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Родственные заявки 

Настоящая заявка испрашивает приоритет согласно предварительной заявке на патент США № 

62/597841, поданной 12 декабря 2017 г., содержание которой включено в данный документ посредством 

ссылки. 

Перечень последовательностей 

Настоящая заявка содержит перечень последовательностей, который был подан в электронном виде 

в формате ASCII и включен в данный документ посредством ссылки во всей полноте. Указанная копия 

ASCII, созданная 12 декабря 2018 года, названа А-2219-WO-PCT_SL.txt и имеет размер 708961 байт. Ин-

формация о перечне последовательностей в электронной форме включена в данный документ посредст-

вом ссылки во всей своей полноте. 

Область техники, к которой относится изобретение 

Настоящее изобретение относится к композициям и способам модуляции экспрессии пататин-

подобного фосфолипазного домена 3 (PNPLA3) в печени. В частности, настоящее изобретение относится 

к терапевтическим средствам на основе нуклеиновой кислоты, предназначенным для снижения экспрес-

сии PNPLA3 посредством РНК-интерференции, и к способам применения таких терапевтических средств 

на основе нуклеиновой кислоты с целью лечения или предотвращения болезни печени, такой как неалко-

гольная жировая болезнь печени (NAFLD). 

Настоящая заявка содержит перечень последовательностей, который был подан в электронном виде 

в формате ASCII и включен в данный документ посредством ссылки во всей полноте. Указанная копия 

ASCII, созданная 12 декабря 2018 г., названа А-2219-WO-PCT_SL.txt и имеет размер 708961 байт. 

Предпосылки создания изобретения 

Являясь частью спектра патологий печени, неалкогольная жировая болезнь печени (NAFLD) пред-

ставляет собой самое распространенное хроническое заболевание печени в мире, заболеваемость кото-

рым удвоилась за последние 20 лет, и в настоящее время, по оценкам, она затрагивает приблизительно 

20% населения в мире (Sattar et al. (2014) BMJ 349:g4596; Loomba and Sanyal (2013) Nature Reviews Gas-

troenterology & hepatology 10(11):686-690; Kim and Kim (2017) Clin Gastroenterol Hepatol 15(4):474-485; 

Petta et al. (2016) Dig Liver Dis 48(3):333-342). NAFLD начинается с накопления триглицеридов в печени 

и определяется наличием цитоплазматических липидных капель в более чем 5% гепатоцитов у индиви-

дуума 1) без избыточного потребления алкоголя в анамнезе и 2) у которого были исключены другие ти-

пы болезней печени (Zhu et al. (2016) World J Gastroenterol 22(36):8226-33; Rinella (2015) JAMA 

313(22):2263-73; Yki-Jarvinen (2016) Diabetologia 59(6): 1104-11). У некоторых индивидуумов накопление 

эктопического жира в печени, называемое стеатозом, вызывает воспаление и повреждение клеток пече-

ни, что приводит к более поздней стадии заболевания, называемой неалкогольным стеатогепатитом 

(NASH) (Rinella, выше). По состоянию на 2015 г у 75-100 млн американцев прогнозируется развитие 

NAFLD; при этом NASH составляет примерно 10-30% диагнозов NAFLD (Rinella, выше; Younossi et al. 

(2016) Hepatology 64(5): 1577-1586). 

Пататин-подобный фосфолипазный домен 3 (PNPLA3), ранее известный как адипонутрин (ADPN) и 

кальций-независимая фосфолипаза А2-эпсилон (iPLA(2)ε), представляет собой трансмембранный белок 

II типа (Wilson et al. (2006) J Lipid Res 47(9): 1940-9; Jenkins et al. (2004) J Biol Chem 279(47):48968-75). 

Первоначально идентифицированный в липоцитах как мембрано-ассоциированный белок, которым бога-

та жировая ткань, который индуцируется во время адипогенеза у мышей, в настоящее время хорошо изу-

чен как экспрессируемый и в других тканях, включая и печень (Wilson et al., выше; Baulande et al. (2001) 

J Biol Chem 276(36):33336-44; Moldes et al. (2006) Eur J Endocrinol 155(3):461-8; Faraj et al. (2006) J Endo-

crinol 191(2):427-35; Liu et al. (2004) J Clin Endocrinol Metab 89(6):2684-9; Lake et al. (2005) J Lipid Res 

46(11):2477-87). В бесклеточных биохимических системах рекомбинантный белок PNPLA3 может про-

являть либо активность триацилглицерол-липазы, либо трансацилирующую активность (Jenkins et al., 

выше; Kumari et al. (2012) Cell Metab 15(5):691-702; He et al. (2010) J Biol Chem 285(9):6706-15). В гепа-

тоцитах PNPLA3 экспрессируется в эндоплазматическом ретикулуме и на липидных мембранах и пре-

имущественно проявляет активность триацилглицеролгидролазы (Не et al., выше; Huang et al. (2010) Proc 

Natl Acad Sci USA 107(17):7892-7; Ruhanen et al. (2014) J Lipid Res 55(4):739-46; Pingitore et al. (2014) Bi-

ochim Biophys Acta 1841(4):574-80). Несмотря на отсутствие секреторного сигнала, данные указывают на 

то, что PNPLA3 секретируется и может быть выявлен в плазме крови человека в виде мультимеров, свя-

занных дисульфидными связями (Winberg et al. (2014) Biochem Biophys Res Commun 446(4):1114-9). Со-

ответственно, новое терапевтическое средство, целенаправлено воздействующее на функцию PNPLA3, 

представляет новый подход к снижению уровней PNPLA3 и лечению болезней печени, таких как неалко-

гольная жировая болезнь печени. 

Краткое описание изобретения 

Настоящее изобретение частично основано на конструировании и получении конструкций для 

RNAi, которые целенаправленно воздействуют на ген PNPLA3 и снижают экспрессию PNPLA3 в клетках 

печени. Ингибирование экспрессии PNPLA3 по специфической последовательности является примени-

мым для лечения или предотвращения состояний, ассоциированных с экспрессией PNPLA3, таких как 

заболевания печени, такие как, например, жировой гепатоз (стеатоз), неалкогольный стеатогепатит 
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(NASH), цирроз печени (необратимое прогрессирующее рубцевание печени) или ожирение, связанное с 

PNPLA3. Соответственно, в одном варианте осуществления настоящего изобретения представлена кон-

струкция для RNAi, содержащая смысловую нить и антисмысловую нить, где антисмысловая нить со-

держит участок, имеющий последовательность, которая является комплементарной последовательности 

мРНК PNPLA3. В определенных вариантах осуществления антисмысловая нить содержит участок, име-

ющий по меньшей мере 15 смежных нуклеотидов из антисмысловой последовательности, представлен-

ной в табл. 1 или 2. В некоторых вариантах осуществления RNAi по настоящему изобретению избира-

тельно подавляет минорные аллели PNPLA3-rs738409, PNPLA3-rs738408 и/или PNPLA3-rs738409-

rs738408 по сравнению с эталонным аллелем, который не содержит данных изменений. 

В некоторых вариантах осуществления смысловая нить конструкций для RNAi, описанных в дан-

ном документе, содержит последовательность, которая комплементарна последовательности антисмы-

словой нити в достаточной степени, чтобы образовать дуплексный участок длиной от приблизительно 15 

до приблизительно 30 пар оснований. В этих и других вариантах осуществления каждая смысловая и 

антисмысловая нити имеют длину, составляющую от приблизительно 15 до приблизительно 30 нуклео-

тидов. В некоторых вариантах осуществления конструкции для RNAi содержат по меньшей мере один 

тупой конец. В других вариантах осуществления конструкции для RNAi содержат по меньшей мере один 

нуклеотидный липкий конец. Такие нуклеотидные липкие концы могут содержать по меньшей мере от 1 

до 6 неспаренных нуклеотидов и могут быть расположены на 3'-конце смысловой нити, 3'-конце анти-

смысловой нити или 3'-конце как смысловой, так и антисмысловой нитей. В определенных вариантах 

осуществления конструкции для RNAi содержат липкий конец из двух неспаренных нуклеотидов на 3'-

конце смысловой нити и на 3'-конце антисмысловой нити. В других вариантах осуществления конструк-

ции для RNAi содержат липкий конец из двух неспаренных нуклеотидов на 3'-конце антисмысловой ни-

ти и тупой конец на 3'-конце смысловой нити/5'-конце антисмысловой нити. 

Конструкции для RNAi по настоящему изобретению могут содержать один или несколько модифи-

цированных нуклеотидов, в том числе нуклеотиды, имеющие модификации рибозного кольца, нуклеино-

вого основания или фосфодиэфирного остова. В некоторых вариантах осуществления конструкции для 

RNAi содержат один или несколько 2'-модифицированных нуклеотидов. Такие 2'-модифицированные 

нуклеотиды могут включать 2'-фтор-модифицированные нуклеотиды, 2'-О-метил-модифицированные 

нуклеотиды, 2'-О-метоксиэтил-модифицированные нуклеотиды, 2'-О-аллил-модифицированные нуклео-

тиды, бициклические нуклеиновые кислоты (BNA), гликолевые нуклеиновые кислоты (GNA), инверти-

рованные основания (например, инвертированный аденозин) или их комбинации. В одном конкретном 

варианте осуществления конструкции для RNAi содержат один или несколько 2'-фтор-

модифицированных нуклеотидов, 2'-О-метил-модифицированных нуклеотидов или их комбинации. В 

некоторых вариантах осуществления все нуклеотиды в смысловой и антисмысловой нитях конструкции 

для RNAi представляют собой модифицированные нуклеотиды. 

В некоторых вариантах осуществления конструкции для RNAi содержат по меньшей мере одну мо-

дификацию остова, такую как модифицированную межнуклеотидную или межнуклеозидную связь. В 

определенных вариантах осуществления конструкции для RNAi, описанные в данном документе, содер-

жат по меньшей мере одну фосфоротиоатную межнуклеотидную связь. В конкретных вариантах осуще-

ствления фосфоротиоатные межнуклеотидные связи могут быть расположены на 3'-или 5'-концах смы-

словой и/или антисмысловой нитей. 

В некоторых вариантах осуществления антисмысловая нить и/или смысловая нить конструкций для 

RNAi по настоящему изобретению могут содержать последовательность из антисмысловой и смысловой 

последовательностей, представленных в табл. 1 или 2, или состоять из нее. В определенных вариантах 

осуществления конструкции для RNAi могут представлять собой любые из дуплексных соединений, пе-

речисленных в любой из табл. 1 или 2. 

Краткое описание графических материалов 

На фиг. 1A-D показан скрининг пяти молекул siRNA как для дозозависимого нокдауна мРНК, так и 

для функциональной стабильности in vivo. 

На фиг. 2A-G показан эффект молекул siRNA относительно PNPLA3 у мышей in vivo, вес печени, 

подтверждение экспрессии PNPLA3 у человека, содержание триглицеридов в печени, уровни TIMP1 в 

сыворотке крови и гистологические признаки стеатоза или воспаления. 

На фиг. 3A-G показан эффект молекул siRNA относительно PNPLA3 in vivo, вес печени, подтвер-

ждение экспрессии PNPLA3 у человека, содержание триглицеридов в печени, уровни TIMP1 в сыворотке 

крови и гистологические признаки стеатоза или воспаления. 

На фиг. 4A-D показаны способность молекулы siRNA, специфичной к PNPLA3
rs738409-rs738408

, восста-

навливать ассоциированные с болезнью фенотипы за счет сверхэкспрессии PNPLA3
rs738409-rs738408

, содер-

жание триглицеридов в печени, уровни TIMP1 в сыворотке крови и гистологические признаки стеатоза 

или воспаления. 

На фиг. 5A-L показана способность молекул siRNA, специфичных к PNPLA3
rs738409-rs738408

, предот-

вращать развитие раннего фиброза. 
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Подробное описание изобретения 

Настоящее изобретение направлено на композиции и способы регуляции экспрессии гена, коди-

рующего белок 3, содержащий пататин-подобный фосфолипазный домен (PNPLA3). В некоторых вари-

антах осуществления ген может находиться внутри клетки или субъекта, такого как млекопитающее (на-

пример, человека). В некоторых вариантах осуществления композиции по настоящему изобретению со-

держат конструкции для RNAi, которые целенаправленно воздействуют на мРНК PNPLA3 и снижают 

экспрессию PNPLA3 в клетке или млекопитающем. Такие конструкции для RNAi являются применимы-

ми для лечения или предотвращения разных форм заболеваний печени, таких как, например, жировой 

гепатоз (стеатоз), неалкогольный стеатогепатит (NASH), цирроз печени (необратимое прогрессирующее 

рубцевание печени) или ожирение, связанное с PNPLA3. 

В 2008 г. полногеномные исследования ассоциаций (GWAS), направленные на поиск несинонимич-

ных вариаций последовательности или однонуклеотидных полиморфизмов (SNP), ассоциированных с 

NAFLD, идентифицировали вариант PNPLA3, (rs738409[G], кодирующий I148M; который обозначают 

как PNPLA3-rs738409, PNPLA3-ma или минорный аллель PNPLA3), который достоверно ассоциирован с 

содержанием жира в печени. После этого первичного отчета последующие GWAS подтвердили PNPLA3 

rs738409 в качестве основной генетической детерминанты NAFLD, достоверно ассоциированной с 1) 

повышенными уровнями сывороточного биомаркера повреждения печени, аланин-аминотрансферазы 

(ALT), 2) заболеваемостью, прогрессированием и тяжестью NAFLD, 3) выявляемой как у страдающих 

ожирением, так и у худых индивидуумов, и 4) с единственным известным SNP, который, как было уста-

новлено, достоверно ассоциирован со всеми стадиями NAFLD: стеатозом, NASH, циррозом и гепатокле-

точной карциномой. Консенсус среди многочисленных GWAS указывает на то, что ассоциация PNPLA3 

rs738409 с NAFLD является независимой от возраста, пола, этнической принадлежности, метаболическо-

го синдрома, индекса веса тела, инсулинорезистентности и липидов сыворотки крови. Кроме того, со-

гласно статистическим анализам нескольких источников, примерно 50% пациентов с NAFLD являются 

носителями мутации PNPLA3 rs738409. Пациенты могут быть носителями гомозиготной или гетерози-

готной мутации PNPLA3 rs738409. Кроме того, было обнаружено, что пациенты, имеющие мутацию 

PNPLA3 rs738409, также часто являются носителями мутации, отстоящей на 3 пары оснований от 

rs738408 (Tian et al. (2010) Nature Genetics 42:21-23). Таким образом, пациент может иметь минорный 

аллель PNPLA3-rs738409, минорный аллель PNPLA3-rs738408 или мутацию в двух минорных аллелях 

(PNPLA3-dma) PNPLA3-rs738409-rs738408. 

Исследователи разработали мышиные модели для изучения функции PNPLA3 in vivo. На сего-

дняшний день не было выявлено детектируемого метаболического фенотипа, связанного с дефицитом 

Pnpla3 или сверхэкспрессией Pnpla3. И напротив, экспрессия Pnpla3 как у трансгенных мышей, так и у 

мышей с соответствующим нокином вызывала повышение уровня печеночных триглицеридов, подобное 

наблюдаемому при NAFLD. Таким образом, в совокупности данные, полученные на мышиной модели in 

vivo, указывают на экспрессию мутантнои формы белка Pnpla3
I148M

, a не на сверхэкспрессию белка дико-

го типа в качестве фактора, способствующего развитию фенотипа заболевания. Эти наблюдения, помимо 

высокой частоты минорных аллелей у индивидуумов, страдающих NAFLD, и преобладающей связи с 

заболеванием, подчеркивают значение PNPLA3 rs738409 в качестве основной терапевтической мишени 

при NAFLD. 

РНК-интерференция (RNAi) представляет собой процесс введения экзогенной РНК в клетку, кото-

рый приводит к специфической деградации мРНК, кодирующей целевой белок, с последующим сниже-

нием экспрессии белка. Достижения как в области технологии RNAi, так и в области доставки в печень, а 

также растущие положительные результаты применения средств терапии на основе RNAi, предполагают, 

что RNAi представляет собой убедительное средство терапевтического воздействия на NAFLD путем 

прямого целенаправленного воздействия на PNPLA3
I148M

. Многочисленные GWAS указывают на нали-

чие дозозависимого эффекта PNPLA3 rs738409 в отношении заболеваемости, прогрессирования и тяже-

сти течения NAFLD (GWAS); наблюдалась тенденция к удвоению, если не большему увеличению, от-

ношения шансов для носителей гомозиготного генотипа по сравнению с носителями гетерозиготного 

генотипа, но при этом отношение шансов было в по меньшей мере два раза больше для индивидуумов с 

гетерозиготным генотипом по сравнению с индивидуумами с аллелем дикого типа. Таким образом, сай-

ленсинг PNPLA3, использующий специфичность распознавания аллелей, может быть как потенциаль-

ным средством для снижения уровней печеночных триглицеридов у носителей PNPLA3
I148M

, так и пред-

ставлять вариант, при котором гетерозиготные носители могут получить пользу без сайленсинга аллеля 

дикого типа. В соответствии с этим мы определили короткие интерферирующие РНК (siRNA), специ-

фичные к SNP PNPLA3
I148M

, и продемонстрировали доказательство концепции in vitro. Используя обе 

линии клеток гепатомы, Hep3B (гомозиготную по эталонному аллелю, PNPLA3
I148I

) и HEPG2 (гомози-

готную по минорному аллелю, PNPLA3
I148M

), авторы настоящего изобретения идентифицировали после-

довательности siRNA, способные специфично подавлять экспрессию гена PNPLA3
I148M

. Ингибиторный 

эффект данных последовательностей был подтвержден скринингом на клетках яичника китайского хо-

мячка (СНО) со сверхэкспрессией PNPLA3
I148I

 либо PNPLA3
I148M

. Используя адено-ассоциированный 

вирус (AAV) для достижения сверхэкспрессии in vivo PNPLA3
I148M

 человека, авторы настоящего изобре-
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тения затем показали, что обработка минорными аллель-специфическими SNP не только вызывала спе-

цифическое снижение экспрессии PNPLA3
I148M

 человека у мышей, но также в значительной степени об-

ращала вспять накопление печеночных триглицеридов, вызванное сверхэкспрессией PNPLA3
I148M

 чело-

века. 

