА, конъюгированный к кластеру галактозы. В некоторых вариантах реализа-
ции изобретения кластер галактозы состоит из тримерного производного галактозы, которое может пред-
ставлять собой, например, тример N-ацетилгалактозамина, или тетрамерного производного галактозы, 
которое может представлять собой, например, тетрамер N-ацетилгалактозамина. 

Нацеливающие группы включают, но не ограничиваются этим, (Chol-TEG), (TEG-Chol), (C11-
PEG3-NAG3), (Cm-PEGn-NAG3), (Cx-PEGz-NAG3), (NAG 3), (NAG4), (NAG3-AA2), (NAG3-Palm), 
(NAG13), (NAG18), (NAG24), (NAG25), (NAG25)s, (NAG26), (NAG27), (NAG28), (NAG29), (NAG30), 
(NAG30)s, (NAG31), (NAG13), (NAG31s), (NAG32), (NAG33), (NAG34), (NAG35), (NAG36) и (NAG37). 

Связующая группа 

В некоторых вариантах реализации изобретения к агенту РНКи конъюгирована связующая группа. 
Связующая группа облегчает ковалентное связывание агента с нацеливающей группой или полимером 
для доставки, или средством доставки. Связующая группа может быть связана с 3' или 5' концом смы-
словой цепи или антисмысловой цепи агента РНКи. В некоторых вариантах реализации изобретения свя-
зующая группа конъюгирована к смысловой цепи агента РНКи. В некоторых вариантах реализации изо-
бретения связующая группа конъюгирована к 5' или 3' концу смысловой цепи агента РНКи. В некоторых 
вариантах реализации изобретения связующая группа конъюгирована к 5' концу смысловой цепи агента 
РНКи. Примеры связующих групп включают, но не ограничиваются этим: Alk-SMPT-C6, Alk-SS-C6, 
DBCO-TEG, Me-Alk-SS-C6, и C6-SS-Alk-Me, реактивные группы, такие как первичные амины и алкины, 
алкильные группы, рибозу с удаленным азотным основанием, рибитовые и/или PEG-группы. 

Линкер или связующая группа представляет собой соединение между двумя атомами, которое свя-
зывает одну химическую группу (такую как агент РНКи) или представляющий интерес сегмент с другой 
химической группой (такой как нацеливающая группа или полимер для доставки) или представляющим 
интерес сегментом посредством одной или более ковалентных связей. Лабильное соединение включает 
лабильную связь. Соединение может, необязательно, содержать спейсер, который увеличивает расстоя-
ние между двумя соединенными атомами. Спейсер может дополнительно добавлять соединению гиб-
кость и/или длину. Спейсеры могут включать, но не ограничиваются этим, алкильные группы, алкениль-
ные группы, алкинильные группы, арильные группы, аралкильные группы, аралкенильные группы и 
аралкинильные группы; каждая из которых может содержать один или более гетероатомов, гетероцик-
лов, аминокислот, нуклеотидов и сахаридов. Спейсерные группы хорошо известны в данной области 
техники и приведенный выше перечень не подразумевает ограничение объема описания. 

Связующие группы включают, но не ограничиваются этим, алкил, PEG, (C6-PEGn-Alk), (Cn-SMPT-
Alk) и (Cn-SS-Alk-Me). 

Любой из агентов РНКи ЛПА, перечисленных в табл. 2А и 2В, который содержит 3' или 5' нацели-
вающую группу или связующую группу, может, в альтернативном варианте, не содержать 3' или 5' наце-
ливающую группу или связующую группу, или может содержать другую 3' или 5' нацеливающую группу 
или связующую группу, включая, но не ограничиваясь этим, приведенные в табл.4. Любая из нуклеотид-
ных последовательностей агента РНКи ЛПА, перечисленных в табл. 1, 2А и 2В, модифицированная или 
немодифицированная, может содержать 3' или 5' нацеливающую группу или связующую группу, вклю-
чая, но не ограничиваясь этим, приведенные в табл. 4. Любой из дуплексов агента РНКи ЛПА, перечис-
ленных в табл. 3А и 3В, модифицированный или немодифицированный, может дополнительно содер-
жать нацеливающую группу или связующую группу, включая, но не ограничиваясь этим, приведенные в 
табл. 4, а нацеливающая группа или связующая группа может быть присоединена к 3' или 5' концу смы-
словой цепи или антисмысловой цепи дуплекса агента РНКи ЛПА. 
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Таблица 4. Структуры, представляющие различные модифицированные нуклеотиды, нацеливающие 
группы и связующие группы 

 

 



038478 

- 67 - 

 

 



038478 

- 68 - 

 

 



038478 

- 69 - 

 

 



038478 

- 70 - 

 

 



038478 

- 71 - 

 

 
В каждой из вышеприведенных структур NAG содержит N-ацетилгалактозамин или другой лиганд 

ASGPR. Каждый (NAGx) может быть присоединен к агенту РНКи ЛПА посредством фосфатной группы 
(как в (NAG25), (NAG30) и (NAG31)) или тиофосфатной группы (как в (NAG25)s, (NAG30)s и 
(NAG31)s), или другой связующей группы. В альтернативном варианте можно использовать другие из-
вестные в данной области техники связующие группы. 

 
 

Средства доставки 

В некоторых вариантах реализации изобретения для доставки агента РНКи в клетку или ткань мож-
но использовать средство доставки. Средство доставки представляет собой соединение, которое улучша-



038478 

- 72 - 

ет доставку агента РНКи в клетку или ткань. Средство доставки может включать или состоять из, но не 
ограничивается этим: полимер, такой как амфипатический полимер, мембраноактивный полимер, пеп-
тид, пептид мелиттина, мелиттин-подобный пептид (МПП), липид, обратимо модифицированный поли-
мер или пептид или обратимо модифицированный мембраноактивный полимер. 

В некоторых вариантах реализации изобретения агенты РНКи можно комбинировать с липидами, 
наночастицами, полимерами, липосомами, мицеллами, ДНК или другими системами доставки, доступ-
ными в данной области техники. Агенты РНКи также могут быть химически конъюгированы с нацели-
вающими группами, липидами (включая, но не ограничиваясь этим, холестерин и производные холесте-
рина), наночастицами, полимерами, липосомами, мицеллами, ДПК (смотрите, например WO 
2000/053722, WO 2008/0022309, WO 2011/104169 и WO 2012/083185, WO 2013/032829, WO 2013/158141, 
каждая из которых включена в данный документ посредством ссылки), или другими системами доставки, 
доступными в данной области техники. 

Фармацевтические композиции 

В данном документе описаны способы доставки агентов РНКи ЛПА в клетки печени млекопитаю-
щего in vivo. В некоторых вариантах реализации изобретения может применяться средство доставки. 
Средство доставки представляет собой соединение, которое улучшает доставку агента РНКи в клетку. 
Средство доставки может представлять собой, но не ограничивается этим: полимер, такой как амфипати-
ческий полимер, мембраноактивный полимер, пептид, такой как мелиттин или мелиттин-подобный пеп-
тид, обратимо модифицированный полимер или пептид или липид. В некоторых вариантах реализации 
изобретения агент РНКи ЛПА связан с нацеливающим лигандом, который содержит лиганд асиалогли-
копротеина. В некоторых вариантах реализации изобретения агент РНКи ЛПА связан с нацеливающим 
лигандом, который содержит или состоит из кластера галактозы. 

Агент РНКи ЛПА можно применять для того, чтобы ингибировать экспрессию ЛПА в клетке, груп-
пе клеток или ткани, например, в организме субъекта. В некоторых вариантах реализации изобретения 
агент РНКи ЛПА применяют для составления композиции, т.е. фармацевтической композиции или меди-
камента, для введения субъекту. В контексте данного документа фармацевтическая композиция или ме-
дикамент содержит фармакологически эффективное количество по меньшей мере одного из описанных 
агентов РНКи ЛПА и одно или более фармацевтически приемлемых вспомогательных веществ. Фарма-
цевтически приемлемые вспомогательные вещества (вспомогательные вещества) представляют собой 
вещества, отличные от активного фармацевтического ингредиента (АФИ, терапевтический продукт, на-
пример, агент РНКи ЛПА), которые были надлежащим образом оценены в отношении безопасности и 
намеренно включены в систему доставки лекарственного препарата. Вспомогательные вещества не ока-
зывают и не должны оказывать терапевтическое действие в предусмотренной дозировке. Действие вспо-
могательных веществ может состоять в том, чтобы а) помогать в обработке системы доставки лекарст-
венного препарата во время производства, b) сохранять, поддерживать или повышать стабильность, био-
доступность или переносимость пациентом АФИ, с) способствовать идентификации продукта и/или d) 
повышать любые другие показатели общей безопасности, эффективности доставки АФИ во время хране-
ния или применения. Фармацевтические приемлемое вспомогательно вещество может быть или не быть 
инертным веществом. 