Используемый в данном документе термин "конструкция для RNAi" относится к средству, содер-

жащему молекулу РНК, которая при введении в клетку способна снижать экспрессию целевого гена (на-

пример, PNPLA3) посредством механизма РНК-интерференции. РНК-интерференция представляет собой 

процесс, посредством которого молекула нуклеиновой кислоты вызывает расщепление и деградацию 

молекулы целевой РНК (например, матричной РНК или мРНК) специфичным для последовательности 

образом, например через путь РНК-индуцированного комплекса сайленсинга (RISC). В некоторых вари-

антах осуществления конструкция для RNAi содержит молекулу двухнитевой РНК, содержащую две 

антипараллельные нити из смежных нуклеотидов, которые достаточно комплементарны друг другу, что-

бы гибридизоваться с образованием дуплексного участка. Термины "гибридизовать" или "гибридизация" 

относятся к спариванию комплементарных полинуклеотидов, обычно с помощью водородных связей 

(например, связей Уотсона-Крика, Хугстина или обратной водородной связи Хугстина) между компле-

ментарными основаниями в двух полинуклеотидах. Нить, содержащую участок, имеющий последова-

тельность, которая по сути комплементарна целевой последовательности (например, целевой мРНК), 

называют "антисмысловой нитью". Термин "смысловая нить" относится к нити, которая включает уча-

сток, который по сути комплементарен участку антисмысловой нити. В некоторых вариантах осуществ-

ления смысловая нить может содержать участок, имеющий последовательность, которая по сути иден-

тична целевой последовательности. 

В некоторых вариантах осуществления в настоящем изобретении представлено средство для RNAi, 

направленное на PNPLA3. В некоторых вариантах осуществления настоящего изобретения представлено 

средство для RNAi, которое связывается с сайтом rs738409 PNPLA3. В некоторых вариантах осуществ-

ления настоящего изобретения представлено средство для RNAi, которое связывается с сайтом rs738408 

PNPLA3. В некоторых вариантах осуществления настоящего изобретения представлено средство для 

RNAi, которое связывается как с сайтом rs738409, так и с сайтом rs738408 PNPLA3. В некоторых вариан-

тах осуществления настоящего изобретения представлено средство для RNAi, которое предпочтительно 

связывается с rs738409 PNPLA3, а не с нативной последовательностью PNPLA3 (PNPLA3-ref). В некото-

рых вариантах осуществления настоящего изобретения представлено средство для RNAi, которое пред-

почтительно связывается с rs738408 PNPLA3, а не с последовательностью PNPLA3-ref. В некоторых ва-

риантах осуществления настоящего изобретения представлено средство для RNAi, которое предпочти-

тельно связывается с PNPLA3-dma, а не с PNPLA3-ma. В некоторых вариантах осуществления настояще-

го изобретения представлена молекула для RNAi, которая содержит любую из последовательностей, пе-

речисленных в табл. 1 или 2. 

Молекула двухнитевой РНК может включать химические модификации рибонуклеотидов, в том 

числе модификации компонентов рибонуклеотидов, представляющих собой рибозный сахар, основание 

или остов, таких как те, которые описаны в данном документе или известны из уровня техники. Любые 

такие модификации, которые используются в двухнитевой молекуле РНК (например, siRNA, shRNA или 

им подобные), охватываются термином "двухнитевая РНК" в целях настоящего изобретения. 

Согласно терминологии, используемой в данном документе, первая последовательность "компле-

ментарна" второй последовательности, если полинуклеотид, содержащий первую последовательность, 

может гибридизоваться с полинуклеотидом, содержащим вторую последовательность, с образованием 

дуплексного участка при определенных условиях, таких как физиологические условия. Другие такие ус-

ловия могут включать умеренные или жесткие условия гибридизации, которые известны специалистам в 

данной области. Первая последовательность считается полностью комплементарной (комплементарной 

на 100%) второй последовательности, если полинуклеотид, содержащий первую последовательность ос-

нований, соединяется с полинуклеотидом, содержащим вторую последовательность, по всей длине одной 

или обеих нуклеотидных последовательностей без каких-либо ошибочно спаренных оснований. После-

довательность является "по сути комплементарной" целевой последовательности, если эта последова-

тельность на по меньшей мере приблизительно 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% или 100% 

комплементарна целевой последовательности. Процент комплементарности может быть рассчитан путем 

деления числа оснований в первой последовательности, которые являются комплементарными основа-

ниям в соответствующих положениях во второй или целевой последовательности, на общую длину пер-

вой последовательности. Можно также сказать, что последовательность является по сути комплементар-

ной другой последовательности, когда при гибридизации этих двух последовательностей встречается не 

более 5, 4, 3, 2 или 1 ошибочно спаренных по дуплексному участку из 30 пар оснований. Как правило, 

если присутствуют какие-либо нуклеотидные липкие концы, как это указано в данном документе, после-

довательность таких липких концов не учитывается при определении степени комплементарности между 

двумя последовательностями. Например, смысловая нить длиной 21 нуклеотид и антисмысловая нить 

длиной 21 нуклеотид, которые гибридизуются с образованием дуплексного участка из 19 пар оснований 

с 2 нуклеотидными липкими концами на 3'-конце каждой нити, будут считаться полностью комплемен-
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тарными в соответствии с термином, используемым в данном документе. 

В некоторых вариантах осуществления участок антисмысловой нити содержит последовательность, 

которая полностью комплементарна участку целевой последовательности РНК (например, мРНК 

PNPLA3). В таких вариантах осуществления смысловая нить может содержать последовательность, ко-

торая полностью комплементарна последовательности антисмысловой нити. В других таких вариантах 

осуществления смысловая нить может содержать последовательность, которая по сути комплементарна 

последовательности антисмысловой нити, например, имея 1, 2, 3, 4 или 5 ошибочно спаренных основа-

ний в дуплексном участке, образованном смысловой и антисмысловой нитями. В определенных вариан-

тах осуществления предпочтительно, чтобы любые ошибочно спаренные основания находились в конце-

вых участках (например, в пределах 6, 5, 4, 3, 2 или 1 нуклеотидов от 5'- и/или 3'-концов нитей). В одном 

варианте осуществления любые ошибочно спаренные основания в дуплексном участке, образованном из 

смысловой и антисмысловой нитей, находятся в пределах 6, 5, 4, 3, 2 или 1 нуклеотидов от 5'-конца анти-

смысловой нити. 

В определенных вариантах осуществления смысловая нить и антисмысловая нить двухнитевой РНК 

могут представлять собой две отдельные молекулы, которые гибридизуются с образованием дуплексного 

участка, но в остальном не связаны. Такие двухнитевые молекулы РНК, образованные двумя отдельными 

нитями, называют "малыми интерферирующими РНК" или "короткими интерферирующими РНК" (siR-

NA). Таким образом, в некоторых вариантах осуществления конструкции для RNAi по настоящему изо-

бретению содержат siRNA. 

Если две по сути комплементарные нити dsRNA образованы отдельными молекулами РНК, эти мо-

лекулы не должны, но могут быть ковалентно связаны. Там, где две нити ковалентно соединены иным 

способом, чем образование непрерывной цепи нуклеотидов между 3'-концом одной нити и 5'-концом 

соответствующей другой нити, образующей дуплексную структуру, соединяющую структуру называют 

"линкер". Нити РНК могут иметь одинаковое или разное количество нуклеотидов. Максимальное коли-

чество пар оснований в дуплексе равно числу нуклеотидов в самой короткой нити dsRNA за вычетом 

любых липких концов, которые присутствуют в дуплексе. В дополнение к дуплексной структуре RNAi 

могут содержать один или несколько нуклеотидных липких концов. 

В других вариантах осуществления смысловая нить и антисмысловая нить, которые гибридизуются 

с образованием дуплексного участка, могут быть частью одной молекулы РНК, т.е. смысловые и анти-

смысловые нити могут быть частью самокомплементарного участка одиночной молекулы РНК. В таких 

случаях одиночная молекула РНК содержит дуплексный участок (также называемый как участок стебля) 

и участок петли. 3'-конец смысловой нити соединяется с 5'-концом антисмысловой нити непрерывной 

последовательностью неспаренных нуклеотидов, которые будут образовывать участок петли. Участок 

петли обычно имеет длину, достаточную для того, чтобы молекула РНК могла свернуться обратно так, 

чтобы антисмысловая нить могла образовывать пару со смысловой нитью, образуя дуплекс или участок 

стебля. Участок петли может содержать от приблизительно 3 до приблизительно 25, от приблизительно 5 

до приблизительно 15 или от приблизительно 8 до приблизительно 12 неспаренных нуклеотидов. Такие 

молекулы РНК с по меньшей мере частично самокомплементарными участками обозначают как "корот-

кие шпильковые РНК" (shRNA). В некоторых вариантах осуществления участок петли может содержать 

по меньшей мере 1, 2, 3, 4, 5, 10, 20 или 25 неспаренных нуклеотидов. В некоторых вариантах осуществ-

ления участок петли может содержать 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 или меньше неспаренных нуклеотидов. В 

определенных вариантах осуществления конструкции для RNAi по настоящему изобретению содержат 

shRNA. Длина одной, по меньшей мере, частично самокомплементарной молекулы РНК может состав-

лять от приблизительно 35 нуклеотидов до приблизительно 100 нуклеотидов, от приблизительно 45 нук-

леотидов до приблизительно 85 нуклеотидов или от приблизительно 50 до приблизительно 60 нуклеоти-

дов, и содержать дуплексный участок и участок петли, каждый из которых имеет длину, указанную в 

данном документе. 

В некоторых вариантах осуществления конструкции для RNAi по настоящему изобретению содер-

жат смысловую нить и антисмысловую нить, где антисмысловая нить содержит участок, имеющий по-

следовательность, которая по сути или полностью комплементарна последовательности матричной РНК 

(мРНК) PNPLA3. Используемый в данном документе термин "последовательность мРНК PNPLA3" отно-

сится к любой последовательности матричной РНК, включая сплайс-варианты, кодирующие белок 

PNPLA3, включая варианты белка PNPLA3 или изоформы любых видов (например, мыши, крысы, нече-

ловекообразного примата, человека). Белок PNPLA 3 также известен как адипонутрин (ADPN) и каль-

ций-независимая фосфолипаза А2-эпсилон (iPLA(2)ε)). 

Последовательность мРНК PNPLA3 также включает последовательность транскрипта, экспресси-

руемого в виде последовательности комплементарной ДНК (кДНК). Термин "последовательность кДНК" 

относится к последовательности транскрипта мРНК, экспрессируемой в виде оснований ДНК (например, 

гуанина, аденина, тимина и цитозина), но не оснований РНК (например, гуанина, аденина, урацила и ци-

тозина). Таким образом, антисмысловая нить конструкции для RNAi по настоящему изобретению может 

содержать участок, имеющий последовательность, которая по сути или полностью комплементарна по-

следовательности мРНК PNPLA3 или последовательности кДНК PNPLA3. мРНК PNPLA3 или последо-
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вательность кДНК может включать без ограничения любую мРНК PNPLA3 или последовательность 

кДНК такую как те, которые могут быть получены из эталонной последовательности NCBI 

NM_025225.2. 

Участок антисмысловой нити может быть по сути комплементарен или полностью комплементарен 

по меньшей мере 15 последовательным нуклеотидам из последовательности мРНК PNPLA3. В некото-

рых вариантах осуществления целевой участок последовательности мРНК PNPLA3, антисмысловая нить 

которого содержит комплементарный участок, может составлять от приблизительно 15 до приблизи-

тельно 30 последовательных нуклеотидов, от приблизительно 16 до приблизительно 28 последователь-

ных нуклеотидов, от приблизительно 18 до приблизительно 26 последовательных нуклеотидов, от при-

близительно 17 до приблизительно 24 последовательных нуклеотидов, от приблизительно 19 до прибли-

зительно 25 последовательных нуклеотидов, от приблизительно 19 до приблизительно 23 последова-

тельных нуклеотидов или от приблизительно 19 до приблизительно 21 последовательных нуклеотидов. В 

определенных вариантах осуществления участок антисмысловой нити, содержащий последовательность, 

которая по сути или полностью комплементарна последовательности мРНК PNPLA3, в некоторых вари-

антах осуществления может содержать по меньшей мере 15 смежных нуклеотидов из антисмысловой 

последовательности, представленной в табл. 1 или 2. В других вариантах осуществления антисмысловая 

последовательность содержит по меньшей мере 16, по меньшей мере 17, по меньшей мере 18 или по 

меньшей мере 19 смежных нуклеотидов из антисмысловой последовательности, представленной в табл. 1 

или 2. В некоторых вариантах осуществления смысловая и/или антисмысловая последовательность со-

держит по меньшей мере 15 нуклеотидов из последовательности, представленной в табл. 1 или 2, с не 

более чем 1, 2 или 3 ошибочно спаренными нуклеотидами. 

Смысловая нить конструкции для RNAi обычно содержит последовательность, которая настолько 

комплементарна последовательности антисмысловой нити, что две нити гибридизуются в физиологиче-

ских условиях с образованием дуплексного участка. Термин "дуплексный участок" относится к участку в 

двух комплементарных или по сути комплементарных полинуклеотидах, которые образуют пары осно-

ваний друг с другом либо путем спаривания оснований по Уотсону-Крику, либо посредством другого 

взаимодействия водородных связей, создавая дуплекс между двумя полинуклеотидами. Дуплексный уча-

сток конструкции для RNAi должен быть достаточной длины, чтобы позволить конструкции для RNAi 

встраиваться в механизм РНК-интерференции, например, путем взаимодействия с ферментом Dicer 

и/или комплексом RISC. Например, в некоторых вариантах осуществления дуплексный участок имеет 

длину от приблизительно 15 до приблизительно 30 пар оснований. Другие значения длины дуплексного 

участка в данном диапазоне также являются подходящими, такие как от приблизительно 15 до приблизи-

тельно 28 пар оснований, от приблизительно 15 до приблизительно 26 пар оснований, от приблизительно 

15 до приблизительно 24 пар оснований, от приблизительно 15 до приблизительно 22 пар оснований, от 

приблизительно 17 до приблизительно 28 пар оснований, от приблизительно 17 до приблизительно 26 

пар оснований, от приблизительно 17 до приблизительно 24 пар оснований, от приблизительно 17 до 

приблизительно 23 пар оснований, от приблизительно 17 до приблизительно 21 пары оснований, от при-

близительно 19 до приблизительно 25 пар оснований, от приблизительно 19 до приблизительно 23 пар 

оснований или от приблизительно 19 до приблизительно 21 пары оснований. В одном варианте осущест-

вления дуплексный участок имеет длину от приблизительно 17 до приблизительно 24 пар оснований. В 

другом варианте осуществления дуплексный участок имеет длину от приблизительно 19 до приблизи-

тельно 21 пары оснований. 

В некоторых вариантах осуществления средство для RNAi по настоящему изобретению содержит 

дуплексный участок от приблизительно 24 до приблизительно 30 нуклеотидов, который взаимодействует 

с целевой последовательностью РНК, например, целевой последовательностью мРНК PNPLA3, чтобы 

направлять расщепление целевой РНК. Не ограничиваясь теорией, авторы настоящего изобретения на-

поминают, что длинная двухнитевая РНК, вводимая в клетки, может быть разрезана до siRNA посредст-

вом эндонуклеазы III типа, известной как Dicer (Sharp et al. (2001) Genes Dev. 15:485). Dicer, фермент, 

подобный рибонуклеазе III, осуществляет процессинг dsRNA с образованием коротких интерферирую-

щих РНК длиной 19-23 пар оснований с характерными 3'-липкими концами длиной в два основания 

(Bernstein, et al. (2001) Nature 409:363). Затем siRNA встраиваются в состав комплекса сайленсинга, ин-

дуцированного РНК (RISC), в котором одна или несколько хеликаз расплетают дуплекс siRNA, что по-

зволяет комплементарной антисмысловой нити направлять распознавание мишени (Nykanen, et al. (2001) 

Cell 107:309). При связывании с соответствующей целевой мРНК одна или несколько эндонуклеаз в со-

ставе комплекса RISC расщепляют мишень с индуцированием сайленсинга (Elbashir, et al. (2001) Genes 

Dev. 15: 188). 

Для тех вариантов осуществления, в которых смысловая нить и антисмысловая нить являются дву-

мя отдельными молекулами (например, в том случае, когда конструкция для RNAi содержит siRNA), 

смысловая нить и антисмысловая нить не должны быть такой же длины, как длина дуплексного участка. 

Например, одна или обе нити могут быть длиннее дуплексного участка и содержать один или несколько 

неспаренных нуклеотидов или ошибочно спаренных нуклеотидов, фланкирующих дуплексный участок. 

Таким образом, в некоторых вариантах осуществления конструкция для RNAi содержит по меньшей ме-
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ре один нуклеотидный липкий конец. Используемый в данном документе термин "нуклеотидный липкий 

конец" относится к неспаренному нуклеотиду или нуклеотидам, которые выступают за пределы дуп-

лексного участка на терминальных концах нитей. Нуклеотидные липкие концы обычно образуются в том 

случае, когда 3'-конец одной нити выступает за пределы 5'-конца другой нити или когда 5'-конец одной 

нити выступает за пределы 3'-конца другой нити. Длина нуклеотидного липкого конца обычно составля-

ет от 1 до 6 нуклеотидов, от 1 до 5 нуклеотидов, от 1 до 4 нуклеотидов, от 1 до 3 нуклеотидов, от 2 до 6 

нуклеотидов, от 2 до 5 нуклеотидов или от 2 до 4 нуклеотидов. В некоторых вариантах осуществления 

нуклеотидный липкий конец содержит 1, 2, 3, 4, 5 или 6 нуклеотидов. В одном конкретном варианте 

осуществления нуклеотидный липкий конец содержит от 1 до 4 нуклеотидов. В определенных вариантах 

осуществления нуклеотидный липкий конец содержит 2 нуклеотида. Нуклеотиды в составе липкого кон-

ца могут представлять собой рибонуклеотиды, дезоксирибонуклеотиды или модифицированные нуклео-

тиды, описанные в данном документе. В некоторых вариантах осуществления липкий конец содержит 

динуклеотид, представляющий собой 5'-уридин-уридин-3' (5'-UU-3'). В таких вариантах осуществления 

динуклеотид UU может содержать рибонуклеотиды или модифицированные нуклеотиды, например, 2'-

модифицированные нуклеотиды. В других вариантах осуществления липкий конец содержит динуклео-

тид, представляющий собой 5'-дезокситимидин-дезокситимидин-3' (5'-dTdT-3'). 

Нуклеотидный липкий конец может находиться на 5'-конце или 3'-конце одной или обеих нитей. 

Например, в одном варианте осуществления конструкция для RNAi содержит нуклеотидный липкий ко-

нец на 5'-конце и на 3'-конце антисмысловой нити. В другом варианте осуществления конструкция для 

RNAi содержит нуклеотидный липкий конец на 5'-конце и на 3'-конце смысловой нити. В некоторых ва-

риантах осуществления конструкция для RNAi содержит нуклеотидный липкий конец на 5'-конце смы-

словой нити и на 5'-конце антисмысловой нити. В других вариантах осуществления конструкция для 

RNAi содержит нуклеотидный липкий конец на 3'-конце смысловой нити и на 3'-конце антисмысловой 

нити. 

Конструкции для RNAi могут содержать один нуклеотидный липкий конец на одном конце молеку-

лы двухнитевой РНК и тупой конец на другом. Термин "тупой конец" означает, что смысловая нить и 

антисмысловая нить полностью спарены по основаниям на конце молекулы и что отсутствуют какие-

либо неспаренные нуклеотиды, которые выступают за пределы дуплексного участка. В некоторых вари-

антах осуществления конструкция для RNAi содержит нуклеотидный липкий конец на 3'-конце смысло-

вой нити и тупой конец на 5'-конце смысловой нити и на 3'-конце антисмысловой нити. В других вариан-

тах осуществления конструкция для RNAi содержит нуклеотидный липкий конец на 3'-конце антисмы-

словой нити и тупой конец на 5'-конце антисмысловой нити и на 3'-конце смысловой нити. В определен-

ных вариантах осуществления конструкция для RNAi содержит тупой конец на обоих концах молекулы 

двухнитевой РНК. В таких вариантах осуществления смысловая нить и антисмысловая нить имеют оди-

наковую длину, а дуплексный участок имеет такую же длину, как смысловая и антисмысловая нити (т. е. 

молекула является двухнитевой по всей ее длине). 

Длина каждой смысловой нити и антисмысловой нити может независимо составлять от приблизи-

тельно 15 до приблизительно 30 нуклеотидов, от приблизительно 18 до приблизительно 28 нуклеотидов, 

от приблизительно 19 до приблизительно 27 нуклеотидов, от приблизительно 19 до приблизительно 25 

нуклеотидов, от приблизительно 19 до приблизительно 23 нуклеотидов, от приблизительно 21 до при-

близительно 25 нуклеотидов или от приблизительно 21 до приблизительно 23 нуклеотидов. В опреде-

ленных вариантах осуществления длина каждой смысловой нити и антисмысловой нити составляет при-

близительно 18, приблизительно 19, приблизительно 20, приблизительно 21, приблизительно 22, прибли-

зительно 23, приблизительно 24 или приблизительно 25 нуклеотидов. В некоторых вариантах осуществ-

ления смысловая нить и антисмысловая нить имеют одинаковую длину, но образуют дуплексный уча-

сток, который короче данных нитей, поэтому конструкция для RNAi содержит два нуклеотидных липки 

конца. К примеру, в одном варианте осуществления конструкция для RNAi содержит (i) смысловую нить 

и антисмысловую нить, каждая из которых имеет длину 21 нуклеотид, (ii) дуплексный участок, который 

имеет длину 19 пар оснований, и (iii) нуклеотидные липкие концы из 2 неспаренных нуклеотидов как на 

3'-конце смысловой нити, так и на 3'-конце антисмысловой нити. В другом варианте осуществления кон-

струкция для RNAi содержит (i) смысловую нить и антисмысловую нить, каждая из которых имеет дли-

ну 23 нуклеотида, (ii) дуплексный участок, имеющий длину 21 пара оснований, и (iii) нуклеотидные лип-

кие концы из 2 неспаренных нуклеотидов как на 3'-конце смысловой нити, так и на 3'-конце антисмысло-

вой нити. В других вариантах осуществления смысловая нить и антисмысловая нить имеют одинаковую 

длину и образуют дуплексный участок по всей их длине, поэтому на обоих липких концах двухнитевой 

молекулы отсутствуют нуклеотидные липкие концы. В одном таком варианте осуществления конструк-

ция для RNAi имеет тупые концы и содержит (i) смысловую нить и антисмысловую нити, каждая из ко-

торых имеет длину 21 нуклеотид, и (ii) дуплексный участок, имеющий длину 21 пара оснований. В дру-

гом таком варианте осуществления конструкция для RNAi имеет тупые концы и содержит (i) смысловую 

нить и антисмысловую нить, каждая из которых имеет длину 23 нуклеотида, и (ii) дуплексный участок, 

имеющий длину 23 пары оснований. 

В других вариантах осуществления смысловая нить или антисмысловая нить длиннее другой нити, 
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и при этом две нити образуют дуплексный участок, длина которого равна длине более короткой нити, 

поэтому конструкция для RNAi содержит по меньшей мере один нуклеотидный липкий конец. Напри-

мер, в одном варианте осуществления конструкция для RNAi содержит (i) смысловую нить длиной 19 

нуклеотидов, (ii) антисмысловую нить длиной 21 нуклеотид, (iii) дуплексный участок, имеющий длину 

19 пар оснований, и (iv) один нуклеотидный липкий конец из 2 неспаренных нуклеотидов на 3'-конце 

антисмысловой нити. В другом варианте осуществления конструкция для RNAi содержит (i) смысловую 

нить длиной 21 нуклеотид, (ii) антисмысловую нить длиной 23 нуклеотида, (iii) дуплексный участок, 

имеющий длину 21 пара оснований, и (iv) один нуклеотидный липкий конец из 2 неспаренных нуклеоти-

дов на 3'-конце антисмысловой нити. 

Антисмысловая нить конструкции для RNAi по настоящему изобретению может содержать после-

довательность из любой из антисмысловых последовательностей, представленных в табл. 1 или табл. 2, 

или последовательность нуклеотидов 1-19 любой из данных антисмысловых последовательностей. Каж-

дая из антисмысловых последовательностей, представленных в табл. 1 и 6, содержит последовательность 

из 19 последовательных нуклеотидов (первые 19 нуклеотидов, считая с 5'-конца), которая комплемен-

тарна последовательности мРНК PNPLA3, плюс последовательность нуклеотидного липкого конца, со-

стоящего из двух нуклеотидов. Таким образом, в некоторых вариантах осуществления антисмысловая 

нить содержит последовательность нуклеотидов 1-19 из любой из SEQ ID NO: 1-166 или 167-332. 

Модифицированные нуклеотиды 

Конструкции для RNAi по настоящему изобретению могут содержать один или несколько модифи-

цированных нуклеотидов. Термин "модифицированный нуклеотид" относится к нуклеотиду, который 

имеет одну или больше химических модификаций нуклеозида, нуклеинового основания, пентозного 

кольца или фосфатной группы. Используемые в данном документе "модифицированные нуклеотиды" не 

охватывают рибонуклеотиды, содержащие аденозинмонофосфат, гуанозинмонофосфат, уридинмоно-

фосфат и цитидинмонофосфат, и дезоксирибонуклеотиды, содержащие дезоксиаденозинмонофосфат, 

дезоксигуанозинмонофосфат, дезокситимидинмонофосфат и дезоксицитидинмонофосфат. Однако кон-

струкции для RNAi могут содержать комбинации модифицированных нуклеотидов, рибонуклеотидов и 

дезоксирибонуклеотидов. Встраивание модифицированных нуклеотидов в одну или обе нити двухните-

вых молекул РНК может улучшать стабильность молекул РНК in vivo, например, за счет снижения вос-

приимчивости молекул к нуклеазам и другим процессам деградации. Эффективность конструкций для 

RNAi в отношении снижения экспрессии целевого гена также можно повысить путем встраивания моди-

фицированных нуклеотидов. 

В определенных вариантах осуществления модифицированные нуклеотиды имеют модификацию 

рибозного сахара. Данные модификации сахара могут включать модификации в 2'- и/или 5'-положении 

пентозного кольца, а также модификации бициклического сахара. Термин "2'-модифицированный нук-

леотид" относится к нуклеотиду, имеющему пентозное кольцо с заместителем в положении 2', отличным 

от Н или ОН. Такие 2'-модификации включают без ограничения 2'-О-алкил (например, О-С1-С10 или О-

С1-С10 замещенный алкил), 2'-О-аллил (О-СН2СН=СН2), 2'-С-аллил, 2'-фторо, 2'-О-метил (OCH3), 2'-О-

метоксиэтил (О-(CH2)2OCH3), 2'-OCF3, 2'-O(CH2)2SCH3, 2'-O-аминоалкил, 2'-амино (например, NH2), 2'-О-

этиламин и 2'-азидо. Модификации в 5'-положении пентозного кольца включают без ограничения 5'-

метил (R или S); 5'-винил и 5'-метокси. 

Термин "бициклическая модификация сахара" относится к модификации пентозного кольца, при 

которой мостик соединяет два атома кольца с образованием второго кольца, что приводит к образованию 

бициклической структуры сахара. В некоторых вариантах осуществления бициклическая модификация 

сахара предусматривает мостик между атомами углерода пентозного кольца в 4'- и 2'-положениях. Нук-

леотиды, содержащие сахарный фрагмент с бициклической модификацией сахара, используются в дан-

ном документе как термин "бициклические нуклеиновые кислоты" или BNA. Иллюстративные бицикли-

ческие модификации сахара включают без ограничения a-L-метиленокси (4'-СН2-О-2') бициклическую 

нуклеиновую кислоту (BNA); β-D-метиленокси (4'-СН2-О-2') BNA (также называемую закрытой нуклеи-

новой кислотой или LNA); этиленокси (4'-(СН2)2-О-2') BNA; аминоокси (4'-СН2-O-N(R)-2') BNA; оксиа-

мино (4'-CH2-N(R)-O-2') BNA; метил (метиленокси) (4'-СН(CH3)-O-2') BNA (также называемую конфор-

мационно затрудненную этилом или cEt); метилен-тио (4'-CH2-S-2') BNA; метилен-амино (4'-CH2-N(R)-

2') BNA; метилкарбоциклическую (4'-СН2-СН(CH3)-2') BNA; пропиленкарбоциклическую (4'-(СН2)3-2') 

BNA и метокси (этиленокси) (4'-СН(СН2ОМе)-О-2') BNA (также называемую конформационно затруд-

ненной МОЕ или сМОЕ). Эти и другие нуклеотиды с модифицированным сахаром, которые могут быть 

встроены в конструкции для RNAi по настоящему изобретению, описаны в патенте США № 9181551, в 

публикации патента США № 2016/0122761 и у Deleavey and Damha, Chemistry and Biology, Vol. 19: 937-

954, 2012, при этом все они включены в данный документ посредством ссылки во всей своей полноте. 

В некоторых вариантах осуществления конструкции для RNAi содержат один или несколько 2'-

фтор-модифицированных нуклеотидов, 2'-О-метил-модифицированных нуклеотидов, 2'-О-метоксиэтил-

модифицированный нуклеотидов, 2'-О-аллил-модифицированных нуклеотидов, бициклических нуклеи-

новых кислот (BNA) или их комбинации. В определенных вариантах осуществления конструкции для 

RNAi содержат один или несколько 2'-фтор-модифицированных нуклеотидов, 2'-О-метил-
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модифицированных нуклеотидов, 2'-О-метоксиэтил-модифицированных нуклеотидов или их комбина-

ции. В одном конкретном варианте осуществления конструкции для RNAi содержат один или несколько 

2'-фтор-модифицированных нуклеотидов, 2'-О-метил-модифицированных нуклеотидов или их комбина-

ции. 

Как смысловые, так и антисмысловые нити конструкций для RNAi могут содержать один или не-

сколько модифицированных нуклеотидов. Например, в некоторых вариантах осуществления смысловая 

нить содержит 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 или больше модифицированных нуклеотидов. В определенных 

вариантах осуществления все нуклеотиды в смысловой нити представляют собой модифицированные 

нуклеотиды. В некоторых вариантах осуществления антисмысловая нить содержит 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 

10 или больше модифицированных нуклеотидов. В других вариантах осуществления все нуклеотиды в 

антисмысловой нити представляют собой модифицированные нуклеотиды. В некоторых других вариан-

тах осуществления все нуклеотиды в смысловой нити и все нуклеотиды в антисмысловой нити представ-

ляют собой модифицированные нуклеотиды. В этих и других вариантах осуществления модифицирован-

ные нуклеотиды могут представлять собой 2'-фтор-модифицированные нуклеотиды, 2'-О-метил-

модифицированные нуклеотиды или их комбинации. 

В некоторых вариантах осуществления все пиримидиновые нуклеотиды, предшествующие адено-

зиновому нуклеотиду в смысловой нити, антисмысловой нити или в обеих нитях, представляют собой 

модифицированные нуклеотиды. Например, там, где в любой нити появляется последовательность 5'-

СА-3' или 5'-UA-3', нуклеотиды цитидин и уридин представляют собой модифицированные нуклеотиды, 

предпочтительно 2'-О-метил-модифицированные нуклеотиды. В определенных вариантах осуществления 

все пиримидиновые нуклеотиды в смысловой нити являются модифицированными нуклеотидами (на-

пример, 2'-О-метил-модифицированными нуклеотидами), а 5'-нуклеотиды во всех случаях последова-

тельности 5'-СА-3' или 5'-UA-3' в антисмысловой нити являются модифицированными нуклеотидами 

(например, 2'-О-метил-модифицированными нуклеотидами). В других вариантах осуществления все 

нуклеотиды в дуплексном участке представляют собой модифицированные нуклеотиды. В таких вариан-

тах осуществления модифицированные нуклеотиды предпочтительно представляют собой 2'-О-метил-

модифицированные нуклеотиды, 2'-фтор-модифицированные нуклеотиды или их комбинации. 

В ряде вариантов осуществления, в которых конструкция для RNAi содержит нуклеотидный лип-

кий конец, нуклеотиды в липком конце могут представлять собой рибонуклеотиды, дезоксирибонуклео-

тиды или модифицированные нуклеотиды. В одном варианте осуществления нуклеотиды в липком конце 

представляют собой дезоксирибонуклеотиды, например, дезокситимидин. В другом варианте осуществ-

ления нуклеотиды в липком конце представляют собой модифицированные нуклеотиды. Например, в 

некоторых вариантах осуществления нуклеотиды в липком конце представляют собой 2'-О-метил-

модифицированные нуклеотиды, 2'-фтор-модифицированные нуклеотиды, 2'-метоксиэтил-

модифицированные нуклеотиды или их комбинации. 