Вспомогательные вещества включают, но не ограничиваются этим: усилители поглощения, антиад-
гезивы, противовспенивающие агенты, антиоксиданты, связывающие препараты, буферные агенты, но-
сители, покрывающие агенты, красители, соединения, улучшающие доставку, полимеры для доставки, 
декстран, декстрозу, разбавители, разрыхлители, эмульсификаторы, удлинители, наполнители, аромати-
заторы, скользящие вещества, увлажнители, лубриканты, масла, полимеры, консерванты, физраствор, 
соли, растворители, сахара, суспендирующие агенты, матрицы замедленного высвобождения, подсласти-
тели, загустители, агенты, придающие тоничность, несущие среды, водоотталкивающие добавки и сма-
чивающие агенты. 

Фармацевтическая композиция может содержать другие дополнительные компоненты, обычно вхо-
дящие в состав фармацевтических композиций. Такие дополнительные компоненты включают, но не 
ограничиваются этим: средства против зуда, вяжущие вещества, местные анестетики или противовоспа-
лительные агенты (например, антигистамин, дифенгидрамин и т. д.). Также подразумевается, что клетки, 
ткани или выделенные органы, которые экспрессируют или содержат агенты РНКи согласно определе-
нию в данном документе можно применять в качестве "фармацевтических композиций". В контексте 
данного документа "фармакологически эффективное количество", "терапевтически эффективное количе-
ство" или "эффективное количество" относятся к количеству агента РНКи, достаточному для получения 
предполагаемого фармакологического, терапевтического или превентивного результата. 

В некоторых вариантах реализации изобретения описанный агент РНКи ЛПА комбинируют с од-
ним или более терапевтическими препаратами или вариантами лечения, включая, но не ограничиваясь 
этим: второй агент РНКи ЛПА или другой агент РНКи, низкомолекулярный лекарственный препарат, 
антитело, фрагмент антитела и/или вакцину. Примеры дополнительных терапевтических препаратов 
включают, но не ограничиваются этим, ингибиторы HMg Co-А редуктазы (статины), эзетимиб, ингиби-
торы PCSK-9, ингибиторы СТЕР, варианты терапии, нацеленные на ANGPTL3, варианты терапии, наце-
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ленные на АРОС3, и ниацин. 
Описанные в данном документе агенты РНКи и фармацевтические композиции, содержащие агенты 

РНКи ЛПА, могут находиться или содержаться в наборе, контейнере, упаковке или диспенсере. Агенты 
РНКи ЛПА и фармацевтические композиции, содержащие агенты РНКи ЛПА, могут находиться в пред-
варительно заполненных шприцах или флаконах. 

В некоторых вариантах реализации изобретения предусмотрены фармацевтические композиции, 
содержащие по меньшей мере один из описанных агентов РНКи ЛПА. Фармацевтические композиции 
применимы в ингибировании экспрессии гена ЛПА в клетке, ткани или организме. В некоторых вариан-
тах реализации изобретения описанные фармацевтические композиции применяют для лечения субъекта, 
имеющего заболевание, патологическое состояние или нарушение, на протекание которого снижение 
или ингибирование экспрессии ЛПА оказывало бы благоприятное действие. В некоторых вариантах реа-
лизации изобретения описанные фармацевтические композиции применяют для лечения субъекта, име-
ющего риск развития заболевания, патологического состояния или нарушения, на протекание которого 
снижение или ингибирование экспрессии ЛПА оказывало бы благоприятное действие. Заболевания, па-
тологические состояния или нарушения, на протекание которых снижение или ингибирование экспрес-
сии ЛПА оказывало бы благоприятное действие, включают, но не ограничиваются этим: болезнь Берге-
ра, заболевание периферических артерий, ишемическую болезнь сердца, метаболический синдром, ост-
рый коронарный синдром, стеноз аортального клапана, регургитацию аортального клапана, расслоение 
аорты, окклюзию артерии сетчатки, цереброваскулярные заболевания, мезентериальный тромбоз, оклю-
зию верхней брыжеечной артерии, стеноз почечной артерии, стабильную/нестабильную стенокардию, 
острый коронарный синдром, гетерозиготную или гомозиготную семейную гиперхолестеринемию, гипе-
рапобеталипопротеинемию, цереброваскулярный атеросклероз, цереброваскулярные заболевания и 
тромбоз вен. В некоторых вариантах реализации изобретения субъект является млекопитающим, вклю-
чая, но не ограничиваясь этим, человека. 

Предусмотрены клетки, ткани и отличные от человека организмы, которые содержат по меньшей 
мере один из описанных в данном документе агентов РНКи ЛПА. Клетку, ткань или отличный от чело-
века организм получают путем доставки агента РНКи в клетку, ткань или отличный от человека орга-
низм любыми доступными в данной области техники средствами. В некоторых вариантах реализации 
изобретения клетка является клеткой млекопитающего, включая, но не ограничиваясь этим, клетку чело-
века. Клетку, ткань или отличный от человека организм можно применять для исследований или в каче-
стве инструмента исследований (например, испытания лекарственных препаратов или диагностика). 

Способ лечения 

В некоторых вариантах реализации изобретения описанные в данном документе агенты РНКи ЛПА 
применяют для лечения субъекта, имеющего заболевание, патологическое состояние или нарушение или 
риск заболевания, патологического состояния или нарушения, на протекание которого снижение или 
ингибирование экспрессии ЛПА оказывало бы благоприятное действие. Лечение субъекта, на которого 
снижение и/или ингибирование экспрессии гена ЛПА оказывало бы благоприятное действие, включает 
терапевтическое и/или профилактическое лечение. Примеры заболеваний, патологических состояний или 
нарушений включают, но не ограничиваются этим: болезнь Бергера, заболевание периферических арте-
рий, ишемическую болезнь сердца, метаболический синдром, острый коронарный синдром, стеноз аор-
тального клапана, регургитацию аортального клапана, расслоение аорты, окклюзию артерии сетчатки, 
цереброваскулярные заболевания, мезентериальный тромбоз, оклюзию верхней брыжеечной артерии, 
стеноз почечной артерии, стабильную/нестабильную стенокардию, острый коронарный синдром, гетеро-
зиготную или гомозиготную семейную гиперхолестеринемию, гиперапобеталипопротеинемию, церебро-
васкулярный атеросклероз, цереброваскулярные заболевания и тромбоз вен. В некоторых вариантах реа-
лизации изобретения указанный способ включает введение композиции, такой как фармацевтическая 
композиция, содержащая описанный в данном документе агент РНКи ЛПА, подлежащему лечению мле-
копитающему. 

В некоторых вариантах реализации изобретения субъекту вводят терапевтически эффективное ко-
личество одного или более из описанных в данном документе агентов РНКи ЛПА, ингибируя, таким об-
разом, экспрессию ЛПА у субъекта (например, количество, эффективное для ингибирования экспрессии 
ЛПА у субъекта). В некоторых вариантах реализации изобретения один или более из описанных в дан-
ном документе агентов РНКи ЛПА применяют для лечения субъекта, имеющего заболевание или нару-
шение, на протекание которого снижение или ингибирование экспрессии ЛПА оказывало бы благопри-
ятное действие. В некоторых вариантах реализации изобретения описанные агенты РНКи ЛПА приме-
няют для лечения или предотвращения по меньшей мере одного симптома у субъекта, имеющего заболе-
вание или нарушение, на протекание которого снижение или ингибирование экспрессии ЛПА оказывало 
бы благоприятное действие. Субъекту вводят терапевтически эффективное количество любого одного 
или более из описанных агентов РНКи, осуществляя, таким образом, лечение симптома. В некоторых 
вариантах реализации изобретения субъекту вводят профилактически эффективное количество любого 
одного или более из описанных агентов РНКи, осуществляя, таким образом, предотвращение по мень-
шей мере одного симптома. 
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В некоторых вариантах реализации изобретения агент РНКи ЛПА применяют для лечения или ве-
дения клинического проявления, при этом нуждающемуся в лечении, предотвращении или ведении 
субъекту вводят терапевтически или профилактически эффективное количество одного или более из 
агентов РНКи ЛПА или композиций, содержащих агенты РНКи ЛПА, описанных в данном документе. В 
некоторых вариантах реализации изобретения указанный способ включает введение композиции, содер-
жащей описанный в данном документе агент РНКи ЛПА, подлежащему лечению млекопитающему. 