Конструкции для RNAi по настоящему изобретению могут также содержать одну или несколько 

модифицированных межнуклеотидных связей. Используемый в данном документе термин "модифици-

рованная межнуклеотидная связь" относится к межнуклеотидной связи, отличной от природной 3'-5'-

фосфодиэфирной связи. В некоторых вариантах осуществления модифицированная межнуклеотидная 

связь представляет собой фосфорсодержащую межнуклеотидную связь, такую как сложную фосфотри-

эфирную, сложную аминоалкилфосфотриэфирную, алкилфосфонатную (например, метилфосфонатную, 

3'-алкиленфосфонатную), фосфинатную, фосфорамидатную (например, 3'-аминофосфорамидатную и 

аминоалкилфосфорамидатную), фосфоротиоатную (P=S), хиралфосфоротиоатную, фосфородитиоатную, 

тионофосфорамидатную, тионоалкилфосфонатную, сложную атионоалкилфосфотриэфирную и борано-

фосфатную. В одном варианте осуществления модифицированная межнуклеотидная связь представляет 

собой сложную 2'-5'-фосфодиэфирную связь. В других вариантах осуществления модифицированная 

межнуклеотидная связь представляет собой нефосфорную межнуклеотидную связь и, таким образом, 

может упоминаться как модифицированная межнуклеозидная связь. Такие нефосфорсодержащие связи 

включают без ограничения морфолиновые связи (образованные частично из сахарной части нуклеозида); 

силоксановые связи (-O-Si(H)2-O-); сульфидные, сульфоксидные и сульфоновые связи; формацетильные 

и тиоформацетильные связи; алкенсодержащие остовы; сульфаматные остовы; метиленметилиминовые 

(-CH2-N(CH3)-O-CH2-) и метиленгидразиновые связи; сульфонатные и сульфонамидные связи; амидные 

связи и другие, имеющие смешанные составные части, содержащие N, О, S и СН2. В одном варианте 

осуществления модифицированная межнуклеозидная связь представляет собой пептидную связь (напри-

мер, аминоэтилглицин) для создания пептидной нуклеиновой кислоты или PNA, такой как описанной в 

патентах США №№ 5539082; 5714331 и 5719262. Другие подходящие модифицированные межнуклео-

тидные и межнуклеозидные связи, которые могут быть использованы в конструкции для RNAi по на-

стоящему изобретению, описаны в патенте США № 6693187, патенте США № 9181551, в публикации 

патента США № 2016/0122761 и у Deleavey and Damha, Chemistry and Biology, Vol. 19: 937-954, 2012, при 

этом все они включены в данный документ посредством ссылки во всей своей полноте. 

В определенных вариантах осуществления конструкции для RNAi содержат одну или несколько 

фосфоротиоатных межнуклеотидных связей. Фосфоротиоатные межнуклеотидные связи могут присутст-
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вовать в смысловой нити, антисмысловой нити или в обеих нитях конструкции для RNAi. К примеру, в 

некоторых вариантах осуществления смысловая нить содержит 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 или больше фосфоро-

тиоатных межнуклеотидных связей. В других вариантах осуществления антисмысловая нить содержит 1, 

2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 или больше фосфоротиоатных межнуклеотидных связей. В дополнительных вариантах 

осуществления обе нити содержат 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 или больше фосфоротиоатных межнуклеотидных 

связей. Конструкции для RNAi могут содержать одну или больше фосфоротиоатных межнуклеотидных 

связей на 3'-конце, 5'-конце, или как на 3'-, так и на 5'-концах смысловой нити, антисмысловой нити или 

обеих нитей. Например, в определенных вариантах осуществления конструкция для RNAi содержит от 

приблизительно 1 до приблизительно 6 или больше (например, приблизительно 1, 2, 3, 4, 5, 6 или боль-

ше) последовательных фосфоротиоатных межнуклеотидных связей на 3'-конце смысловой нити, анти-

смысловой нити или обеих нитей. В других вариантах осуществления конструкция для RNAi содержит 

от приблизительно 1 до приблизительно 6 или больше (например, приблизительно 1, 2, 3, 4, 5, 6 или 

больше) последовательных фосфоротиоатных межнуклеотидных связей на 5'-конце смысловой нити, 

антисмысловой нити или обеих нитей. В одном варианте осуществления конструкция для RNAi содер-

жит одну фосфоротиоатную межнуклеотидную связь на 3'-конце смысловой нити и одну фосфоротиоат-

ную межнуклеотидную связь на 3'-конце антисмысловой нити. В другом варианте осуществления конст-

рукция для RNAi содержит две последовательные фосфоротиоатные межнуклеотидные связи на 3'-конце 

антисмысловой нити (т.е. фосфоротиоатную межнуклеотидную связь в случае первой и второй межнук-

леотидных связей на 3'-конце антисмысловой нити). В другом варианте осуществления конструкция для 

RNAi содержит две последовательные фосфоротиоатные межнуклеотидные связи как на 3'-, так и на 5'-

концах антисмысловой нити. В еще одном варианте осуществления конструкция для RNAi содержит две 

последовательные фосфоротиоатные межнуклеотидные связи как на 3'-, так и на 5'-концах антисмысло-

вой нити и две последовательные фосфоротиоатные межнуклеотидные связи на 5'-конце смысловой ни-

ти. В еще одном варианте осуществления конструкция для RNAi содержит две последовательные фос-

форотиоатные межнуклеотидные связи как на 3'-, так и на 5'-концах антисмысловой нити и две последо-

вательных фосфоротиоатные межнуклеотидные связи как на 3'-, так и на 5'-концах смысловой нити (т. е. 

фосфоротиоатную межнуклеотидную связь в первой и второй межнуклеотидной связях как на 5'-, так и 

на 3'-концах антисмысловой нити и фосфоротиоатную межнуклеотидную связь в первой и второй меж-

нуклеотидной связях как на 5'-, так и на 3'-концах смысловой нити). В любом из вариантов осуществле-

ния, в котором одна или обе нити содержат одну или несколько фосфоротиоатных межнуклеотидных 

связей, остальные межнуклеотидные связи внутри цепей могут представлять собой природные сложные 

3'-5'-фосфодиэфирные связи. Например, в некоторых вариантах осуществления каждая межнуклеотидная 

связь смысловой и антисмысловой нитей выбрана из сложного фосфодиэфира и фосфоротиоата, где по 

меньшей мере одна межнуклеотидная связь представляет собой фосфоротиоат. 

В ряде вариантов осуществления, в которых конструкция для RNAi содержит нуклеотидный лип-

кий конец, два или более неспаренных нуклеотида в составе липкого конца могут быть соединены по-

средством фосфоротиоатной межнуклеотидной связи. В определенных вариантах осуществления все 

неспаренные нуклеотиды в нуклеотидном липком конце на 3'-конце антисмысловой нити и/или смысло-

вой нити соединены фосфоротиоатными межнуклеотидными связями. В других вариантах осуществле-

ния все неспаренные нуклеотиды в нуклеотидном липком конце на 5'-конце антисмысловой нити и/или 

смысловой нити соединены фосфоротиоатными межнуклеотидными связями. В еще одних дополнитель-

ных вариантах осуществления все неспаренные нуклеотиды в любом нуклеотидном липком конце со-

единены фосфоротиоатными межнуклеотидными связями. 

В определенных вариантах осуществления модифицированные нуклеотиды, встроенные в одну или 

обе нити конструкции для RNAi по настоящему изобретению, имеют модификацию нуклеинового осно-

вания (также называемого в данном документе как "основание"). Термин "модифицированное нуклеино-

вое основание" или "модифицированное основание" относится к основанию, отличному от встречаю-

щихся в природе пуриновых оснований аденина (А) и гуанина (G) и пиримидиновых оснований тимина 

(Т), цитозина (С) и урацила (U). Модифицированные нуклеиновые основания могут быть синтетически-

ми или встречающимися в природе модификациями и включают без ограничения универсальные осно-

вания, 5-метилцитозин (5-me-С), 5-гидроксиметилцитозин, ксантин (X), гипоксантин (I), 2-аминоаденин, 

6-метиладенин, 6-метилгуанин и другие алкильные производные аденина и гуанина, 2-пропил и другие 

алкильные производные аденина и гуанина, 2-тиоурацил, 2-тиотимин и 2-тиоцитозин, 5-галоурацил и  

-цитозин, 5-пропинилурацил 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-галогено, в частности, 5-бром, 5-трифторметил и другие 5-замещенные урацилы и цитозины, 7-

метилгуанин и 7-метиладенин, 8-азагуанин и 8-азааденин, 7-дезазагуанин и 7-дезазааденин, 3-

дезазагуанин и 3-дезазааденин. 

В некоторых вариантах осуществления модифицированное основание представляет собой универ-

сальное основание. Термин "универсальное основание" относится к аналогу основания, который неизби-

рательно образует пары оснований со всеми природными основаниями в РНК и ДНК без изменения 

двойной спиральной структуры образовавшегося дуплексного участка. Универсальные основы известны 
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специалистам в данной области и включают без ограничения инозин, С-фенил, С-нафтил и другие аро-

матические производные, азольные карбоксамиды и производные нитроазола, такие как 3-нитропиррол, 

4-нитроиндол, 5-нитроиндол и 6-нитроиндол. 

Другие подходящие модифицированные основания, которые могут быть встроены в конструкции 

для RNAi по настоящему изобретению, включают те, которые описаны в публикациях Herdewijn, An-

tisense Nucleic Acid Drug Dev., Vol. 10:297-310, 2000 и Peacock et al., J. Org. Chern., Vol. 76: 7295-7300, 

2011, при этом все они включены в данный документ посредством ссылки во всей их полноте. Специали-

сту в данной области хорошо известно, что гуанин, цитозин, аденин, тимин и урацил могут быть замене-

ны другими нуклеиновыми основаниями, такими как модифицированные нуклеиновые основания, опи-

санные выше, без существенного изменения свойств спаривания оснований у полинуклеотида, содержа-

щего нуклеотид с таким замещенным нуклеиновым основанием. 

В некоторых вариантах осуществления конструкции для RNAi по настоящему изобретению 5'-

конец смысловой нити, антисмысловой нити или как антисмысловой, так и смысловой нити содержит 

фосфатный фрагмент. Используемый в данном документе термин "фосфатный фрагмент" относится к 

концевой фосфатной группе, которая включает немодифицированные фосфаты (-O-Р=О)(ОН)ОН), а так-

же модифицированные фосфаты. Модифицированные фосфаты включают фосфаты, в которых одна или 

несколько групп O и OH заменены на H, О, S, N (R) или алкил, где R представляет собой H, защитную 

аминогруппу или незамещенный или замещенный алкил. Иллюстративные фосфатные фрагменты вклю-

чают без ограничения 5'-монофосфат; 5'-дифосфат; 5'-трифосфат; 5'-гуанозиновый кэп (7-

метилированный или неметилированный); 5'-аденозиновый кэп или любую другую модифицированную 

или немодифицированную структуру нуклеотидного кэпа; 5'-монотиофосфат (фосфоротиоат); 5'-

монодитиофосфат (фосфородитиоат); 5'-альфа-тиотрифосфат; 5'-гамма-тиотрифосфат, 5'-

фосфороамидаты; 5'-винилфосфаты; 5'-алкилфосфонаты (например, алкил=метил, этил, изопропил, про-

пил и т.д.) и 5'-алкилэфирфосфонаты (например, алкилэфир=метоксиметил, этоксиметил и т.д). 

Модифицированные нуклеотиды, которые могут быть встроены в конструкции для RNAi по на-

стоящему изобретению, могут иметь более одной химической модификации из описанных в данном до-

кументе. Например, модифицированный нуклеотид может иметь модификацию рибозного сахара, а так-

же модификацию нуклеинового основания. В качестве примера модифицированный нуклеотид может 

содержать 2'-модификацию сахара (например, 2'-фтор и 2'-метил) и содержать модифицированное осно-

вание (например, 5-метилцитозин или псевдоурацил). В других вариантах осуществления модифициро-

ванный нуклеотид может содержать модификацию сахара в сочетании с модификацией 5'-фосфата, при 

этом когда модифицированный нуклеотид будет включен в полинуклеотид, образуется модифицирован-

ная межнуклеотидная или межнуклеозидная связь. Например, в некоторых вариантах осуществления 

модифицированный нуклеотид может содержать модификацию сахара, такую как 2'-фтор-модификация, 

2'-O-метил-модификация или бициклическая модификация сахара, а также 5'-фосфоротиоатную группу. 

Соответственно, в некоторых вариантах осуществления одна или обе нити конструкции для RNAi по 

настоящему изобретению содержат комбинацию 2'-модифицированных нуклеотидов или BNA и фосфо-

ротиоатных межнуклеотидных связей. В определенных вариантах осуществления как смысловые, так и 

антисмысловые нити конструкции для RNAi по настоящему изобретению содержат комбинацию 2'-фтор-

модифицированных нуклеотидов, 2'-O-метил-модифицированных нуклеотидов и фосфоротиоатных меж-

нуклеотидных связей. Иллюстративные конструкции для RNAi, содержащие модифицированные нук-

леотиды и межнуклеотидные связи, показаны в табл. 2. 

Функция конструкции для RNAi 

Предпочтительно конструкции для RNAi по настоящему изобретению снижают или подавляют 

экспрессию PNPLA3 в клетках, в частности в клетках печени. 

Соответственно, в одном варианте осуществления настоящего изобретения представлен способ 

снижения экспрессии PNPLA3i в клетке путем приведения клетки в контакт с любой конструкцией для 

RNAi, описанной в данном документе. Клетка может находиться в условиях in vitro или in vivo. Экспрес-

сию PNPLA3 можно оценивать путем измерения количества или уровня мРНК PNPLA3, белка PNPLA3 

или другого биомаркера, связанного с экспрессией PNPLA3. Снижение экспрессии PNPLA3 в клетках 

или у животных, обработанных конструкцией для RNAi по настоящему изобретению, можно определить 

по сравнению с экспрессией PNPLA3 в клетках или у животных, не обработанных конструкцией для 

RNAi, либо обработанных контрольной конструкцией для RNAi. Например, в некоторых вариантах осу-

ществления снижение экспрессии PNPLA3 оценивают путем (а) измерения количества или уровня мРНК 

PNPLA3 в клетках печени, обработанных конструкцией для RNAi по настоящему изобретению, (b) изме-

рения количества или уровня мРНК PNPLA3 в клетках печени, обработанных контрольной конструкцией 

для RNAi (например, средством для RNAi, направленным на молекулу РНК, не экспрессируемую в клет-

ках печени, или конструкцией для RNAi, имеющей нонсенс- или скремблированную последователь-

ность) или обработанных без конструкции, и (с) сравнения измеренных уровней мРНК PNPLA3 в обра-

ботанных клетках из (а) с измеренными уровнями мРНК PNPLA3 в контрольных клетках из (b). Уровни 

мРНК PNPLA3 в обработанных клетках и в контрольных клетках перед сравнением могут быть нормали-

зованы относительно уровней РНК контрольного гена (например, 18S рибосомальной РНК). Уровни 
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мРНК PNPLA3 можно измерять с помощью различных методик, включая нозерн-блоттинг, анализ с за-

щитой от действия нуклеаз, гибридизацию in situ (FISH), ПНР с обратной транскрипцией ((RT)-PCR), 

ПНР в режиме реального времени (RT-PCR), количественную ПНР и им подобные. 

В других вариантах осуществления снижение экспрессии PNPLA3 оценивают путем (а) измерения 

количества или уровня белка PNPLA3 в клетках печени, обработанных конструкцией для RNAi по на-

стоящему изобретению, (b) измерения количества или уровня белка PNPLA3 в клетках печени, обрабо-

танных контрольной конструкцией для RNAi (например, средством для RNAi, направленным на молеку-

лу РНК, не экспрессируемую в клетках печени, или конструкцией для RNAi, имеющей нонсенс-или 

скремблированную последовательность) или обработанных без конструкции, и (с) сравнения измерен-

ных уровней белка PNPLA3 в обработанных клетках из (а) с измеренными уровнями белка PNPLA3 в 

контрольных клетках из (b). Методики измерения уровней белка PNPLA3 известны специалистам в дан-

ной области и включают вестерн-блоттинг, иммуноанализы (например, ELISA) и проточную цитомет-

рию. Иллюстративная методика оценки экспрессии белка PNPLA3 на основе иммуноанализа описана в 

примере 2. В примере 3 описана иллюстративная методика измерения мРНК PNPLA3 с помощью RNA 

FISH. Для оценки эффективности конструкции для RNAi по настоящему изобретению может быть ис-

пользована любая методика, способная измерять мРНК или белок PNPLA3. 

В некоторых вариантах осуществления методики оценки уровней экспрессии PNPLA3 выполняют 

in vitro в клетках, которые нативно экспрессируют PNPLA3 (например, в клетках печени) или в клетках, 

которые были сконструированы для экспрессии PNPLA3. В определенных вариантах осуществления ме-

тодики проводят in vitro в клетках печени. Подходящие клетки печени включают без ограничения пер-

вичные гепатоциты (например, гепатоциты человека, нечеловекообразных приматов или грызунов), 

клетки HepAD38, клетки HuH-6, клетки HuH-7, клетки HuH-5-2, клетки BNLCL2, клетки Hep3B или 

клетки HepG2. В одном варианте осуществления клетки печени представляют собой клетки Hep3B. В 

другом варианте осуществления клетки печени представляют собой клетки HepG2. 

В других вариантах осуществления методики оценки уровней экспрессии PNPLA3 проводят in vivo. 

Можно вводить конструкции для RNAi и любые контрольные конструкции для RNAi животному (на-

пример, грызуну или нечеловекообразному примату) и оценивать уровни мРНК или белка PNPLA3 в 

образце ткани печени, отобранном у животного после обработки. В качестве альтернативы или дополни-

тельно биомаркер или функциональный фенотип, ассоциированный с экспрессией PNPLA3, можно оце-

нивать у животных, которых обрабатывали указанным средством. 

В определенных вариантах осуществления экспрессия PNPLA3 снижена в клетках печени по мень-

шей мере на 10%, по меньшей мере на 15%, по меньшей мере на 20%, по меньшей мере на 25%, по 

меньшей мере на 30%, по меньшей мере на 35%, по меньшей мере на 40%, по меньшей мере на 45% или 

по меньшей мере на 50% за счет воздействия конструкции для RNAi по настоящему изобретению. В не-

которых вариантах осуществления экспрессия PNPLA3 снижена в клетках печени на по меньшей мере 

60%, на по меньшей мере 65%, на по меньшей мере 70%, на по меньшей мере 75%, на по меньшей мере 

80% или на по меньшей мере 85% за счет воздействия конструкции для RNAi по настоящему изобрете-

нию. В других вариантах осуществления экспрессия PNPLA3 снижена в клетках печени на приблизи-

тельно 90% или больше, например, на 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% или больше за 

счет воздействия конструкции для RNAi по настоящему изобретению. Процент снижения экспрессии 

PNPLA3 можно измерять при помощи любых способов, описанных в данном документе, а также других 

способов, известных в данной области. К примеру, в определенных вариантах осуществления конструк-

ции для RNAi по настоящему изобретению на по меньшей мере 45% подавляют экспрессию PNPLA3 при 

концентрации 5 нМ в клетках Hep3B (содержащих PNPLA3 дикого типа) in vitro. В связанных вариантах 

осуществления конструкции для RNAi по настоящему изобретению на по меньшей мере 50%, на по 

меньшей мере 55%, на по меньшей мере 60%, на по меньшей мере 65%, на по меньшей мере 70% или на 

по меньшей мере 75% подавляют экспрессию PNPLA3 при концентрации 5 нМ в клетках Hep3B in vitro. 

В других вариантах осуществления конструкции для RNAi по настоящему изобретению на по меньшей 

мере 80%, на по меньшей мере 85%, на по меньшей мере 90%, на по меньшей мере 92%, на по меньшей 

мере 94%, на по меньшей мере 96% или на по меньшей мере 98% подавляют экспрессию PNPLA3 при 

концентрации 5 нМ в клетках Hep3B in vitro. В определенных вариантах осуществления конструкции для 

RNAi по настоящему изобретению на по меньшей мере 45% подавляют экспрессию PNPLA3 при кон-

центрации 5 нМ в клетках HepG2 (содержащих два минорных аллеля PNPLA3-rs738409-rs738408) in 

vitro. В связанных вариантах осуществления конструкции для RNAi по настоящему изобретению на по 

меньшей мере 50%, на по меньшей мере 55%, на по меньшей мере 60%, на по меньшей мере 65%, на по 

меньшей мере 70% или на по меньшей мере 75% подавляют экспрессию PNPLA3 при концентрации 5 

нМ в клетках HepG2 in vitro. В других вариантах осуществления конструкции для RNAi по настоящему 

изобретению по меньшей мере на 80%, по меньшей мере на 85%, на по меньшей мере 90%, по меньшей 

мере на 92%, по меньшей мере на 94%, по меньшей мере на 96% или по меньшей мере на 98% подавляют 

экспрессию PNPLA3 при концентрации 5 нМ в клетках HepG2 in vitro. В определенных вариантах осу-

ществления конструкции для RNAi по настоящему изобретению по меньшей мере на 45% подавляют 

экспрессию PNPLA3 при концентрации 5 нМ в трансфицированных клетках СНО, экспрессирующих 
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PNPLA3 I148I или I148M человека in vitro. В связанных вариантах осуществления конструкции для 

RNAi по настоящему изобретению по меньшей мере на 50%, по меньшей мере на 55%, по меньшей мере 

на 60%, по меньшей мере на 65%, по меньшей мере на 70% или по меньшей мере на 75% подавляют экс-

прессию PNPLA3 при концентрации 5 нМ в трансфицированных клетках СНО, экспрессирующих 

PNPLA3 I148I или I148M человека in vitro. В других вариантах осуществления конструкции для RNAi по 

настоящему изобретению по меньшей мере на 80%, по меньшей мере на 85%, по меньшей мере на 90%, 

по меньшей мере на 92%, по меньшей мере на 94%, по меньшей мере на 96% или по меньшей мере на 

98% подавляют экспрессию PNPLA3 при концентрации 5 нМ в трансфицированных клетках СНО, экс-

прессирующих PNPLA3 I148I или I148M человека in vitro. Снижение PNPLA3 можно измерять с исполь-

зованием различных методик, в том числе RNA FISH или капельной цифровой ПНР, как это описано в 

примерах 2 и 3. 

В некоторых вариантах осуществления значение IC50 рассчитывается для оценки способности кон-

струкции для RNAi по настоящему изобретению подавлять экспрессию PNPLA3 в клетках печени. Тер-

мин "значение IC50" означает дозу/концентрацию, необходимую для достижения 50% подавления биоло-

гической или биохимической функции. Значение IC50 для любого конкретного вещества или антагониста 

можно определить путем построения кривой зависимости "доза-ответ" и изучения влияния различных 

концентраций вещества или антагониста на уровни экспрессии или функциональную активность, опре-

деляемые в любом анализе. Значения IC50 можно рассчитать для данного антагониста или вещества пу-

тем определения концентрации, необходимой для подавления половины максимального биологического 

ответа или половины уровней нативной экспрессии. Таким образом, значение IC50 для любой конструк-

ции для RNAi может быть рассчитано путем определения концентрации конструкции для RNAi, необхо-

димой, чтобы подавить половину уровня нативной экспрессии PNPLA3 в клетках печени (например, 

уровня экспрессии PNPLA3 в контрольных клетках печени) в любом анализе, таком как иммуноанализ, 

или анализ RNA FISH, или анализ с помощью капельной цифровой ПЦР, которые описаны в примерах. 

Конструкции для RNAi по настоящему изобретению могут подавлять экспрессию PNPLA3 в клетках пе-

чени (например, в клетках Hep3B) со значением IC50, составляющим менее приблизительно 20 нМ. На-

пример, конструкции для RNAi подавляют экспрессию PNPLA3 в клетках печени со значением IC50, со-

ставляющим от приблизительно 0,001 до приблизительно 20 нМ, от приблизительно 0,001 до приблизи-

тельно 10 нМ, от приблизительно 0,001 до приблизительно 5 нМ, от приблизительно 0,001 до приблизи-

тельно 1 нМ, от приблизительно 0,1 до приблизительно 10 нМ, от приблизительно 0,1 до приблизительно 

5 нМ или от приблизительно 0,1 до приблизительно 1 нМ. В определенных вариантах осуществления 

конструкция для RNAi подавляет экспрессию PNPLA3 в клетках печени (например, клетках Hep3B) со 

значением IC50, составляющим от приблизительно 1 нМ до приблизительно 10 нМ. Конструкции для 

RNAi по настоящему изобретению могут подавлять экспрессию PNPLA3 в клетках печени (например, в 

клетках HepG2) со значением IC50, составляющим менее приблизительно 20 нМ. Например, конструкции 

для RNAi подавляют экспрессию PNPLA3 в клетках печени со значением IC50, составляющим от прибли-

зительно 0,001 до приблизительно 20 нМ, от приблизительно 0,001 до приблизительно 10 нМ, от прибли-

зительно 0,001 до приблизительно 5 нМ, от приблизительно 0,001 до приблизительно 1 нМ, от приблизи-

тельно 0,1 до приблизительно 10 нМ, от приблизительно 0,1 до приблизительно 5 нМ или от приблизи-

тельно 0,1 до приблизительно 1 нМ. В определенных вариантах осуществления конструкция для RNAi 

подавляет экспрессию PNPLA3 в клетках печени (например, клетках HepG2) со значением IC50, состав-

ляющим от приблизительно 1 до приблизительно 10 нМ. Конструкции для RNAi по настоящему изобре-

тению могут подавлять экспрессию PNPLA3 в клетках печени (например, в трансфицированных клетках 

СНО, экспрессирующих PNPLA3 I148I или I148M человека) со значением IC50, составляющим менее 

приблизительно 20 нМ. Например, конструкции для RNAi подавляют экспрессию PNPLA3 в клетках пе-

чени со значением IC50, составляющим от приблизительно 0,001 до приблизительно 20 нМ, от приблизи-

тельно 0,001 до приблизительно 10 нМ, от приблизительно 0,001 до приблизительно 5 нМ, от приблизи-

тельно 0,001 до приблизительно 1 нМ, от приблизительно 0,1 до приблизительно 10 нМ, от приблизи-

тельно 0,1 до приблизительно 5 нМ или от приблизительно 0,1 до приблизительно 1 нМ. В определенных 

вариантах осуществления конструкция для RNAi подавляет экспрессию PNPLA3 в клетках печени (на-

пример, в трансфицированных клетках СНО, экспрессирующих PNPLA3 I148I или I148M человека) со 

значением IC50, составляющим от приблизительно 1 до приблизительно 10 нМ. 

Конструкции для RNAi по настоящему изобретению можно легко получить с использованием ме-

тодик, известных в данной области, например, с использованием обычного твердофазного синтеза нук-

леиновых кислот. Полинуклеотиды конструкции для RNAi могут быть собраны на подходящем синтеза-

торе нуклеиновых кислот с использованием стандартных нуклеотидных или нуклеозидных предшест-

венников (например, фосфорамидитов). Автоматизированные синтезаторы нуклеиновых кислот прода-

ются коммерчески несколькими поставщиками, включая синтезаторы ДНК/РНК от Applied Biosystems 

(Фостер Сити, Калифорния), синтезаторы MerMade от BioAutomation (Ирвинг, Техас) и синтезаторы Oli-

goPilot от GE Healthcare Life Sciences (Питтсбург, Пенсильвания). 

Для синтеза олигонуклеотидов посредством химии фосфорамидитов может быть использована 2'-

силильная защитная группа в сочетании с кислотолабильным диметокситритилом (DMT) в 5'-положении 
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рибонуклеозидов. Известно, что конечные условия снятия защиты не приводят к значительной деграда-

ции РНК-продуктов. Все процессы синтеза можно проводить в любом автоматическом или ручном син-

тезаторе в большом, среднем или малом масштабе. Синтез также можно проводить в многолуночных 

планшетах, колонках или предметных стеклах. 

2'-O-силильную группу можно удалить посредством воздействия фторид-ионов, которые могут 

представлять собой любой источник фторид-иона, например, те соли, которые содержат фторид-ион в 

сочетании с неорганическими противоионами, например фторид цезия и фторид калия, или те соли, ко-

торые содержат фторид-ион в паре с органическим противоионом, например тетраалкиламмонийфтори-

дом. В реакции снятия защиты можно использовать краун-эфирный катализатор в комбинации с неорга-

ническим фторидом. Предпочтительным источником фторид-иона являются тетрабутиламмонийфторид 

или аминогидрофториды (например, объединение водного HF с триэтиламином в диполярном апротон-

ном растворителе, например, диметилформамиде). 

Выбор защитных групп для использования на сложных фосфитных триэфирах и сложных фосфот-

риэфирах может привести к изменению стабильности сложных триэфиров по отношению к фтору. Ме-

тильная защита сложного фосфотриэфира или сложного фосфитетриэфира может стабилизировать связь 

с ионами фтора и улучшить технологический выход процесса. 

Поскольку рибонуклеозиды имеют реакционноспособный 2'-гидроксильный заместитель, может 

быть желательной защита реакционноспособного 2'-положения в РНК защитной группой, которая будет 

ортогональна 5'-O-диметокситритильной защитной группе, например, устойчивой к обработке кислотой. 

Силильные защитные группы соответствуют этому критерию и могут быть легко удалены на конечной 

стадии снятия защиты с фтора, что может привести к минимальной деградации РНК. 

В стандартной реакции связывания фосфорамидита можно использовать тетразольные катализато-

ры. Предпочтительные катализаторы включают, например, тетразол, S-этил-тетразол, бензилтиотетразол, 

нитрофенилтетразол. 

Специалисту в данной области понятно, что дополнительные способы синтеза конструкций для 

RNAi, описанные в данном документе, будут очевидны специалистам в данной области. Кроме того, раз-

личные стадии синтеза могут быть выполнены в альтернативной последовательности или для получения 

требуемых соединений. Другие превращения синтетической химии, защитные группы (например, для 

гидроксила, амино и т.д., присутствующие на основаниях) и методология защитных групп (защита и сня-

тие защиты), применимые в синтезе конструкции для RNAi, описанные в данном документе, известны из 

уровня техники и включают, например, такие, как описанные в R. Larock, Comprehensive Organic Trans-

formations, VCH Publishers (1989); T. W. Greene and P. G. M. Wuts, Protective Groups in Organic Synthesis, 

2
d
. Ed., John Wiley and Sons (1991); L. Fieser and M. Fieser, Fieser and Fieser's Reagents for Organic Synthe-

sis, John Wiley and Sons (1994) и L. Paquette, ed., Encyclopedia of Reagents for Organic Synthesis, John Wiley 

and Sons (1995) и их последующих изданиях. Синтеза средств для RNAi по индивидуальному заказу так-

же доступен у нескольких коммерческих поставщиков, в том числе от Dharmacon, Inc. (Лафайет, Колора-

до), AxoLabs GmbH (Кульмбах, Германия) и Ambion, Inc. (Фостер Сити, Калифорния). 

Конструкции для RNAi по настоящему изобретению могут содержать лиганд. Используемый в дан-

ном документе термин "лиганд" относится к любому соединению или любой молекуле, которые прямо 

или косвенно способны взаимодействовать с другим соединением или молекулой. Взаимодействие ли-

ганда с другим соединением или молекулой может вызывать биологический ответ (например, иницииро-

вать каскад передачи сигнала, индуцировать рецептор-опосредованный эндоцитоз) или может просто 

представлять собой физическую связь. Лиганд может модифицировать одно или несколько свойств мо-

лекулы двухнитевой РНК, к которой он присоединен, таких как фармакодинамические, фармакокинети-

ческие, связывающие, абсорбционные свойства, распределение в клетках, поглощение клеткой, заряд 

и/или клиренс молекулы РНК. 

Лиганд может включать белок сыворотки крови (например, человеческий сывороточный альбумин, 

липопротеин низкой плотности, глобулин), фрагмент холестерина, витамин (биотин, витамин Е, витамин 

В12), фолатный фрагмент, стероид, желчную кислоту (например, холевую кислоту), жирную кислоту 

(например, пальмитиновую кислоту, миристиновую кислоту), углевод (например, декстран, пуллулан, 

хитин, хитозан, инулин, циклодекстрин или гиалуроновую кислоту), гликозид, фосфолипид или антитело 

или его связывающий фрагмент (например, антитело или связывающий фрагмент, который нацеливает 

конструкцию для RNAi на конкретный тип клеток, такой как клетки печени). Другие примеры лигандов 

включают красители, интеркалирующие агенты (например, акридины), перекрестносшивающие средства 

(например, псорален, митомицин С), порфирины (ТРРС4, тексафирин, сапфирин), полициклические аро-

матические углеводороды (например, феназин, дигидрофеназин), искусственные эндонуклеазы (напри-

мер, EDTA), липофильные молекулы, например, адамантануксусную кислоту, 1-пиренбутировую кисло-

ту, дигидротестостерон, 1,3-бис-О(гексадецил)глицерин, геранилоксигексильную группу, гексадецилг-

лицерин, борнеол, ментол, 1,3-пропандиол, гептадецильную группу, 03-(олеоил)литохолевую кислоту, 

03-(олеоил)холеновую кислоту, диметокситритил или феноксазин), пептиды (например, пептид anten-

napedia), пептид Tat, пептиды RGD), алкилирующие средства, полимеры, такие как полиэтиленгликоль 

(РЕО)(например, PEG-40K), полиаминокислоты и полиамины (например, спермин, спермидин). 
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В определенных вариантах осуществления лиганды обладают эндосомолитическими свойствами. 

Эндосомолитические лиганды способствуют лизису эндосомы и/или транспорту конструкции для RNAi 

по настоящему изобретению или ее компонентов из эндосомы в цитоплазму клетки. Эндосомолитиче-

ский лиганд может представлять собой поликатионный пептид или пептидомиметик, который проявляет 

pH-зависимую активность мембраны и фузогенность. В одном варианте осуществления предполагается, 

что эндосомолитический лиганд имеет функционально активную конформацию при значении pH в эндо-

соме. Под "активной" конформацией подразумевается конформация, при которой эндосомолитический 

лиганд способствует лизису эндосомы и/или транспорту конструкции для RNAi по настоящему изобре-

тению или ее компонентов из эндосомы в цитоплазму клетки. Иллюстративные эндосомолитические ли-

ганды включают пептид GALA (Subbarao et al., Biochemistry, Vol. 26: 2964-2972, 1987), пептид EALA 

(Vogel et al., J. Am. Chern. Soc.,Vol. 118: 1581-1586, 1996) и их производные (Turk et al., Biochem. Biophys. 

Acta, Vol.1559: 56-68, 2002). В одном варианте осуществления эндосомолитический компонент может 

содержать химическую группу (например, аминокислоту), которая претерпевает изменение заряда или 

протонирование в ответ на изменение pH. Эндосомолитический компонент может быть линейным или 

разветвленным. 

В некоторых вариантах осуществления лиганд содержит липид или другую гидрофобную молекулу. 

В одном варианте осуществления лиганд содержит фрагмент холестерина или другой стероид. Сообща-

ли, что конъюгированные с холестерином олигонуклеотиды более активны, чем их неконъюгированные 

аналоги (Manoharan, Antisense Nucleic Acid Drug Development, Vol. 12: 103-228, 2002). Лиганды, содер-

жащие фрагменты холестерина и другие липиды для конъюгации с молекулами нуклеиновых кислот, 

также были описаны в патентах США №№ 7851615; 7745608 и 7833992, которые все включены в данный 

документ посредством ссылки во всей своей полноте. В другом варианте осуществления лиганд содер-

жит фолатный фрагмент. Полинуклеотиды, конъюгированные с фолатными фрагментами, могут погло-

щаться клетками через рецепторно-опосредованный путь эндоцитоза. Такие конъюгаты фолат-

полинуклеотид описаны в патенте США № 8188247, который включен в данный документ посредством 

ссылки во всей своей полноте. 