В некоторых вариантах реализации изобретения указанный способ дополнительно включает этап 
применения второго терапевтического препарата или варианта лечения. В некоторых вариантах реализа-
ции изобретения второй терапевтический препарат представляет собой другой агент РНКи ЛПА (напри-
мер, агент РНКи ЛПА, нацеленный на другую последовательность в пределах ЛПА-мишени) В других 
вариантах реализации изобретения второй терапевтический препарат может быть выбран из группы, со-
держащей: низкомолекулярный лекарственный препарат, антитело, фрагмент антитела и вакцину. 

Путь введения представляет собой путь, с помощью которого агент РНКи приводят в контакт с те-
лом. В целом способы введения лекарственных препаратов и нуклеиновых кислот для лечения субъекта 
хорошо известны в данной области техники и могут применяться для введения описанных в данном до-
кументе композиций. Описанные в данном документе соединения можно вводить любым подходящим 
путем в препарате, надлежащим образом подобранном для конкретного пути. Таким образом, описанные 
в данном документе соединения можно вводить путем инъекции, например, внутривенно, внутримышеч-
но, внутрикожно, подкожно или внутрибрюшинно. 

В некоторых вариантах реализации изобретения описанные в данном документе агенты РНКи ЛПА 
и композиции можно доставлять в клетку, группу клеток, ткань или организм субъекта, используя из-
вестные в данной области техники технологии доставки олигонуклеотидов. В целом для применения в 
отношении описанного в данном документе агента РНКи ЛПА можно адаптировать любой подходящий 
способ доставки молекул нуклеиновых кислот (in vitro или in vivo), известный в данной области техники. 
Например, доставка может представлять собой местное введение (например, прямую инъекцию, имплан-
тацию или местное применение), системное введение или подкожный, внутривенный, пероральный, вну-
трибрюшинный или парентеральный пути, включая внутричерепное (например, интравентрикулярное, 
интрапаренхиматозное и интратекальное), внутримышечное, трансдермальное, ингаляционное (аэро-
зольное), назальное, ректальное или местное (включая буккальное и подъязычное) введение. В некото-
рых вариантах реализации изобретения композиции вводят путем подкожной или внутривенной инфузии 
или инъекции. 

В некоторых вариантах реализации изобретения агенты РНКи можно комбинировать с липидами, 
наночастицами, полимерами, липосомами, мицеллами, ДПК или другими системами доставки, доступ-
ными в данной области техники. Агенты РНКи также могут быть химически конъюгированы с нацели-
вающими группами, липидами (включая, но не ограничиваясь этим, холестерин и производные холесте-
рина), наночастицами, полимерами, липосомами, мицеллами, ДПК (смотрите, например WO 
2000/053722, WO 2008/0022309, WO 2011/104169 и WO 2012/083185, каждая из которых включена в дан-
ный документ посредством ссылки), или другими системами доставки, доступными в данной области 
техники. 

Агент РНКи ЛПА может быть конъюгирован к полимеру для доставки. В некоторых вариантах реа-
лизации изобретения полимер для доставки представляет собой обратимо маскированный/модифици-
рованный амфипатический мембраноактивный полиамин. 

Ингибирование экспрессии 

В контексте данного документа термины "осуществлять сайленсинг", "снижать", "ингибировать", 
"понижать регуляцию" или "осуществлять нокдаун генной экспрессии", применяемые в отношении гена 
ЛП А, означают, что экспрессия гена, определяемая по уровню РНК, транскрибируемой с гена, или 
уровню полипептида, белка или белковой субъединицы, транслируемых с мРНК в клетке, группе клеток 
или ткани, в которых транскрибируется ген ЛПА, снижается, когда клетку, группу клеток или ткань об-
рабатывают описанными агентами РНКи ЛПА, по сравнению со второй клеткой, группой клеток или 
тканью, которую обрабатывали или не обрабатывали подобным образом, или по сравнению той же самой 
клеткой, группой клеток или тканью до применения агента РНКи ЛПА. 

В некоторых вариантах реализации изобретения уровень генной экспрессии и/или уровень мРНК 
ЛПА у субъекта, которому вводят описанный агент РНКи ЛП А, снижен по меньшей мере на 5%, 10%, 
15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% или 98% по 
сравнению с субъектом до введения агента РНКи ЛПА или с субъектом, не получающим агент РНКи 
ЛПА. Уровень генной экспрессии и/или уровень мРНК у субъекта может быть снижен в клетке, группе 
клеток и/или ткани субъекта. В некоторых вариантах реализации изобретения уровень белка ЛПА у 
субъекта, которому вводят описанный агент РНКи ЛПА, снижен по меньшей мере на 5%, 10%, 15%, 
20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% или 98% по срав-
нению с субъектом до введения агента РНКи ЛПА или с субъектом, не получающим агент РНКи ЛПА. 
Уровень белка у субъекта может быть снижен в клетке, группе клеток, ткани, крови и/или другой жидко-
сти субъекта. Снижение уровней генной экспрессии, мРНК или белка можно оценивать любыми извест-
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ными в данной области техники способами. Снижение или повышение уровня мРНК ЛПА и/или уровня 
белка вместе называются в данном документе снижением или повышением в ЛПА или ингибированием 
или снижением экспрессии ЛПА. 

Внесение в клетку, когда речь идет об агенте РНКи, означает функциональную доставку агента 
РНКи в клетку. Под функциональной доставкой подразумевается, что агент РНКи доставляется в клетку 
и имеет ожидаемую биологическую активность (например, специфическое в отношении последователь-
ности ингибирование генной экспрессии). 

Клетки и ткани отличных от человека организмов 

Предусмотрены клетки, ткани и отличные от человека организмы, которые содержат по меньшей 
мере один из описанных в данном документе агентов РНКи ЛПА. Клетку, ткань или отличный от чело-
века организм получают путем доставки агента РНКи в клетку, ткань или отличный от человека орга-
низм. 

Вышеприведенные варианты реализации изобретения проиллюстрированы ниже с помощью сле-
дующих неограничивающих примеров. 

Примеры 

Пример 1. Синтез агента РНКи. 
А) Синтез. Агенты РНКи ЛПА синтезировали в соответствии с фосфорамидитной технологией на 

твердом носителе, применяемой в синтезе олигонуклеотидов. В зависимости от масштаба использовали 
MerMade96E (Bioautomation) или MerMade12 (Bioautomation). Синтез проводили на твердом носителе, 
выполненном из стекла с заданным размером пор (CPG, 500 А или 600А, получен от Prime Synthesis, As-
ton, PA, USA). Все фосфорамидиты ДНК, 2'-модифицированной РНК и ОНК приобретали у Thermo Fish-
er Scientific (Milwaukee, WI, USA). В частности, использовали следующие 2'-О-метил фосфорамидиты: 
(5'-О-диметокситритил-N6-(бензоил)-2'-О-метиладенозин-3'-О-(2-цианоэтил-N,N-диизопропиламино) 
фосфорамидит, 5'-О-диметокситритил-N4-(ацетил)-2'-О-метилцитидин-3'-О-(2-цианоэтил-N,N-диизопро-
пиламино)фосфорамидит, (5'-О-диметокситритил-N2-(изобутирил)-2'-О-метилгуанозин-3'-О-(2-цианоэ-
тил-N,N-диизопропиламино)фосфорамидит и 5'-О-диметокситритил-2'-О-метилуридин-3'-О-(2-цианоэ-
тил-N,N-диизопропиламино)фосфорамидит. 2'-Дезокси-2'-фторфосфорамидиты несли такие же защитные 
группы, что и 2'-О-метил РНК-амиды. В частности, использовали следующие ОНК-фосфорамидиты: 5'-
(4,4'-диметокситритил)-N-бензоил-2',3'-секоаденозин, 2'-бензоил-3'-[(2-цианоэтил)-(N,N-диизопропил)]-
фосфорамидит, 5'-(4,4'-диметокситритил)-N-ацетил-2',3'-секоцитозин, 2'-бензоил-3'-[(2-цианоэтил)-(N,N-
диизопропил)]-фосфорамидит, 5'-(4,4'-диметокситритил)-N-изобутирил-2',3'-секогуанозин, 2'-бензоил-3'-
[(2-цианоэтил)-(N,N-диизопропил)]фосфорамидит и 5'-(4,4'-диметокситритил)-2',3'-секоуридин, 2'-бен-
зоил-3'-[(2-цианоэтил)-(N,N-диизопропил)]фосфорамидит. Все амидиты растворяли в безводном ацето-
нитриле (50 мМ) и добавляли молекулярные сита (3Å). Для внесения TEG-холестерина в 5'-конец олиго-
меров использовали 1-диметокситритилокси-3-О-(N-холестерин-3-аминопропил)триэтиленгликоль-
глицерил-2-О-(2-цианоэтил)-(N,N,-диизопропил)фосфорамидит от Glen Research (Sterling, VA, USA). 5'-
модификации вносили без каких-либо изменений цикла синтеза. 5-Бензилтио-1Н-тетразол (БТТ, 250 мМ 
в ацетонитриле) использовали в качестве активирующего раствора. Время сопряжения составляло 10 мин 
(РНК), 180 с (холестерин), 90 с (2'ОМе и ОНК) и 60 с (2'F и ДНК). Для внесения тиофосфатных связей 
применяли 100 мМ раствор 3-фенил 1,2,4-дитиазолин-5-она (POS, получен от PolyOrg, Inc., Leominster, 
MA, USA) в безводном ацетонитриле. Смотрите табл.1, 2А и 2В в отношении конкретных последова-
тельностей. 