Принимая во внимание, что PNPLA3 экспрессируется в клетках печени (например, в гепатоцитах), 

в определенных вариантах осуществления желательно специфично доставлять конструкцию для RNAi 

именно в эти клетки печени. В некоторых вариантах осуществления конструкции для RNAi могут быть 

специфично нацелены на печень путем использования лигандов, которые связываются или взаимодейст-

вуют с белками, экспрессируемыми на поверхности клеток печени. Например, в определенных вариантах 

осуществления лиганды могут содержать антигенсвязывающие белки (например, антитела или их связы-

вающие фрагменты (например, Fab, scFv)), которые специфически связываются с рецептором, экспрес-

сируемым на гепатоцитах. 

В определенных вариантах осуществления лиганд содержит углевод. Термин "углевод" относится к 

соединению, состоящему из одного или нескольких моносахаридных звеньев, имеющих по меньшей ме-

ре 6 атомов углерода (которые могут быть линейными, разветвленными или циклическими) с атомом 

кислорода, азота или серы, связанным с каждым атомом углерода. Углеводы включают без ограничения 

сахара (например, моносахариды, дисахариды, трисахариды, тетрасахариды и олигосахариды, содержа-

щие от приблизительно 4, 5, 6, 7, 8 или 9 моносахаридных единиц) и полисахариды, такие как крахмалы, 

гликоген, целлюлоза и полисахаридные смолы. В некоторых вариантах осуществления углевод, вклю-

ченный в лиганд, представляет собой моносахарид, выбранный из пентозы, гексозы или гептозы, и ди- и 

трисахариды, включающие такие моносахаридные звенья. В других вариантах осуществления углевод, 

встроенный в лиганд, представляет собой аминосахар, такой как галактозамин, глюкозамин, N-

ацетилгалактозамин и N-ацетилглюкозамин. 

В некоторых вариантах осуществления лиганд содержит гексозу или гексозамин. Гексоза может 

быть выбрана из глюкозы, галактозы, маннозы, фукозы или фруктозы. Гексозамин может быть выбран из 

фруктозамина, галактозамина, глюкозамина или маннозамина. В определенных вариантах осуществле-

ния лиганд содержит глюкозу, галактозу, галактозамин или глюкозамин. В одном варианте осуществле-

ния лиганд содержит глюкозу, глюкозамин или N-ацетилглюкозамин. В другом варианте осуществления 

лиганд содержит галактозу, галактозамин или N-ацетилгалактозамин. В конкретных вариантах осущест-

вления лиганд содержит N-ацетилгалактозамин. Лиганды, содержащие глюкозу, галактозу и N-

ацетилгалактозамин (GalNAc), особенно эффективны в нацеливании соединений на клетки печени. 

Смотрите, например, D'Souza and Devarajan, J. Control Release, Vol. 203: 126-139, 2015. Примеры GalNAc- 

или галактозосодержащих лигандов, которые могут быть встроены в конструкции для RNAi по настоя-

щему изобретению, описаны в патентах США №№ 7491805; 8106022 и 8877917; в публикации патента 

США № 20030130186 и публикации WIPO № WO2013166155, которые все включены в данный документ 

посредством ссылки во всей своей полноте. 

В определенных вариантах осуществления лиганд содержит мультивалентный углеводный фраг-

мент. Используемый в данном документе термин "мультивалентный углеводный фрагмент" относится к 

фрагменту, содержащему два или более углеводных звеньев, способных независимо связываться или 

взаимодействовать с другими молекулами. Например, мультивалентный углеводный фрагмент содержит 
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два или более связывающих домена, состоящих из углеводов, которые могут связываться с двумя или 

более различными молекулами или двумя или более различными участками на одной и той же молекуле. 

Валентность углеводного фрагмента обозначает количество отдельных связывающих доменов в углевод-

ном фрагменте. К примеру, термины "одновалентный", "двухвалентный", "трехвалентный" и "четырех-

валентный", относящиеся к углеводному фрагменту, относятся к углеводным фрагментам с одним, дву-

мя, тремя и четырьмя связывающими доменами соответственно. Мультивалентный углеводный фраг-

мент может содержать мультивалентный лактозный фрагмент, мультивалентный галактозный фрагмент, 

мультивалентный глюкозный фрагмент, мультивалентный N-ацетилгалактозаминовый фрагмент, муль-

тивалентный N-ацетилглюкозаминовый фрагмент, мультивалентный маннозный фрагмент или мульти-

валентный фукозный фрагмент. В некоторых вариантах осуществления лиганд содержит мультивалент-

ный галактозный фрагмент. В других вариантах осуществления лиганд содержит мультивалентный N-

ацетилгалактозаминовый фрагмент. В этих и других вариантах осуществления мультивалентный угле-

водный фрагмент является двухвалентным, трехвалентным или четырехвалентным. В таких вариантах 

осуществления мультивалентный углеводный фрагмент может быть двухантенным или трехантенным. В 

одном конкретном варианте осуществления мультивалентный N-ацетилгалактозаминовый фрагмент яв-

ляется трехвалентным или четырехвалентным. В другом конкретном варианте осуществления мультива-

лентный галактозный фрагмент является трехвалентным или четырехвалентным. Иллюстративные трех-

валентные и четырехвалентные GalNAc-содержащие лиганды для встраивания в конструкции для RNAi 

по настоящему изобретению подробно описаны ниже. 

Лиганд может быть присоединен или конъюгирован с молекулой РНК конструкции для RNAi непо-

средственно или опосредованно. К примеру, в некоторых вариантах осуществления лиганд ковалентно 

присоединен непосредственно к смысловой или антисмысловой нити конструкции для RNAi. В других 

вариантах осуществления лиганд ковалентно присоединен через линкер к смысловой или антисмысловой 

нити конструкции для RNAi. Лиганд может быть присоединен к нуклеиновым основаниям, сахарным 

фрагментам или межнуклеотидным связям полинуклеотидов (например, смысловой нити или антисмы-

словой нити) конструкции для RNAi по настоящему изобретению. Конъюгирование или присоединение 

к пуриновым нуклеиновым основаниям или их производным может происходить в любом положении, 

включая эндоциклические и экзоциклические атомы. В определенных вариантах осуществления 2-, 6-, 7- 

или 8-положения пуринового нуклеинового основания присоединены к лиганду. Конъюгация с пирими-

диновыми нуклеиновыми основаниями или их производными или присоединение к ним также может 

происходить в любом положении. В некоторых вариантах осуществления 2-, 5- и 6-положения пирими-

динового нуклеинового основания могут быть присоединены к лиганду. Конъюгация с сахарными фраг-

ментами нуклеотидов или присоединение к ним может происходить при любом атоме углерода. Иллюст-

ративные атомы углерода сахарного фрагмента, которые могут быть присоединены к лиганду, включают 

атомы углерода в положениях 2'-, 3'- и 5'. Атом в положении 1' также может быть присоединен к лиганду, 

такому как остаток основания. 

Межнуклеотидные связи также могут поддерживать прикрепление лиганда. В случае фосфорсо-

держащих связей (например, сложной фосфодиэфирной, фосфоротиоатной, фосфородитиоатной, фосфо-

роамидатной и т.п.) лиганд может быть присоединен непосредственно к атому фосфора или к атому О, N 

или S, связанному с атомом фосфора. В случае аминосодержащих или амидсодержащих межнуклеозид-

ных связей (например, PNA) лиганд может быть присоединен к атому азота амина или амида или к 

смежному атому углерода. 

В определенных вариантах осуществления лиганд может быть присоединен к 3'- или 5'-концу смы-

словой или антисмысловой нити. В определенных вариантах осуществления лиганд ковалентно присое-

динен к 5'-концу смысловой нити. В других вариантах осуществления лиганд ковалентно присоединен к 

3'-концу смысловой нити. Например, в некоторых вариантах осуществления лиганд присоединен к 3'-

концевому нуклеотиду смысловой нити. В некоторых таких вариантах осуществления лиганд присоеди-

нен в 3'-положении 3'-концевого нуклеотида смысловой нити. В альтернативных вариантах осуществле-

ния лиганд присоединен вблизи 3'-конца смысловой нити, но перед одним или несколькими концевыми 

нуклеотидами (например, перед 1, 2, 3 или 4 концевыми нуклеотидами). В некоторых вариантах осуще-

ствления лиганд присоединен в 2'-положении сахара, входящего в состав 3'-концевого нуклеотида смы-

словой нити. 

В определенных вариантах осуществления лиганд присоединен к смысловой или антисмысловой 

нити посредством линкера. Термин "линкер" означает атом или группу атомов, которые ковалентно со-

единяют лиганд с полинуклеотидным компонентом конструкции для RNAi. Длина линкера может со-

ставлять от приблизительно 1 до приблизительно 30 атомов, от приблизительно 2 до приблизительно 28 

атомов, от приблизительно 3 до приблизительно 26 атомов, от приблизительно 4 до приблизительно 24 

атомов, от приблизительно 6 до приблизительно 20 атомов, от приблизительно 7 до приблизительно 20 

атомов, от приблизительно 8 до приблизительно 20 атомов, от приблизительно 8 до приблизительно 18 

атомов, от приблизительно 10 до приблизительно 18 атомов и от приблизительно 12 до приблизительно 

18 атомов. В некоторых вариантах осуществления линкер может содержать бифункциональный связы-

вающий фрагмент, который обычно содержит алкильный фрагмент с двумя функциональными группами. 
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Одну из функциональных групп выбирают для связывания с представляющим интерес соединением (на-

пример, смысловой или антисмысловой нитью конструкции для RNAi), a другую выбирают для связыва-

ния по сути с любой выбранной группой, такой как лиганд, как это описано в данном документе. В опре-

деленных вариантах осуществления линкер содержит структуру цепи или олигомер, которые состоят из 

повторяющихся звеньев, таких как этиленгликоль или аминокислотные звенья. Примеры функциональ-

ных групп, которые обычно используются в бифункциональном связывающем фрагменте, включают без 

ограничения электрофилы для реакции с нуклеофильными группами и нуклеофилы для реакции с элек-

трофильными группами. В некоторых вариантах осуществления бифункциональные связывающие фраг-

менты включают амино, гидроксил, карбоновую кислоту, тиол, ненасыщенные группы (например, двой-

ные или тройные связи) и им подобные. 

Линкеры, которые можно использовать для присоединения лиганда к смысловой или антисмысло-

вой нити в конструкции для RNAi по настоящему изобретению, включают без ограничения пирролидин, 

8-амино-3,6-ди-оксаоктановую кислоту, сукцинимидил-4-(N-малеимидометил)циклогексан-1-карбо-

ксилат, 6-аминогексановую кислоту, замещенный С1-С10алкил, замещенный или незамещенный  

С2-С10алкенил или замещенный или незамещенный С2-С10алкинил. Предпочтительные группы замести-

телей для таких линкеров включают без ограничения гидроксил, амино, алкокси, карбокси, бензил, фе-

нил, нитро, тиол, тиоалкокси, галоген, алкил, арил, алкенил и алкинил. 

В определенных вариантах осуществления линкеры являются расщепляемыми. Расщепляемый лин-

кер представляет собой линкер, который достаточно стабилен вне клетки, но который при поступлении в 

целевую клетку расщепляется, высвобождая две части, которые линкер удерживает вместе. В некоторых 

вариантах осуществления расщепляемый линкер расщепляется в по меньшей мере 10 раз, 20 раз, 30 раз, 

40 раз, 50 раз, 60 раз, 70 раз, 80 раз, 90 раз или больше или в по меньшей мере 100 раз быстрее в целевой 

клетке или при первом контрольном условии (которое может быть выбрано, например, для имитации или 

представления внутриклеточных состояний), чем в крови субъекта, или при втором контрольном усло-

вии (которое может быть выбрано, например, для имитации или представления условий, наблюдаемых в 

крови или сыворотке крови). 

Расщепляемые линкеры чувствительны к факторам расщепления, например к значению pH, окисли-

тельно-восстановительному потенциалу или присутствию деструктивных молекул. Как правило, расще-

пляющие средства более распространены или обнаруживаются при более высоких уровнях или активно-

сти внутри клеток, чем в сыворотке крови или в цельной крови. Примеры таких деструктивных средств 

включают окислительно-восстановительные средства, которые выбраны для конкретных субстратов или 

которые не обладают субстратной специфичности, включая, например, окислительные или восстанови-

тельные ферменты или восстановительные средства, такие как меркаптаны, присутствующие в клетках, 

которые могут разрушать окислительно-восстановительный расщепляемый линкер путем восстановле-

ния; эстеразы; эндосомы или средства, которые могут создавать кислую среду, например, такие, которые 

приводят к pH пять или ниже; ферменты, которые могут гидролизовать или разрушать расщепляемый 

кислотой линкер, действуя как обычная кислота, пептидазы (которые могут быть специфичными для 

субстрата) и фосфатазы. 

Расщепляемый линкер может содержать фрагмент, который чувствителен к pH. Значение pH сыво-

ротки крови составляет 7,4, в то время как среднее внутриклеточное pH немного ниже, находясь в преде-

лах, составляющих приблизительно 7,1-7,3. Эндосомы имеют более кислое значение pH в диапазоне 5,5-

6,0, а лизосомы имеют еще более кислое значение pH, составляющее приблизительно 5,0. Некоторые 

линкеры будут иметь расщепляемую группу, которая расщепляется при предпочтительном pH, высвобо-

ждая таким образом молекулу РНК от лиганда внутри клетки или в требуемый компартмент клетки. 

Линкер может включать расщепляемую группу, которая расщепляется определенным ферментом. 

Тип расщепляемой группы, встроенной в линкер, может зависеть от целевой клетки. Например, нацели-

вающие на печень лиганды могут быть связаны с молекулами РНК посредством линкера, который вклю-

чает сложноэфирную группу. Клетки печени богаты эстеразами, поэтому линкер будет более эффективно 

расщепляться в клетках печени, чем в других типах клеток, которые не богаты эстеразой. Другие типы 

клеток, богатых эстеразами, включают клетки легких, коркового вещества почек и яичка. Линкеры, со-

держащие пептидные связи, могут быть использованы при нацеливании на клетки, богатые пептидазами, 

такие как клетки печени и синовиоциты. 

В целом пригодность расщепляемого кандидатного линкера может быть оценена путем тестирова-

ния способности деструктивного средства (или состояния) расщеплять кандидатный линкер. Также будет 

желательно проверить кандидатный расщепляемый линкер на способность противостоять расщеплению 

в крови или при контакте с другой нецелевой тканью. Таким образом, можно определить и выбрать от-

носительную восприимчивость к расщеплению между первым и вторым условием, где первое выбрано 

для указания расщепления в клетке-мишени, а второе выбрано для указания расщепления в других тка-

нях или биологических жидкостях, например, в крови или сыворотке крови. Такое оценивание можно 

проводить в бесклеточных системах, в клетках, в культуре клеток, в культуре органов или тканей или у 

целых животных. Может быть полезным провести первоначальное оценивание в условиях бесклеточных 

систем или условиях культивирования и подтвердить результаты дальнейшим оцениванием у целых жи-
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вотных. В некоторых вариантах осуществления полезные кандидатные линкеры расщепляются в по 

меньшей мере 2, 4, 10, 20, 50, 70 или 100 раз быстрее внутри клетки (или в условиях in vitro, выбранных 

для имитации внутриклеточных условий) по сравнению с кровью или сывороткой крови (или в условиях 

in vitro, выбранных для имитации внеклеточных условий). 

В других вариантах осуществления используют редокс-расщепляемые линкеры. Редокс-

расщепляемые линкеры расщепляются при окислении или восстановлении. Примером восстановительно-

расщепляемой группы является дисульфидная связывающая группа (-S-S-). Чтобы определить, является 

ли кандидатный расщепляемый линкер подходящим "восстановительно-расщепляемым линкером" или, 

например, подходит ли он для использования с определенной конструкцией для RNAi и с определенным 

лигандом, можно использовать одну или несколько методик, описанных в данном документе. Например, 

кандидатный линкер можно оценить путем инкубации с дитиотреитолом (DTT) или другим восстанови-

телем, известным в данной области, который имитирует скорость расщепления, которая наблюдается в 

клетке, например в клетке-мишени. Кандидатные линкеры также можно оценивать в условиях, выбран-

ных для имитации условий, протекающих в крови или в сыворотке крови. В конкретном варианте осуще-

ствления кандидатные линкеры расщепляются в крови не более чем на 10%. В других вариантах осуще-

ствления применимые кандидатные линкеры расщепляются по меньшей мере в 2, 4, 10, 20, 50, 70 или 

100 раз быстрее внутри клетки (или в условиях in vitro, выбранных для имитации внутриклеточных усло-

вий) по сравнению с кровью (или в условиях in vitro, выбранных для имитации внеклеточных условий). 