В. Расщепление и снятие защиты связанного с носителем олигомера. После завершения твердофаз-
ного синтеза высушенный твердый носитель обрабатывали 1:1 по объему раствором 40 мас.% метилами-
на в воде и 28% раствором гидроксида аммония (Aldrich) в течение двух часов при 30°С. Раствор выпа-
ривали, а твердый остаток перевосстанавливали в воде (смотрите ниже). 

C. Очистка. Неочищенные холестеринсодержащие олигомеры очищали методом обращенно-
фазовой ВЭЖХ, используя препаративную колонку Waters XBridge BEH300 С4 5u и систему Shimadzu 
LC-8. Буфер А представлял собой 100 мМ ТЭАА, рН 7,5, и содержал 5% ацетонитрил, а буфер В пред-
ставлял собой 100 мМ ТЭАА и содержал 95% ацетонитрил. Делали УФ-запись на 260 нм. Затем для со-
ответствующих фракций проводили эксклюзионную ВЭЖХ, используя колонку GE Healthcare XK 16/40, 
упакованную средой Sephadex G-25, с подвижным буфером из 100 мМ бикарбоната аммония, рН 6,7, и 
20% ацетонитрила. Другие неочищенные олигомеры очищали методом анионообменной ВЭЖХ, исполь-
зуя колонку TKSgel SuperQ-5PW 13u и систему Shimadzu LC-8. Буфер А представлял собой 20 мМ Трис, 
5 мМ ЭДТА, рН 9,0, и содержал 20% ацетонитрил, а буфер В был таким же как буфер А с добавлением 
1,5 М хлорида натрия. Делали УФ-запись на 260 нм. Соответствующие фракции объединяли, затем про-
водили эксклюзионную ВЭЖХ, как описано для холестерин-содержащие олигомеров. 

D. Гибридизация. Комплементарные цепи смешивали, комбинируя эквимолярные растворы (смы-
словые и антисмысловые) в 0,2× ФСБ (фосфатно-солевой буфер, 1×, Corning, Cellgro) для образования 
агентов РНКи. Этот раствор помещали в термомиксер при 70°С, нагревали до 95°С, выдерживали при 
95°С в течение 5 мин и медленно остужали до комнатной температуры. Некоторые агенты РНКи лиофи-
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лизировали и хранили при температуре от -15 до -25°С. Концентрацию дуплексов определяли, измеряя 
поглощение раствора на УФ-видимом спектрометре в 0,2× ФСБ. Поглощение раствора на 260 нм затем 
умножали на коэффициент конверсии и коэффициент разведения, чтобы определить концентрацию дуп-
лексов. Если не указано иное, коэффициент конверсии составлял 0,037 мг/(мл⋅см). Для некоторых экспе-
риментов коэффициент конверсии рассчитывали из экспериментально определенного коэффициента экс-
тинкции. 

Пример 2. Первичный in vitro анализ агентов РНКи ЛПА. 
Проводили исследование кандидатных последовательностей, которые согласно данным in silico 

анализа характеризовались перекрестной реактивностью между человеком и отличным от человека при-
матом. Синтезировали 108 in silico идентифицированных потенциальных агентов РНКи ЛПА и проводи-
ли исследование в отношении их эффективности in vitro в трех группах. В целях исследования последо-
вательность кДНК человеческого ЛПА (доступ № NM_005577.1) субклонировали из коммерчески дос-
тупного экспрессионного вектора млекопитающих (Origene, Rockville, MD) в коммерчески доступную 
плазмиду для скрининга с применением репортера, psiCHECK2 (Promega, Madison, WI), что приводило к 
созданию слитой мРНК Renilla luciferase/ЛПА. Для исследования эффективности агента РНКи ЛПА на 
человеческом фоне, клетки Нер3В, линия гепатоцеллюлярной карциномы человека, высевали с плотно-
стью ~10 000 клеток на лунку в 96-луночном формате. Каждый из 108 агентов РНКи ЛПА котрансфици-
ровали в двух или трех концентрациях (1 нМ и 0,1 нМ или 0,02, 0,2 и 2 нМ) с 50-100 нг плазмидной ДНК 
ЛПА-psiCHECK2 на лунку и 0,2 мкл липофектамина 2000 на лунку. Генный нокдаун определяли, изме-
ряя уровни Renilla luciferase, нормализованные относительно уровней конститутивно экспрессируемой 
люциферазы светляков, также присутствующей в плазмиде psiCHECK2, используя двойной анализ ре-
портерного гена люциферазы (Promega, Madison, WI) (табл. 5А и 5В). 

Таблица 5A. In vitro анализ агентов РНКи ЛПА, ингибирование экспрессии ЛПА 
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Таблица 5В. In vitro анализ агентов РНКи ЛПА, ингибирование экспрессии ЛПА 
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Таблица 5С. In vitro анализ 10 мМ агентов РНКи ЛПА, ингибирование экспрессии ЛПА. 

 
 

Таблица 5D. In vitro анализ 1 мМ агентов РНКи ЛПА, ингибирование экспрессии ЛПА 
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Пример 3. Определение ЕС50 агента РНКи ЛПА. 
Кривые EC50 по десяти точкам генерировали, используя те же клетки и условия трансфекции, с 

концентрацией агента РНКи ЛПА в диапазоне 150 фМ - 3 нМ. EC50 определяли, используя программное 
обеспечение GraphPad Prism (Табл.6). 
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Таблица 6. Значения EC50 (нМ), определенные in vitro для указанных агентов РНКи ЛПА 

 
Пример 4. In vitro анализ взаимосвязи между структурой и активностью (ВСА), сконструированных 

агентов РНКи ЛПА. 
Синтезировали ВСА-наборы агентов РНКи ЛПА (364 последовательностей на основании AD01532 

и 351 последовательность на основании AD01533) и исследовали в отношении эффективности in vitro. В 
целях исследования 2756 п. о. последовательность кДНК человеческого ЛПА из KIV-3 - KIV-9 (доступ 
№ NM_005577.1) синтезировали и клонировали (GeneWiz, South Plainfield, NJ) в коммерчески доступную 
плазмиду для скрининга с применением репортера, psiCHECK2 (Promega, Madison, WI), что приводило к 
созданию слитой мРНК Renilla luciferase/ЛПА. Для исследования эффективности агента РНКи ЛПА на 
человеческом фоне, клетки НиН7, линия гепатоцеллюлярной карциномы человека, высевали с плотно-
стью ~7500 клеток на лунку в 96-луночном формате. Каждый из агентов РНКи ЛПА котрансфицировали 
в двух концентрациях (1 нМ и 0,1 нМ или 10 нМ и 1 нМ) с 25 нг плазмидной ДНК ЛПА-psiCHECK2 на 
лунку и 0,2 мкл липофектамина 2000 на лунку. Генный нокдаун определяли, измеряя уровни Renilla lu-
ciferase, нормализованные относительно уровней конститутивно экспрессируемой люциферазы светля-
ков, также присутствующей в плазмиде psiCHECK2, используя двойной анализ репортерного гена лю-
циферазы (Promega, Madison, WI). (Табл. 7А и 7В). 

Таблица 7А. Результаты исследования эффективности для агентов РНКи ЛПА in vitro согласно опреде-
лению в двойном анализе репортерного гена люциферазы 
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Таблица 7В. Результаты исследования эффективности для агентов РНКи ЛПА in vitro согласно опреде-
лению в двойном анализе репортерного гена люциферазы 
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Пример 5. In vivo анализ эффективности агента РНКи у временно трансгенных и трансгенных мы-

шей. 
А) Введение и сбор образцов. Чтобы оценить эффективность агентов РНКи ЛПА in vivo, использо-

вали временно трансгенных мышей. По меньшей мере за 30 дней до введения конъюгированного с холе-
стерином агента РНКи ЛПА мышей дикого типа инъецировали путем гидродинамической инъекции в 
хвостовую вену плазмидой, содержащей ген SEAP под управлением промотора мышиного альбумина. 
Целевые последовательности гена LPA клонировали в 3' НТО плазмиды. Этих мышей назвали мышами 
SEAP-LPA HTV. Конъюгированные с холестерином агенты РНКи ЛПА вводили мышам, используя по-
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лимер для доставки МПП, на 1 сутки (WO 2012/083185, включенная в данный документ посредством 
ссылки; мелиттин синтезировали и модифицировали с помощью CDM-NAG для получения полимера для 
доставки МИН, как описано в заявке). Каждая мышь получала внутривенную (В/В) инъекцию в хвосто-
вую вену 200-250 мкл раствора, содержащего дозу агента РНКи ЛПА + полимер для доставки МПП (1:1 
масс/масс, агент РНКи: полимер для доставки МПП в большинстве случаев). В некоторых экспериментах 
агенты РНКи ЛПА были напрямую конъюгированы к полимеру для доставки. Конъюгированные с поли-
мером агенты РНКи ЛПА аналогичным образом инъецировали в хвостовую вену. Указанный агент РНКи 
ЛПА (Таблица 8В) конъюгировали к полиакрилатному полимеру, ARF1164-106А-5, содержащему 54,4% 
аминных мономеров этоксиэтиламиноакрилата (ЭЭАА) и 45,6% пропильных мономеров пропилакрилата 
(ММ 41962 г/моль, полимер синтезировали, как описано в WO 2013/158141) и маскировали 3* ACit-
NAG, 6* ACit-PEG (полимер маскировали, как описано в WO 2012/092373 и PCT/US16/34512). Кон-
трольные образцы сыворотки (до обработки) брали у мышей перед инъекцией на -4 или -1 сутки. После 
инъекции образцы сыворотки брали у мышей на 4, 8, 15, 22, 29, 36 и 43 сутки. Для некоторых мышей 
образцы собирали на 3 сутки или 5 сутки вместо 4 суток. 

В дополнительных экспериментах агенты РНКи ЛПА оценивали in vivo, используя временно транс-
генных мышей, экспрессирующих полноразмерный LPA. По меньшей мере за 30 дней до введения наце-
ленного на холестерин агента РНКи ЛПА мышей с ослабленным иммунитетом (Nod.scid) инъецировали 
путем гидродинамической инъекции в хвостовую вену миникольцом, содержащим к ДНК LPA под 
управлением промотора мышиного альбумина. Этих мышей назвали мышами LPA mc HTV. Как наце-
ленные на холестерин, так и NAG (также называемые GalNAc)-конъюгированные агенты РНКи ЛПА 
вводили мышам на 1 сутки. В случае нацеленных на холестерин агентов РНКи каждая мышь получала 
внутривенную (В/В) инъекцию в хвостовую вену 200-250 мкл раствора, содержащего дозу агента РНКи + 
полимер для доставки МПП (1:1 масс/масс, агент РНКи:полимер для доставки МПП). В случае NAG-
конъюгированных агентов РНКи ЛПА мыши получали подкожную (П/К) инъекцию в дряблую кожу ме-
жду лопатками 300 мкл раствора, содержащего дозу агента РНКи в забуференном физрастворе. В случае 
некоторых образцов агент РНКи ЛПА вводили с или без пептида для доставки МПП. Агенты РНКи, дос-
тавляемые с помощью пептида для доставки МПП, вводили путем внутривенной (В/В) инъекции в хво-
стовую вену 200-250 мкл раствора, содержащего дозу агента РНКи + полимер для доставки МПП (1:2 
масс/масс, агент РНКи: полимер для доставки МПП в большинстве случаев). Контрольные образцы сы-
воротки (до обработки) брали у мышей перед инъекцией на -4 или -1 сутки. После инъекции образцы 
сыворотки брали у мышей на 4, 8, 15, 22, 29, 36 и 43 сутки. Для некоторых мышей образцы собирали на 3 
сутки или 5 сутки вместо 4 суток. 

В дополнительных экспериментах агенты РНКи ЛПА вводили аро(а) и Lp(a) трансгенным мышам 
(Frazer KA et al 1995, Nature Genetics 9:424-431). Эта мышь экспрессирует человеческий аро(а) из YAC, 
содержащей полный ген LPA (кодирующий белок аро(а)) с дополнительными последовательностями 5' и 
3'. Мышей Lp(a) получали путем скрещивания аро(а) YAC-содержащих мышей с экспрессирующими 
человеческий ароВ-100 мышами (Callow MJ et al 1994, PNAS 91:2130-2134). Нацеленные на холестерин 
агенты РНКи и NAG-конъюгированные агенты РНКи вводили, как описано выше. Контрольные образцы 
сыворотки (до обработки) брали у мышей перед инъекцией на -1 сутки. После инъекции образцы сыво-
ротки брали у мышей на 4, 8, 15, 22, 29, 36, 43, 50, 57 и 64 сутки. 

В) Анализ нокдауна экспрессии ЛПА. В случае мышей SEAP-LPA HTV уровни белка SEAP в сыво-
ротке отслеживали, проводя анализ сыворотки от мышей, используя Phospha-Light, аналитическую 
систему с хемилюминесцентным репортерным геном (Life Technologies). Для нормализации уровень 
SEAP для каждого животного в данный момент времени делили на уровень экспрессии у этого животно-
го до обработки, чтобы определить соотношение экспрессии, "нормализованное относительно уровня до 
обработки". Затем усредняли экспрессию в конкретный момент времени по отдельным представителям в 
рамках группы. 

В случае мышей LPA mc HTV мышей и трансгенных мышей уровни белка человеческого аро(а) в 
сыворотке отслеживали, проводя анализ сыворотки от мышей, используя ELISA для аро(а) (Abcam). Для 
нормализации уровень аро(а) для каждого животного в некоторый момент времени делили на уровень 
экспрессии у этого животного до обработки (в этом случае на 1 сутки), чтобы определить соотношение 
экспрессии, "нормализованное относительно 1 суток". Затем экспрессию в конкретный момент времени 
нормализовали относительно контрольной группы, получавшей физраствор, деля "нормализованное от-
носительно 1 суток" соотношение для отдельного животного на среднее "нормализованное относительно 
1 суток" соотношение по всем мышам в контрольной группе, получавшей физраствор. В результате по-
лучили экспрессию для каждого момента времени, нормализованную относительно контрольной группы. 

Уровни ЛП(а) определяли на Cobas Integra 400 (Roche Diagnostics) в соответствии с рекомендация-
ми производителя. Для нормализации уровень аро(а) для каждого животного в некоторый момент време-
ни делили на уровень экспрессии у этого животного до обработки (в этом случае на 1 сутки), чтобы оп-
ределить соотношение экспрессии, "нормализованное относительно 1 суток". Затем экспрессию в кон-
кретный момент времени нормализовали относительно контрольной группы, получавшей физраствор, 
деля "нормализованное относительно 1 суток" соотношение для отдельного животного на среднее "нор-
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мализованное относительно 1 суток" соотношение по всем мышам в контрольной группе, получавшей 
физраствор. В результате получили экспрессию для каждого момента времени, нормализованную отно-
сительно контрольной группы. 

Таблица 8А. Относительные уровни ЛПА у мышей после внутривенного введения конъюгированных с 
холестерином агентов РНКи ЛПА + полимер для доставки МПП 

 

 
Таблица 8В. Относительные уровни ЛПА у мышей после внутривенного введения конъюгированных с 

полимером для доставки агентов РНКи ЛПА 

 
Таблица 8С. Относительные уровни ЛПА у мышей после подкожного введения NAG-конъюгированных 

агентов РНКи ЛПА 
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Пример 6. In vivo скрининг агентов РНКи ЛПА и временная динамика нокдауна SEAP. 
Конъюгированные с холестерином агенты РНКи ЛПА вводили временно трансгенным мышам, как 

описано выше. Каждая мышь получала одну внутривенную (В/В) дозу 8 мг/кг агента РНКи ЛПА с 8 
мг/кг полимера для доставки МПП. Уровни белка SEAP в сыворотке отслеживали до 36 суток. Уровни 
нокдауна и продолжительность ответа приведены в табл. 9. Снижение сывороточного уровня белка 
SEAP более чем на 85% получали после введения всех исследованных агентов РНКи ЛПА; при этом два 
исследованных агента РНКи ЛПА продемонстрировали нокдаун более 99,4%. AD01196 и AD01199 про-
демонстрировали >95% нокдауна на 36 сутки. 