В еще одних дополнительных вариантах осуществления расщепляемые линкеры на основе фосфа-

тов расщепляются средствами, которые разрушают или гидролизуют фосфатную группу. Примером 

средства, которое гидролизует фосфатные группы в клетках, являются ферменты, такие как внутрикле-

точные фосфатазы. Примерами расщепляемых групп на основе фосфатов являются -O-P(O)(ORk)-O-, -O-

P(S)(ORk)-O-, -O-P(S)(SRk)-O-, -S-P(O)(ORk)-O-, -O-P(O)(ORk)-S-, -S-P(O)(ORk)-S-, -O-P(S)(ORk)-S-, -S-

P(S)(ORk)-O-, -O-P(O)(Rk)-O-, -O-P(S)(Rk)-O-, -S-P(O)(Rk)-O-, -S-P(S)(Rk)-O-, -S-P(O)(Rk)-S-, -O-

P(S)(Rk)-S-. Конкретные варианты осуществления включают -O-Р(О)(ОН)-O-, -O-P(S)(OH)-O-, -O-

P(S)(SH)-O-, -S-P(O)(OH)-O-, -O-P(O)(OH)-S-, -S-P(O)(OH)-S-, -O-P(S)(OH)-S-, -SP(S)(OH)-O-, -O-

P(O)(H)-O-, -O-P(S)(H)-O-, -S-P(O)(H)-O-, -S-P(S)(H)-O-, -S-P(O)(H)-S-, -O-P(S)(H)-S-. Другим конкрет-

ным вариантом осуществления является -O-Р(О)(ОН)-O-. Данные кандидатные линкеры могут быть оце-

нены с использованием методик, аналогичных описанным выше. 

В других вариантах осуществления линкеры могут содержать кислотно-расщепляемые группы, ко-

торые представляют собой группы, расщепляемые в кислых условиях. В некоторых вариантах осуществ-

ления кислотно-расщепляемые группы расщепляются в кислой среде со значением pH, составляющим 

приблизительно 6,5 или ниже (например, приблизительно 6,0, 5,5, 5,0 или ниже), или средствами, такими 

как ферменты, которые могут действовать как обычная кислота. В клетке специфические органеллы с 

низким pH, такие как эндосомы и лизосомы, могут обеспечить среду для расщепления кислотно-

расщепляемых групп. Примеры кислотно-расщепляемых связывающих групп включают без ограничения 

гидразоны, сложные эфиры и сложные эфиры аминокислот. Кислотно-расщепляемые группы могут 

иметь общую формулу -C=NN-, C(O)O или -ОС(О). Конкретным вариантом осуществления является 

случай, когда углерод, присоединенный к кислороду сложного эфира (алкоксигруппа), представляет со-

бой арильную группу, замещенную алкильную группу или третичную алкильную группу, такую как ди-

метил, пентил или трет-бутил. Данные кандидатные группы могут быть оценены с использованием ме-

тодик, аналогичных описанным выше. 

В других вариантах осуществления линкеры могут содержать расщепляемые группы на основе 

сложных эфиров, которые расщепляются ферментами, такими как внутриклеточные эстеразы и амидазы. 

Примеры расщепляемых сложноэфирных групп включают без ограничения сложные эфиры алкилено-

вых, алкениленовых и алкиниленовых групп. Расщепляемые сложным эфиром группы имеют общую 

формулу -С(O)O- или -OC(O)-. Данные кандидатные линкеры могут быть оценены с использованием 

методик, аналогичных описанным выше. 

В дополнительных вариантах осуществления линкеры могут содержать расщепляемые группы на 

основе пептидов, которые расщепляются такими ферментами, как внутриклеточные пептидазы и протеа-

зы. Расщепляемые группы на основе пептидов представляют собой пептидные связи, образовавшиеся 

между аминокислотами с образованием олигопептидов (например, дипептидов, трипептидов и т.д.) и 

полипептидов. Расщепляемые группы на основе пептидов не включают амидную группу (-C(O)NH-). 

Амидная группа может быть образована между любым алкиленом, алкениленом или алкинеленом. Пеп-

тидная связь представляет собой особый тип амидной связи между аминокислотами, необходимой для 

образования пептидов и белков. Расщепляемая группа на основе пептидов обычно ограничена пептидной 

связью (то есть амидной связью) между аминокислотами, образующей пептиды и белки, и не включает 

всю амидную функциональную группу. Расщепляемые связывающие группы на основе пептидов имеют 

общую формулу -NHCHRAC(O)NHCHRBC(O)-, где RA и RB являются R-группами двух смежных ами-

нокислот. Данные кандидатные группы могут быть оценены с использованием методик, аналогичных 

описанным выше. 

Другие типы линкеров, подходящие для присоединения лигандов к смысловой или антисмысловой 
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нитям в конструкции для RNAi по настоящему изобретению, известны из уровня техники и могут вклю-

чать линкеры, описанные в патентах США №№ 7723509; 8017762; 8828956; 8877917 и 9181551, которые 

все включены в данный документ посредством ссылки во всей своей полноте. 

В определенных вариантах осуществления лиганд, ковалентно присоединенный к смысловой или 

антисмысловой нити конструкции для RNAi по настоящему изобретению, содержит фрагмент GalNAc, 

например мультивалентный фрагмент GalNAc. В некоторых вариантах осуществления мультивалентный 

фрагмент GalNAc представляет собой трехвалентный фрагмент GalNAc и он присоединен к 3'-концу 

смысловой нити. В других вариантах осуществления мультивалентный фрагмент GalNAc представляет 

собой трехвалентный фрагмент GalNAc и он присоединен к 5'-концу смысловой нити. В еще одних до-

полнительных вариантах осуществления мультивалентный фрагмент GalNAc представляет собой четы-

рехвалентный фрагмент GalNAc и он присоединен к 3'-концу смысловой нити. В еще одних дополни-

тельных вариантах осуществления мультивалентный фрагмент GalNAc представляет собой четырехва-

лентный фрагмент GalNAc и он присоединен к 5'-концу смысловой нити. 

В некоторых вариантах осуществления конструкции для RNAi по настоящему изобретению могут 

быть доставлены в клетку или ткань, представляющие интерес, путем введения вектора, который коди-

рует и контролирует внутриклеточную экспрессию конструкции для RNAi. Термин "вектор" (также упо-

минаемый в данном документе как "вектор экспрессии") относится к композиции вещества, которая мо-

жет быть использована для доставки представляющей интерес нуклеиновой кислоты внутрь клетки. 

Из уровня техники известны многочисленные векторы, включая без ограничения линейные поли-

нуклеотиды, полинуклеотиды, связанные с ионными или амфифильными соединениями, а также плазми-

ды и вирусы. Таким образом, термин "вектор" включает автономно реплицирующуюся плазмиду или 

вирус. Примеры вирусных векторов включают без ограничения аденовирусные векторы, аденоассоции-

рованные вирусные векторы, ретровирусные векторы и им подобные. Вектор может реплицироваться в 

живой клетке или может быть получен синтетическим путем. 

В общих чертах вектор для экспрессии конструкции для RNAi по настоящему изобретению будет 

содержать один или несколько промоторов, функционально связанных с последовательностями, коди-

рующими конструкцию для RNAi. Используемые в данном документе выражения "функционально свя-

занный" или "под контролем транскрипции" означают, что промотор находится в правильном положении 

и правильной ориентации относительно полинуклеотидной последовательности, чтобы контролировать 

инициацию транскрипции РНК-полимеразой и экспрессию полинуклеотидной последовательности. Тер-

мин "промотор" относится к последовательности, распознаваемой синтетическим аппаратом клетки, или 

к введенному синтетическому аппарату, необходимому для инициации специфической транскрипции 

последовательности гена. Подходящие промоторы включают без ограничения RNA pol I, pol II, HI или 

U6 RNA pol III, а также вирусные промоторы (например, промотор немедленно-раннего гена цитомега-

ловируса человека (CMV), ранний промотор SV40 и длинный кольцевой повтор вируса саркомы Payca). 

В некоторых вариантах осуществления предпочтительным является промотор HI или U6RNA pol III. 

Промотор может быть тканеспецифичным или индуцируемым промотором. Особый интерес представ-

ляют специфичные для печени промоторы, такие как промоторные последовательности гена альфа-1-

антитрипсина человека, гена альбумина, гена гемопексина и гена липазы печени. Индуцируемые промо-

торы включают промоторы, регулируемые экдизоном, эстрогеном, прогестероном, тетрациклином и изо-

пропил-PD1-тиогалактопиранозидом (IPTG). 

В некоторых вариантах осуществления, в которых конструкция для RNAi содержит siRNA, две от-

дельные нити (смысловая и антисмысловая нити) могут экспрессироваться с одного вектора или из двух 

отдельных векторов. Например, в одном варианте осуществления последовательность, кодирующая смы-

словую нить, функционально связана с промотором на первом векторе, а последовательность, кодирую-

щая антисмысловую нить, функционально связана с промотором на втором векторе. В таком варианте 

осуществления первый и второй векторы вводят совместно, например путем инфекции или трансфекции, 

в клетку-мишень, так что смысловая и антисмысловая нити после прохождения транскрипции будут гиб-

ридизоваться внутри клетки с образованием молекулы siRNA. В другом варианте осуществления смы-

словая и антисмысловая нити транскрибируются с двух разных промоторов, расположенных в одном 

векторе. В некоторых таких вариантах осуществления последовательность, кодирующая смысловую 

нить, функционально связана с первым промотором, а последовательность, кодирующая антисмысловую 

нить, функционально связана со вторым промотором, при этом первый и второй промоторы расположе-

ны в одном векторе. В одном варианте осуществления вектор содержит первый промотор, функциональ-

но связанный с последовательностью, кодирующей молекулу siRNA, и второй промотор, функционально 

связанный с той же последовательностью в противоположном направлении, так что транскрипция по-

следовательности из первого промотора приводит к синтезу смысловой нити молекулы siRNA, а транс-

крипция последовательности из второго промотора приводит к синтезу антисмысловой нити молекулы 

siRNA. 

В других вариантах осуществления, в которых конструкция для RNAi содержит shRNA, последова-

тельность, кодирующая одну по меньшей мере частично самокомплементарную молекулу РНК, функ-

ционально связана с промотором, что приводит к продуцированию одного транскрипта. В некоторых 
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вариантах осуществления последовательность, кодирующая shRNA, содержит инвертированный повтор, 

связанный линкерной полинуклеотидной последовательностью, что приводит к продуцированию струк-

туры стебля и петли shRNA после транскрипции. 

В некоторых вариантах осуществления вектор, кодирующий конструкцию для RNAi по настоящему 

изобретению, представляет собой вирусный вектор. Разные вирусные векторные системы, подходящие 

для экспрессии конструкций для RNAi, описанных в данном документе, включают без ограничения аде-

новирусные векторы, ретровирусные векторы (например, лентивирусные векторы, вирус мышиного лей-

коза Малони), аденоассоциированные вирусные векторы; векторы на основе вируса простого герпеса; 

векторы на основе SV40; векторы на основе вируса полиомы; векторы на основе вируса папилломы; век-

торы на основе пикорнавируса и векторы на основе вируса оспы (например, вируса коровьей оспы). В 

определенных вариантах осуществления вирусный вектор представляет собой ретровирусный вектор 

(например, лентивирусный вектор). 

Разные векторы, подходящие для использования в настоящем изобретении, способы вставки после-

довательностей нуклеиновых кислот, кодирующих молекулы siRNA или shRNA, в векторы, и способы 

доставки векторов к интересующим клеткам известны специалистам в данной области. См., например, 

Dornburg, Gene Therap., Vol. 2: 301-310, 1995; Eglitis, Biotechniques, Vol. 6: 608-614, 1988; Miller, Hum-

Gene Therap., Vol. 1: 5-14, 1990; Anderson, Nature, Vol. 392: 25-30, 1998; Rubinson D A et al., Nat. Genet., 

Vol. 33: 401-406, 2003; Brummelkamp et al., Science, Vol. 296: 550-553, 2002;Brummelkamp et al., Cancer 

Cell, Vol. 2: 243-247, 2002; Lee et al., Nat Biotechnol, Vol. 20:500-505, 2002; Miyagishi et al., Nat Biotechnol, 

Vol. 20: 497-500, 2002; Paddison et al., GenesDev, Vol. 16: 948-958, 2002; Paul et al., Nat Biotechnol, Vol. 20: 

505-508, 2002; Sui et al., ProcNatl Acad Sci USA, Vol. 99: 5515-5520, 2002 и Yu et al., Proc Natl Acad Sci 

USA, Vol. 99:6047-6052, 2002, которые все включены в данный документ посредством ссылки во всей 

своей полноте. 

В настоящее изобретение также включены фармацевтические композиции и составы, содержащие 

описанные в данном документе конструкции для RNAi и фармацевтически приемлемые носители, на-

полнители или разбавители. Такие композиции и составы применимы в снижении экспрессии PNPLA3 у 

нуждающегося в этом субъекта. Когда предполагается применение в клинической практике, фармацев-

тические композиции и составы будут производиться в форме, подходящей для предполагаемого приме-

нения. В целом это предусматривает получение композиций, которые по сути не содержат пирогенов, а 

также других примесей, которые могут быть вредными для людей или животных. 

Фразы "фармацевтически приемлемый" или "фармакологически приемлемый" относятся к молеку-

лярным веществам и композициям, которые не вызывают нежелательных, аллергических или других 

неблагоприятных реакций при введении животному или человеку. Используемый в данном документе 

термин "фармацевтически приемлемый носитель, наполнитель или разбавитель" включает растворители, 

буферы, растворы, дисперсионные среды, покрытия, антибактериальные и противогрибковые средства, 

изотонические средства и средства, замедляющие абсорбцию, и им подобные, приемлемые для исполь-

зования в составлении фармацевтических препаратов, как, например, фармацевтических препаратов, 

подходящих для введения людям. Применение таких сред и средств для фармацевтически активных ве-

ществ хорошо известно в данной области. За исключением случаев, когда какие-либо традиционные сре-

ды или средство несовместимы с конструкциями для RNAi по настоящему изобретению, предполагается 

их применение в терапевтических композициях. Дополнительные активные ингредиенты также могут 

быть включены в композиции, при условии, что они не инактивируют векторы или конструкции для 

RNAi в данных композициях. 

Композиции и способы составления фармацевтических композиций зависят от ряда критериев, 

включая без ограничения способ введения, тип и степень заболевания или нарушения, подлежащего ле-

чению, или дозу, подлежащую введению. В некоторых вариантах осуществления фармацевтические 

композиции составлены на основе предполагаемого способа доставки. Например, в определенных вари-

антах осуществления фармацевтические композиции составлены для парентеральной доставки. Паренте-

ральные формы доставки включают внутривенную, внутриартериальную, подкожную, интратекальную, 

внутрибрюшинную или внутримышечную инъекцию или инфузию. В одном варианте осуществления 

фармацевтическая композиция составлена для внутривенной доставки. В таком варианте осуществления 

фармацевтическая композиция может включать средство для доставки на основе липидов. В другом ва-

рианте осуществления фармацевтическая композиция составлена для подкожной доставки. В таком ва-

рианте осуществления фармацевтическая композиция может включать нацеливающий лиганд (например, 

описанные в данном документе лиганды, содержащие GalNAc). 

В некоторых вариантах осуществления фармацевтические композиции содержат эффективное ко-

личество описанной в данном документе конструкции для RNAi. Термин "эффективное количество" оз-

начает количество, достаточное для получения полезного или желаемого клинического результата. В 

некоторых вариантах осуществления эффективное количество означает количество, достаточное для 

снижения экспрессии PNPLA3 в гепатоцитах субъекта. В некоторых вариантах осуществления эффек-

тивное количество может быть количеством, достаточным только для частичного снижения экспрессии 

PNPLA3, например, до уровня, сопоставимого с экспрессией аллеля PNPLA3 дикого типа в гетерозиго-
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тах человека. Сообщалось, что у людей, гетерозиготных по аллельным вариантам PNPLA3 с потерей 

функции, наблюдались более низкие уровни холестерина non-HDL в сыворотке крови и более низкий 

риск возникновения ишемической болезни сердца и инфаркта миокарда по сравнению с индивидуумами 

без соответствующих аллельных вариантов (Nioi et al., New England Journal of Medicine, Vol. 

374(22):2131-2141, 2016). Таким образом, не ограничиваясь теорией, считается, что частичное снижение 

экспрессии PNPLA3 может быть достаточным для достижения полезного снижения уровней сывороточ-

ного холестерина non-HDL в сыворотке крови и снижения риска возникновения ишемической болезни 

сердца и инфаркта миокарда. 

Эффективное количество конструкции для RNAi по настоящему изобретению может составлять от 

приблизительно 0,01 мг/кг веса тела до приблизительно 100 мг/кг веса тела, от приблизительно 0,05 мг/кг 

веса тела до приблизительно 75 мг/кг веса тела, от приблизительно 0,1 мг/кг веса тела до приблизительно 

50 мг/кг веса тела, от приблизительно 1 мг/кг до приблизительно 30 мг/кг веса тела, от приблизительно 

2,5 мг/кг веса тела до приблизительно 20 мг/кг веса тела или от приблизительно 5 мг/кг веса тела до при-

близительно 15 мг/кг веса тела. В определенных вариантах осуществления однократная эффективная 

доза конструкции для RNAi по настоящему изобретению может составлять приблизительно 0,1 мг/кг, 

приблизительно 0,5 мг/кг, приблизительно 1 мг/кг, приблизительно 2 мг/кг, приблизительно 3 мг/кг, 

приблизительно 4 мг/кг, приблизительно 5 мг/кг, приблизительно 6 мг/кг, приблизительно 7 мг/кг, при-

близительно 8 мг/кг, приблизительно 9 мг/кг или приблизительно 10 мг/кг. Фармацевтическую компози-

цию, содержащую эффективное количество конструкции для RNAi, можно вводить еженедельно, раз в 

две недели, ежемесячно, ежеквартально или раз в два года. Точное определение того, что считается эф-

фективным количеством и частотой введения, может основываться на нескольких факторах, включая вес 

пациента, его возраст и общее состояние, тип подлежащего лечению нарушения (например, инфаркт 

миокарда, сердечная недостаточность, ишемическая болезнь сердца, гиперхолестеринемия), конкретную 

используемую конструкцию для RNAi и способ ее введения. Оценки эффективных дозировок и периодов 

полужизни in vivo для любой конкретной конструкции для RNAi по настоящему изобретению могут 

быть установлены с использованием обычных методик и/или испытаний на соответствующих моделях 

животных. 