Пример 7. In vivo скрининг агентов РНКи ЛПА и временная динамика нокдауна LPA при более 
низких дозах агентов РНКи ЛПА. 

Конъюгированные с холестерином агенты РНКи ЛПА вводили временно трансгенным мышам, как 
описано выше. Каждая мышь получала одну внутривенную (В/В) дозу 2 мг/кг агента РНКи ЛПА с 2 
мг/кг полимера для доставки МПП. Уровни белка SEAP в сыворотке отслеживали до 43 суток (табл.10). 

Пример 8. In vivo исследование агентов РНКи ЛПА на аро(а)-трансгенных (Tg) мышах. 
AD01196 вводили мышам, как описано выше. Каждая мышь получала одну внутривенную (В/В) до-

зу 2 мг/кг агента РНКи ЛПА с 2 мг/кг полимера для доставки МПП или физраствор. Уровни человече-
ского аро(а) (аро(а)) в сыворотке отслеживали до 64 суток (табл.11). На 15 сутки животные в группе, об-
работанной физраствором, получали одну В/В дозу 2 мг/кг контрольного агента РНКи, мышиного фак-
тора VII (F7), с 2 мг/кг полимера для доставки МПП. На 22 сутки у всех животных измеряли уровни F7. 
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Наблюдали нокдаун активности F7 на 99% через 7 суток после дозирования с отсутствием действия на 
сывороточные уровни аро(а). AD01196 продемонстрировал >3 log10 нокдаун уровней аро(а) при самом 
низком уровне, при этом через 3 недели наблюдали >80% нокдауна (табл. 11). 

Таблица 9. Сывороточные уровни белка SEAP у мышей SEAP-LPA HTV после введения 8 мг/кг 
агентов хол-РНКи с 8 мг/кг полимера для доставки МПП. Уровни SEAP были нормализованы относи-
тельно -1 суток и контрольного физраствора. 

 
Таблица 10. Сывороточные уровни белка SEAP у мышей SEAP-LPA HTV после введения 2 мг/кг 

агентов хол-РНКи с 2 мг/кг полимера для доставки МПП. Уровни SEAP были нормализованы относи-
тельно -1 суток и контрольного физраствора. 

 

 
Таблица 11. Сывороточные уровни белка аро(а) у аро(а) Tg-мышей после введения 2 мг/кг холесте-

рин-конъюгированного агента РНКи ЛПА с 2 мг/кг полимера для доставки МПП. Уровни аро(а) были 
нормализованы относительно -1 суток и контрольного физраствора. 
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Пример 9. Нокдаун аполипопротеина (а) (аро(а)) у отличных от человека приматов после доставки 
агента РНКи ЛПА с помощью полимера для доставки МПП. 

Получали полимер для доставки МПП и агент РНКи ЛПА и смешивали в фармацевтически прием-
лемом буфере, как описано выше. На 1 сутки двух приматов яванских макаков (Масаса fascicularis) (оба 
самцы, 5,0 кг и 8,15 кг соответственно) инъецировали 2 мг/кг AD01196 + 2 мг/кг полимера для доставки 
МПП. В случае каждой инъекции агент РНКи ЛПА + полимер для доставки МПП (2 мг/кг) инъецировали 
в подкожную вену, используя внутривенный катетер калибра 22-25. В указанные моменты времени (ука-
заны в табл. 12) брали образцы крови и анализировали в отношении уровней аро(а), липидных уровней и 
маркеров токсичности. Кровь брали из бедренной вены, а перед всеми заборами крови приматов держали 
без пищи в течение ночи. Проводили анализ крови в отношении азота мочевины крови (BUN), аланино-
вой трансаминазы (ALT), аспартатаминотрансферазы (AST), креатинина, общего холестерина (ТС) и 
триглицеридов (TG) на автоматическом химическом анализаторе в лабораториях Meriter. Анализ крови в 
отношении липопротеина (а) (ЛП(а)) и липопротеинов низкой плотности (ЛПН) проводили на автомати-
ческом химическом анализаторе. Сывороточные уровни аро(а) определяли методом ELISA. Наблюдали 
существенный нокдаун аро(а), при этом на 22 сутки наблюдали средний максимальный нокдаун, состав-
ляющий 94,5%. Средний максимальный нокдаун ЛП(а), наблюдаемый на 15 сутки, составлял 91,5% (фиг. 
3). У обработанных животных не наблюдали связанной с дозированием токсичности. 

Таблица 12. Сывороточные уровни белка аро(а), липопротеина (а) (мг/дк), липопротеинов низкой 
плотности (ЛПН), общего холестерина и триглицеридов у приматов яванского макака (Масаса 
fascicularis) после введения 2 мг/кг AD01196 с 2 мг/кг полимера для доставки МПП. Уровни аро(а) были 
нормализованы относительно уровня до дозирования. 
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Таблица 13. Уровни азота мочевины, креатинина, аланиновой трансаминазы и аспартатаминотрансфера-
зы у приматов яванского макака (Масаса fascicularis) после введения 2 мг/кг ADO 1196 с 2 мг/кг 

полимера для доставки МПП 

 
Пример 10. In vivo скрининг NAG-конъюгированных агентов РНКи ЛПА и временная динамика 

нокдауна. 
NAG-конъюгированные агенты РНКи ЛПА вводили временно трансгенным мышам, как описано 

выше. Каждая мышь получала одну внутривенную (В/В) дозу 2 мг/кг агента РНКи ЛПА с 1 мг/кг поли-
мера для доставки МПП или одну подкожную (П/К) дозу 10 мг/кг NAG-конъюгированного агента РНКи 
ЛПА. Уровни белка SEAP в сыворотке отслеживали до 22 суток. Уровни нокдауна и продолжительность 
ответа приведены в табл. 14-15. AD01529, AD01532 и AD01533 продемонстрировали ≥85% нокдауна 
уровней SEAP после В/В введения с полимером для доставки МПП и ≥60% максимального нокдауна 
уровней SEAP после П/К введения одного NAG-конъюгированного агента РНКи ЛПA. 

Таблица 14. Сывороточные уровни белка SEAP у мышей SEAP-LPA HTV после П/К введения 10 
мг/кг NAG-конъюгированных агентов РНКи ЛПА. Уровни SEAP были нормализованы относительно -1 
суток и контрольного физраствора. 
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Таблица 15. Сывороточные уровни белка SEAP у мышей SEAP-LPA HTV после В/В введения 1 
мг/кг NAG-конъюгированных агентов РНКи ЛПА + 2 мг/кг полимера для доставки МПП. Уровни SEAP 
были нормализованы относительно -1 суток и контрольного физраствора. 

 
Пример 11. In vivo скрининг модифицированных NAG-конъюгированных агентов РНКи ЛПА и 

временная динамика нокдауна. 
Указанные NAG-конъюгированные агенты РНКи ЛПА вводили мышам SEAP-LPA HTV, как опи-

сано выше. Каждая мышь получала одну подкожную (П/К) дозу 10 мг/кг NAG-конъюгированного агента 
РНКи ЛПА. Уровни белка SEAP в сыворотке отслеживали до 22 суток. Уровни нокдауна и продолжи-
тельность ответа приведены в табл. 16-17. AD01765 и AD01768 продемонстрировали 89% активности 
нокдауна. 

Таблица 16. Сывороточные уровни белка SEAP у мышей SEAP-LPA HTV после П/К введения 10 
мг/кг NAG-конъюгированного агента РНКи ЛПА. Уровни SEAP были нормализованы относительно -1 
суток и контрольного физраствора. 

 
Таблица 17. Сывороточные уровни белка SEAP у мышей SEAP-LPA HTV после П/К введения 10 

мг/кг NAG-конъюгированного агента РНКи ЛПА. Уровни SEAP были нормализованы относительно -1 
суток и контрольного физраствора. 

 
Пример 12. In vivo исследование NAG-конъюгированных агентов РНКи ЛПА на apo(a)-Tg мышах. 
NAG-конъюгированные агенты РНКи ЛПА вводили аро(а) Tg-мышам, как описано выше. Каждая 

мышь получала одну подкожную (П/К) дозу 10 мг/кг агента РНКи ЛПА или физраствор. Уровни челове-
ческого аро(а) (аро(а)) в сыворотке отслеживали до суток (Таблица 18). AD01765 продемонстрировал 
наибольший нокдаун уровней аро(а) на 8 сутки в 96% нокдауна, а через 3 недели после дозирования на-
блюдали >74% нокдауна. 
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Таблица 18. Сывороточные уровни белка аро(а) у аро(а) Tg-мышей после П/К введения 10 мг/кг 
NAG-конъюгированного агента РНКи ЛПА. Уровни аро(а) были нормализованы относительно -1 суток и 
контрольного физраствора. 

 
Пример 13. In vivo исследование NAG-конъюгированных агентов РНКи ЛПА на мышах LPA тс 

HTV. Указанные NAG-конъюгированные агенты РНКи ЛПА вводили мышам LPA mc HTV, как описано 
выше. Каждая мышь получала одну подкожную (П/К) дозу 10 мг/кг агента РНКи ЛПА или физраствор. 
Уровни человеческого аро(а) (аро(а)) в сыворотке анализировали на 4 сутки (Таблица 19). AD02001, 
AD01765 и AD01768 продемонстрировали >90% нокдауна на 4 сутки. 

Таблица 19. Сывороточные уровни белка аро(а) у мышей LPA mc HTV после П/К введения 10 мг/кг 
NAG-конъюгированного агента РНКи ЛПА. Уровни аро(а) были нормализованы относительно -1 суток и 
контрольного физраствора. 

 
Пример 14. Нокдаун аполипопротеина (а) (аро(а)) у отличных от человека приматов после доставки 

агента РНКи ЛПА с помощью полимера для доставки МПП. 
Получали полимер для доставки МПП и агент РНКи ЛПА и смешивали в фармацевтически прием-

лемом буфере. На 1 сутки и 71 сутки двух приматов яванских макаков (Масаса fascicularis) инъецировали 
4 мг/кг AD01196 + 4 мг/кг полимера для доставки МПП или 6 мг/кг AD01196 + 6 мг/кг полимера для до-
ставки МПП. В случае каждой инъекции агент РНКи ЛПА + полимер для доставки МПП инъецировали в 
подкожную вену, используя внутривенный катетер калибра 22-25. В указанные моменты времени (Фиг. 
4) брали образцы крови и анализировали в отношении уровней аро(а), липидных уровней и маркеров 
токсичности, как было описано ранее. Наблюдали существенный нокдаун аро(а) после первой дозы со 
средним максимальным нокдауном 96% в случае дозы 4 мг/кг на 15 сутки и 96% в случае дозы 6 мг/кг, 
наблюдаемым на 15 сутки. Средний максимальный нокдаун ЛП(а) после первой дозы составлял 98,5% в 
случае дозы 4 мг/кг на 29 сутки и 98,5% в случае дозы 6 мг/кг на 22 сутки. У обработанных животных не 
наблюдали связанной с дозированием токсичности. 

Пример 15. In vivo исследование NAG-конъюгированных агентов РНКи ЛПА на ЛП(a)-Tg мышах - 
доза-ответ. 

NAG-конъюгированные агенты РНКи ЛПА вводили ЛП(а) Tg-мышам, как описано выше. Каждая 
мышь получала одну подкожную (П/К) дозу агента РНКи ЛПА при уровнях дозы 0,5 мг/кг или 2 мг/кг 
или физраствор. Уровни ЛП(а) в сыворотке отслеживали до 43 суток (Фиг. 1, Фиг. 2). Все агенты РНКи 
ЛПА демонстрировали зависимость от дозы, когда более высокие дозы показывали больший нокдаун с 
минимальным уровнем межу 15 и 22 сутками. 

Пример 16. Нокдаун аполипопротеина (а) (аро(а)) у отличных от человека приматов после доставки 
молекулы (аро(а))-специфического агента РНКи ЛПА. 

Агент РНКи ЛПА готовили в фармацевтически приемлемом буфере, как описано в данном доку-
менте для подкожной (П/К) инъекции. На 1, 7 и 15 сутки двух приматов яванских макаков (Масаса fas-
cicularis) подкожно инъецировали 3 мг/кг AD02713, AD02819, AD02820 или AD02821. Кроме того, обе-
зьян, обработанных AD02819, снова дозировали 3 мг/кг AD02819 на 57 сутки и 85 сутки. Брали образцы 
крови и анализировали в отношении уровней аро(а), липидных уровней и маркеров токсичности, как бы-
ло описано ранее. Наблюдали существенный нокдаун ЛП(а) со средним максимальным нокдауном 89%, 
наблюдаемым на 43 сутки в случае AD02713, 87%, наблюдаемым на 36 сутки в случае AD02819, 79%, 
наблюдаемым на 36 сутки в случае AD02820, и 95%, наблюдаемым на 29 сутки в случае AD02821 (Фиг. 
5). В течение эксперимента у обработанных животных не наблюдали связанной с дозированием токсич-
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ности. 
Пример 17. Нокдаун аполипопротеина (а) (аро(а)) у отличных от человека приматов после доставки 

агента РНКи ЛПА. Агент РНКи ЛПА готовили в фармацевтически приемлемом буфере, как описано в 
данном документе для подкожной (П/К) инъекции. На 1 сутки двух приматов яванских макаков (Масаса 
fascicularis) подкожно инъецировали 3 мг/кг AD03272, AD03462, AD03549, AD03547, AD03668, AD03460 
или AD03536. Кроме того, обезьян, обработанных AD03460 и AD03536, снова дозировали 1 мг/кг соот-
ветствующего агента РНКи ЛПА на 48 сутки. Брали образцы крови и анализировали в отношении уров-
ней аро(а), липидных уровней и маркеров токсичности, как было описано ранее. Наблюдали существен-
ный нокдаун ЛП(a) со средним максимальным нокдауном 62% в случае AD03272 на 15 сутки, 28% в слу-
чае AD03462 на 15 сутки, 47% в случае AD03549 на 29 сутки, 44% в случае AD03547 на 15 сутки, 53% в 
случае AD03668 на 22 сутки, 79% в случае AD03460 на 29 сутки и 71% в случае AD03536 на 22 сутки 
(Фиг. 6). В течение эксперимента у обработанных животных не наблюдали связанной с дозированием 
токсичности. 

Пример 18. Нокдаун аполипопротеина (а) (аро(а)) у приматов после доставки молекулы (аро(а))-
специфического агента РНКи ЛПА. Агент РНКи ЛПА готовили и смешивали в фармацевтически прием-
лемом буфере, как описано в данном документе для подкожной (П/К) инъекции. На 1 сутки приматов 
яванских макаков (Масаса fascicularis) подкожно инъецировали физраствором или 2 мг/кг AD03460, 
AD03536, AD03851, AD03853 или AD04110. Брали образцы крови и анализировали в отношении уровней 
аро(а), липидных уровней и маркеров токсичности на 8 и 15 сутки, как было описано ранее. Уровни 
ЛП(а) нормализовали относительно среднего уровня по трем значениям до дозирования. 

Таблица 20. Уровни липопротеина (а) у приматов яванских макаков после введения физраствора 
или 2 мг/кг AD03460, AD03536, AD03851, AD03853 или AD04110. 

 

ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Агент РНК-интерференции (РНКи) гена аро(а) (ЛПА), содержащий смысловую цепь и антисмы-
словую цепь, причем указанная антисмысловая цепь содержит последовательность любой из SEQ ID 
NO:1280, SEQ ID NO:1282, SEQ ID NO:1246, SEQ ID NO:1242, SEQ ID NO:1244 или SEQ ID NO:1254, 
причем смысловая цепь содержит последовательность, комплементарную последовательности антисмы-
словой цепи. 

2. Агент РНКи ЛПА по п.1, в котором смысловая цепь и антисмысловая цепь каждая имеет длину 
от 19 до 26 нуклеотидов. 

3. Агент РНКи ЛПА по п.2, в котором смысловая цепь и антисмысловая цепь каждая имеет длину 
26 нуклеотидов. 

4. Агент РНКи ЛПА по п.2, в котором смысловая цепь и антисмысловая цепь каждая имеет длину 
21 нуклеотид. 

5. Агент РНКи ЛПА по любому из пп.1-4, содержащий один или два липких конца. 
6. Агент РНКи ЛПА по п.5, содержащий липкий конец на 3' конце антисмысловой цепи. 
7. Агент РНКи ЛПА по п.5, содержащий липкий конец на 3' конце антисмысловой цепи и липкий 

конец на 3' конце смысловой цепи. 
8. Агент РНКи ЛПА по любому из пп.1-4, содержащий один или два тупых конца. 
9. Агент РНКи ЛПА по п.8, содержащий один тупой конец и один расщепленный конец. 
10. Агент РНКи ЛПА по п.8, содержащий два тупых конца. 
11. Агент РНКи ЛПА по любому из пп.1-10, в котором смысловая цепь, антисмысловая цепь или 

как смысловая, так и антисмысловая цепь содержат один или более модифицированных нуклеотидов. 
12. Агент РНКи ЛПА по п.11, в котором один или более модифицированных нуклеотидов незави-

симо выбраны из 2'-модифицированного нуклеотида, закрытого нуклеотида, нуклеотида с удаленным 
азотистым основанием, инвертированного дезоксинуклеотида, морфолино-нуклеотида, 2',3'-секо нуклео-
тидного миметика или нуклеотида, содержащего неприродное основание. 
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13. Агент РНКи ЛПА по п.12, в котором 2'-модифицированный нуклеотид представляет собой 2'-О-
метил-нуклеотид, 2'-дезокси-2'-фтор-нуклеотид, 2'-дезоксинуклеотид, 2'-метоксиэтил-нуклеотид, 2'-
амино-нуклеотид или 2'-алкил-нуклеотид. 

14. Агент РНКи ЛПА по любому из пп.1-13, содержащий одну или более тиофосфатных межнук-
леозидных связей. 

15. Агент РНКи ЛПА по п.14, в котором как смысловая цепь, так и антисмысловая цепь независимо 
содержат 1, 2, 3 или 4 тиофосфатных межнуклеозидных связей. 

16. Агент РНКи ЛПА по любому из пп.1-15, дополнительно содержащий нацеливающую группу. 
17. Агент РНКи ЛПА по п.16, в котором нацеливающая группа содержит лиганд рецептора асиа-

логликопротеина. 
18. Агент РНКи ЛПА по п.17, в котором лиганд рецептора асиалогликопротеина содержит галакто-

зу, галактозамин, N-ацетилгалактозамин или производное галактозы. 
19. Агент РНКи ЛПА по п.16, в котором нацеливающая группа представляет собой (Chol-TEG), 

(TEG-Chol), (C11-PEG3-NAG3), (C6-PEG4-NAG3), (NAG3), (NAG4), (NAG3-АА2), (NAG3-Palm), 
(NAG13), (NAG18), (NAG24), (NAG25), (NAG25)s, (NAG26), (NAG27), (NAG28), (NAG29), (NAG30) 
(NAG30)s, (NAG31), (NAG13), (NAG31s), (NAG32), (NAG33), (NAG34), (NAG35), (NAG36) или 
(NAG37). 

20. Агент РНКи ЛПА по п.19, в котором нацеливающая группа содержит 

 
где NAG представляет собой N-ацетил-галактозамин, а X выбран из группы, состоящей из О и S. 
21. Агент РНКи ЛПА по любому из пп.16-20, в котором нацеливающая группа конъюгирована с 3' 

концом смысловой цепи. 
22. Агент РНКи ЛПА по любому из пп.16-20, в котором нацеливающая группа конъюгирована с 5' 

концом смысловой цепи. 
23. Агент РНКи ЛПА по любому из пп.1-22, в котором 
a) антисмысловая цепь содержит нуклеотидную последовательность SEQ ID NO:1246, а смысловая 

цепь содержит нуклеотидную последовательность SEQ ID NO:1247; 
b) антисмысловая цепь содержит нуклеотидную последовательность SEQ ID NO:1242, а смысловая 

цепь содержит нуклеотидную последовательность SEQ ID NO:1243; 
c) антисмысловая цепь содержит нуклеотидную последовательность SEQ ID NO:1244, а смысловая 

цепь содержит нуклеотидную последовательность SEQ ID NO:1245; 
d) антисмысловая цепь содержит нуклеотидную последовательность SEQ ID NO:1254, а смысловая 

цепь содержит нуклеотидную последовательность SEQ ID NO:1255; 
e) антисмысловая цепь содержит нуклеотидную последовательность SEQ ID NO:1280, а смысловая 

цепь содержит нуклеотидную последовательность SEQ ID NO:1260; 
f) антисмысловая цепь содержит нуклеотидную последовательность SEQ ID NO:1280, а смысловая 

цепь содержит нуклеотидную последовательность SEQ ID NO:1284; или 
g) антисмысловая цепь содержит нуклеотидную последовательность SEQ ID NO:1282, а смысловая 

цепь содержит нуклеотидную последовательность SEQ ID NO:1259. 
24. Агент РНКи ЛПА по любому из пп.1-22, в котором 
a) антисмысловая цепь содержит нуклеотидную последовательность SEQ ID NO:156, а смысловая 

цепь содержит нуклеотидную последовательность SEQ ID NO:310; 
b) антисмысловая цепь содержит нуклеотидную последовательность SEQ ID NO:164, а смысловая 

цепь содержит нуклеотидную последовательность SEQ ID NO:357; 
c) антисмысловая цепь содержит нуклеотидную последовательность SEQ ID NO:188, а смысловая 

цепь содержит нуклеотидную последовательность SEQ ID NO:384; 
d) антисмысловая цепь содержит нуклеотидную последовательность SEQ ID NO:164, а смысловая 

цепь содержит нуклеотидную последовательность SEQ ID NO:376 или 
e) антисмысловая цепь содержит нуклеотидную последовательность SEQ ID NO:164, а смысловая 

цепь содержит нуклеотидную последовательность SEQ ID NO:384. 
25. Агент РНКи ЛПА по любому из пп.1-24, в котором 
а) антисмысловая цепь содержит последовательность модифицированных нуклеотидов согласно 
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SEQ ID NO: 790, а смысловая цепь содержит последовательность модифицированных нуклеотидов со-
гласно SEQ ID NO: 1189; 

b) антисмысловая цепь содержит последовательность модифицированных нуклеотидов согласно 
SEQ ID NO: 637, а смысловая цепь содержит последовательность модифицированных нуклеотидов со-
гласно SEQ ID NO: 1132; 

c) антисмысловая цепь содержит последовательность модифицированных нуклеотидов согласно 
SEQ ID NO: 709, а смысловая цепь содержит последовательность модифицированных нуклеотидов со-
гласно SEQ ID NO: 1135; 

d) антисмысловая цепь содержит последовательность модифицированных нуклеотидов согласно 
SEQ ID NO: 787, а смысловая цепь содержит последовательность модифицированных нуклеотидов со-
гласно SEQ ID NO: 1191; или 

e) антисмысловая цепь содержит последовательность модифицированных нуклеотидов согласно 
SEQ ID NO: 788, а смысловая цепь содержит последовательность модифицированных нуклеотидов со-
гласно SEQ ID NO: 1189. 

26. Фармацевтическая композиция для ингибирования экспрессии гена ЛПА, содержащая агент 
РНКи ЛПА по любому из пп.1-25 и фармацевтически приемлемое вспомогательное вещество. 

27. Способ ингибирования экспрессии ЛПА в организме субъекта, включающий: введение указан-
ному субъекту агента РНКи ЛПА по любому из пп.1-25. 

28. Способ по п.27, в котором субъект имеет или у него есть риск сердечно-сосудистого заболева-
ния. 

29. Способ по п.27, в котором субъект имеет или у него есть риск стеноза аортального клапана, за-
болевания периферических артерий, острого коронарного синдрома, гетерозиготной семейной гиперхо-
лестеринемии или гомозиготной семейной гиперхолестеринемии. 

30. Способ лечения сердечно-сосудистого заболевания у субъекта, нуждающегося в этом, вклю-
чающий введение субъекту эффективного количества агента РНКи ЛПА по любому из пп.1-25. 

31. Способ по п.30, в котором эффективное количество является достаточным для снижения уровня 
экспрессии аро(а) у субъекта по меньшей мере на около 40% относительно уровня экспрессии аро(а) 
данного субъекта до введения указанного агента РНКи ЛПА. 

32. Способ лечения заболевания, связанного с экспрессией ЛПА, у субъекта, нуждающегося в этом, 
включающий введение указанному субъекту агента РНКи ЛПА по любому из пп.1-25. 

33. Способ по п.32, в котором заболевание представляет собой стеноз аортального клапана, заболе-
вание периферических артерий, острый коронарный синдром, гетерозиготную семейную гиперхолесте-
ринемию или гомозиготную семейную гиперхолестеринемию. 

34. Применение агента РНКи ЛПА по любому из пп.1-25 в изготовлении лекарственного средства 
для лечения сердечно-сосудистого заболевания у субъекта, нуждающегося в этом. 

35. Применение агента РНКи ЛПА по любому из пп.1-25 в изготовлении лекарственного средства 
для лечения заболевания, связанного с экспрессией LPA, у субъекта, нуждающегося в этом. 

36. Применение по п.35, причем заболевание представляет собой стеноз аортального клапана, забо-
левание периферических артерий, острый коронарный синдром, гетерозиготную семейную гиперхоле-
стеринемию или гомозиготную семейную гиперхолестеринемию. 
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