Введение фармацевтических композиций по настоящему изобретению можно осуществлять любым 

традиционным способом, если целевая ткань доступна при этом способе введения. Такие способы введе-

ния включают без ограничения парентеральный (например, подкожный, внутримышечный, внутрибрю-

шинный или внутривенный), оральный, назальный, буккальный, внутрикожный, трансдермальный и 

сублингвальный способы или путем прямой инъекции в ткань печени или доставки через печеночную 

портальную вену. В некоторых вариантах осуществления фармацевтическую композицию вводят парен-

терально. К примеру, в определенных вариантах осуществления фармацевтическую композицию вводят 

внутривенно. В других вариантах осуществления фармацевтическую композицию вводят подкожно. 

Коллоидные дисперсионные системы, такие как макромолекулярные комплексы, нанокапсулы, 

микросферы, гранулы и системы на основе липидов, включая эмульсии типа "масло в воде", мицеллы, 

смешанные мицеллы и липосомы, могут использоваться в качестве средств доставки конструкций для 

RNAi по настоящему изобретению или векторов, кодирующих такие конструкции. Коммерчески доступ-

ные жировые эмульсии, которые подходят для доставки нуклеиновых кислот по изобретению, включают 

Intralipid, Liposyn, LiposynII, LiposynIII, Nutrilipid и другие подобные липидные эмульсии. Пред-

почтительной коллоидной системой, предназначенной для использования в качестве средства для дос-

тавки in vivo, является липосома (т. е. везикула с искусственной мембраной). Конструкции для RNAi по 

настоящему изобретению могут быть инкапсулированы в липосомы или могут образовывать комплексы 

с ними, в частности с катионными липосомами. В качестве альтернативы конструкции для RNAi по на-

стоящему изобретению могут образовывать комплексы с липидами, в частности с катионными липида-

ми. Подходящие липиды и липосомы включают нейтральные (например, диолеоилфосфатидилэтанола-

мин) (DOPE), димиристоилфосфатидилхолин (DMPC) и дипальмитоилфосфатидилхолин (DPPC)), дис-

теароилфосфатидилхолин), отрицательно заряженные (например, димиристоилфосфатидилглицерин 

(DMPG)) и катионные (например, диолеоилтетраметиламинопропил (DOTAP) и диолеоилфосфатидилэ-

таноламин (DOTMA)) липиды и липосомы. Получение и использование таких коллоидных дисперсион-

ных систем хорошо известны из уровня техники. Иллюстративные составы также раскрыты в патенте 

США № 5981505; патенте США № 6217900; в патенте США № 6383512; патенте США № 5783565; па-

тенте США № 7202227; патенте США № 6379965; патенте США № 6127170; патенте США № 5837533; 

патенте США № 6747014 и WO 03/093449. 

В некоторых вариантах осуществления конструкции для RNAi по настоящему изобретению полно-

стью инкапсулированы в липидный состав, например, для образования SPLP, pSPLP, SNALP или других 

частиц типа "нуклеиновая кислота-липид". Используемый в данном документе термин "SNALP" отно-

сится к стабильной частице типа "нуклеиновая кислота-липид", включая SPLP. Используемый в данном 

документе термин "SPLP" относится к частице типа "нуклеиновая кислота-липид", которая содержит 

плазмидную ДНК, инкапсулированную в липидную везикулу. SNALP и SPLP обычно содержат катион-

ный липид, некатионный липид и липид, который предотвращает агрегацию частиц (например, конъюгат 
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PEG-липид). SNALP и SPLP исключительно полезны для системных применений, поскольку после внут-

ривенного введения они демонстрируют увеличенное время циркуляции в кровотоке и накапливаются в 

удаленных участках (например, физически отделенных от участка введения). SPLP включают "pSPLP", 

которые включают инкапсулированный комплекс конденсирующего средства и нуклеиновой кислоты, 

как изложено в публикации по PCT № WO 00/03683. Частицы типа "нуклеиновая кислота-липид" обычно 

имеют средний диаметр, составляющий от приблизительно 50 до приблизительно 150 нМ, от приблизи-

тельно 60 до приблизительно 130 нМ, от приблизительно 70 до приблизительно 110 нМ или от прибли-

зительно 70 до приблизительно 90 нМ, и по сути они не токсичны. Кроме того, когда нуклеиновые ки-

слоты присутствуют в частицах типа "нуклеиновая кислота-липид", в водном растворе они являются ус-

тойчивыми к деградации нуклеазой. Частицы типа "нуклеиновая кислота-липид" и способ их получения 

раскрыты, например, в патентах США №№ 5976567; 5981501; 6534484; 6586410; 6815432 и публикации 

заявки по PCT № WO 96/40964. 

Фармацевтические композиции, подходящие для инъекционного применения, включают, например, 

стерильные водные растворы или дисперсии и стерильные порошки для экстемпорального приготовле-

ния стерильных инъекционных растворов или дисперсий. Как правило, данные препараты являются сте-

рильными и жидкими до такой степени, что они способны легко проходить через иглу при введении. 

Препараты должны быть стабильными в условиях изготовления и хранения и должны быть предохране-

ны от загрязняющего действия микроорганизмов, таких как бактерии и грибы. Подходящие растворители 

или дисперсионные носители могут содержать, например, воду, этанол, полиол (например, глицерин, 

пропиленгликоль и жидкий полиэтиленгликоль и т. п.), их подходящие смеси и растительные масла. 

Надлежащая текучесть может поддерживаться, например, за счет использования покрытия, такого как 

лецитин, за счет поддержания требуемого размера частиц в случае дисперсии и за счет использования 

поверхностно-активных веществ. Предотвращение воздействия микроорганизмов может быть вызвано 

различными антибактериальными и противогрибковыми средствами, например, парабенами, хлорбута-

нолом, фенолом, сорбиновой кислотой, тиомерсалом и т.п. Во многих случаях будет предпочтительным 

включение изотонических средств, например сахаров или хлорида натрия. Пролонгированная абсорбция 

инъекционных композиций может быть достигнута за счет использования в композициях средств замед-

ляющих абсорбцию, например моностеарата алюминия и желатина. 

Стерильные инъекционные растворы могут быть получены путем добавления по мере необходимо-

сти активных соединений в соответствующем количестве в растворитель вместе с любыми другими ин-

гредиентами (например, перечисленными выше) с последующей стерилизацией фильтрованием. Как 

правило, дисперсии получают путем включения различных стерилизованных активных ингредиентов в 

стерильную среду-носитель, которая содержит основную дисперсионную среду и другие необходимые 

ингредиенты из, например, перечисленных выше. В случае стерильных порошков, предназначенных для 

получения стерильных инъекционных растворов, предпочтительные способы получения включают мето-

дики вакуумной сушки и лиофильной сушки, которые обеспечивают получение порошка активного ин-

гредиента (ингредиентов) плюс любого дополнительного необходимого ингредиента из его предвари-

тельно стерильно отфильтрованного раствора. 

Композиции по настоящему изобретению, как правило, могут быть составлены в нейтральной или 

солевой форме. Фармацевтически приемлемые соли включают, например, соли присоединения кислот 

(образованные со свободными аминогруппами), полученные из неорганических кислот (например, соля-

ной или фосфорной кислот) или полученные из органических кислот (например, уксусной, щавелевой, 

винной, миндальной и т.п.). Соли, образованные со свободными карбоксильными группами, также могут 

быть получены из неорганических оснований (например, гидроксидов натрия, калия, аммония, кальция 

или железа) или из органических оснований (например, изопропиламина, триметиламина, гистидина, 

прокаина и т.п.). 

Например, для парентерального введения в водном растворе раствор, к примеру, в достаточной сте-

пени забуферен, а жидкий разбавитель сначала делают изотоническим, например, путем использования 

достаточного количества физиологического раствора или глюкозы. Такие водные растворы можно ис-

пользовать, например, для внутривенного, внутримышечного, подкожного и внутрибрюшинного введе-

ния. Предпочтительно используют стерильные водные среды, известные специалистам в данной области, 

особенно в свете раскрытия настоящего изобретения. В качестве иллюстрации одну дозу можно раство-

рять в 1 мл изотонического раствора NaCl и либо добавлять к 1000 мл жидкости для гиподермоклизиса, 

либо вводить в предлагаемый участок для инфузии (см., например, "Remington's Pharmaceutical Sciences" 

15
th

 Edition, стр. 1035-1038 и 1570-1580). Для введения человеку препараты должны соответствовать 

стандартам стерильности, пирогенности, общей безопасности и чистоты, как того требуют стандарты 

FDA. В определенных вариантах осуществления фармацевтическая композиция по настоящему изобре-

тению содержит или состоит из стерильного физиологического раствора и описанной в данном докумен-

те конструкции для RNAi. В других вариантах осуществления фармацевтическая композиция по настоя-

щему изобретению содержит или состоит из описанной в данном документе конструкции для RNAi и 

стерильной воды (например, воды для инъекции, WFI). В дополнительных других вариантах осуществ-

ления фармацевтическая композиция по настоящему изобретению содержит или состоит из описанной в 
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данном документе конструкции для RNAi и фосфатно-буферного солевого раствора (PBS). 

В некоторых вариантах осуществления фармацевтические композиции по настоящему изобретению 

упакованы или хранятся в устройстве для введения. Устройства для введения инъекционных составов 

включают без ограничения порт-системы для инъекций, предварительно заполненные шприцы, автома-

тические инъекторы, инъекционные помпы, нательные инъекторы и шприцы-ручки. Устройства для вве-

дения аэрозольных или порошковых составов включают без ограничения ингаляторы, инсуффляторы, 

аспираторы и т.п. Таким образом, в настоящее изобретение включены устройства для введения, содер-

жащие фармацевтическую композицию по настоящему изобретению для лечения или профилактики од-

ного или нескольких нарушений, описанных в данном документе. 

Способы подавления экспрессии PNPLA3 

В настоящем изобретении также представлены способы подавления экспрессии гена PNPLA3 в 

клетке. Способы включают приведение клетки в контакт со средством для RNAi, например двухнитевым 

средством для RNAi, в количестве, которое является эффективным для подавления экспрессии PNPLA3 

внутри клетки, за счет чего подавляется экспрессия PNPLA3 внутри клетки. Приведение клетки в кон-

такт со средством для RNAi, например с двухнитевым средством для RNAi, можно осуществлять in vitro 

или in vivo. Приведение клетки в контакт со средством для RNAi in vivo включает приведение в контакт 

клетки или группы клеток внутри субъекта, например субъекта-человека, со средством для RNAi. Также 

возможны комбинации способов приведения клетки в контакт in vitro и in vivo. 

В настоящем изобретении представлены способы снижения или подавления экспрессии PNPLA3 у 

нуждающегося в этом субъекта, а также способы лечения или предотвращения состояний, заболеваний 

или нарушений, ассоциированных с экспрессией или активностью PNPLA3. Выражение "состояние, за-

болевание или нарушение, ассоциированное с экспрессией PNPLA3" относится к состояниям, заболева-

ниям или нарушениям, при которых наблюдаются изменения уровней экспрессии PNPLA3 или при кото-

рых повышенные уровни экспрессии PNPLA3 ассоциированы с повышенным риском развития состоя-

ния, заболевания или нарушения. 

Приведение в контакт с клеткой может быть прямым или опосредованным, как обсуждалось выше. 

Кроме того, приведение в контакт с клеткой может быть осуществлено посредством нацеливающего ли-

ганда, в том числе любого лиганда, описанного в данном документе или известного из уровня техники. В 

предпочтительных вариантах осуществления нацеливающий лиганд представляет собой углеводный 

фрагмент, например лиганд GalNAc3, или любой другой лиганд, который направляет средство для RNAi 

к представляющему интерес участку. 

В одном варианте осуществления приведение клетки в контакт с RNAi включает "введение" или 

"доставку средства для RNAi в клетку" путем облегчения или осуществления захвата клеткой или путем 

абсорбции внутрь клетки. Абсорбция или захват средства для RNAi может происходить в результате не-

контролируемых диффузионных или активных клеточных процессов, либо посредством вспомогатель-

ных средств или устройств. Введение средства для RNAi в клетку может быть осуществлено in vitro 

и/или in vivo. Например, для введения in vivo RNAi можно вводить в участок ткани или вводить систем-

но. Введение в клетку in vitro включает способы, известные в данной области, такие как электропорация 

и липофекция. Дополнительные подходы описаны в данном документе ниже и/или известны из уровня 

техники. 

Термин "подавление", используемый в данном документе, используется взаимозаменяемо с терми-

нами "снижение", "сайленсинг", "понижающая регуляция", "супрессия" и другими подобными термина-

ми и включает любой уровень подавления. 

Фраза "подавление экспрессии PNPLA3" подразумевает подавление экспрессии любого гена 

PNPLA3 (например, такого, как ген PNPLA3 мыши, ген PNPLA3 крысы, ген PNPLA3 обезьяны или ген 

PNPLA3 человека), а также вариантов или мутантных вариантов гена PNPLA3. Таким образом, ген 

PNPLA3 может представлять собой ген дикого типа PNPLA3, мутантный ген PNPLA3 (такой как му-

тантный ген PNPLA3, вызывающий отложение амилоида) или генетически модифицированный ген 

PNPLA3 в контексте генетически модифицированных клетки, группы клеток или организма. 

Термин "подавление экспрессии гена PNPLA3" включает любой уровень подавления гена PNPLA3, 

например, по меньшей мере частичную супрессию экспрессии гена PNPLA3. Экспрессия гена PNPLA3 

может быть оценена на основе уровня или изменения уровня любого параметра, ассоциированного с экс-

прессией гена PNPLA3, например, уровня мРНК PNPLA3, белка PNPLA3 или количества или степени 

амилоидных отложений. Оценку этого уровня можно проводить в отдельной клетке или в группе клеток, 

включая, например, образец, полученный от субъекта. 

Подавление можно оценивать по снижению абсолютного или относительного уровня одного или 

нескольких параметров, ассоциированных с экспрессией PNPLA3, по сравнению с контрольным уров-

нем. Контрольный уровень может быть любым типом контрольного уровня, который используется в 

данной области, например, исходным уровнем до введения дозы или уровнем, определенным для анало-

гичного субъекта, клетки или образца, который не подвергали обработке или обрабатывали с помощью 

контрольного раствора (такого как, например, контроль, представляющий собой только буфер, или кон-

троль, представляющий собой неактивное средство). В некоторых вариантах осуществления способов по 
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настоящему изобретению экспрессия гена PNPLA3 подавляется на по меньшей мере приблизительно 5%, 

по меньшей мере приблизительно 10%, по меньшей мере приблизительно 15%, по меньшей мере при-

близительно 20%, по меньшей мере приблизительно 25%, по меньшей мере приблизительно 30%, по 

меньшей мере приблизительно 35%, по меньшей мере приблизительно 40%, по меньшей мере приблизи-

тельно 45%, по меньшей мере приблизительно 50%, по меньшей мере приблизительно 55%, по меньшей 

мере приблизительно 60%, по меньшей мере приблизительно 65%, по меньшей мере приблизительно 

70%, по меньшей мере приблизительно 75%, по меньшей мере приблизительно 80%, по меньшей мере 

приблизительно 85%, по меньшей мере приблизительно 90%, по меньшей мере приблизительно 91%, по 

меньшей мере приблизительно 92%, по меньшей мере приблизительно 93%, по меньшей мере приблизи-

тельно 94%, по меньшей мере приблизительно 95%, по меньшей мере приблизительно 96%, по меньшей 

мере приблизительно 97%, по меньшей мере приблизительно 98% или по меньшей мере приблизительно 

99%. 

Подавление экспрессии гена PNPLA3 может проявляться уменьшением количества мРНК, экспрес-

сируемой первой клеткой или группой клеток (такие клетки могут присутствовать, например, в образце, 

полученном от субъекта), в которых транскрибируется ген PNPLA3 и которая была или которые были 

обработаны (например, путем приведения клетки или клеток в контакт со средством для RNAi по на-

стоящему изобретению или путем введения средства для RNAi по настоящему изобретению субъекту, у 

которого клетки присутствуют или присутствовали), так что происходит подавление экспрессии гена 

PNPLA3 по сравнению со второй клеткой или группой клеток, по сути идентичной первой клетке или 

группе клеток, но которую не подвергали или которые не подвергали такой обработке (контрольная 

клетка (клетки)). В предпочтительных вариантах осуществления подавление экспрессии оценивают, вы-

ражая уровень мРНК в обработанных клетках в виде процентного содержания от уровня мРНК в кон-

трольных клетках, используя следующую формулу: 

 

 

 
В качестве альтернативы подавление экспрессии гена PNPLA3 можно оценивать с точки зрения 

уменьшения параметра, который функционально связан с экспрессией гена PNPLA3, например, экспрес-

сии белка PNPLA3 или активности белка сигнального пути Hedgehog. Сайленсинг гена PNPLA3 может 

быть определен в любой клетке, экспрессирующей PNPLA3 либо конститутивно, либо в результате ген-

ной инженерии, и с помощью любого анализа, известного в данной области. 

Подавление экспрессии белка PNPLA3 может проявляться снижением уровня белка PNPLA3, экс-

прессируемого клеткой или группой клеток (например, уровня белка, экспрессируемого в образце, полу-

ченном от субъекта). Как было объяснено выше, для оценки степени супрессии мРНК подавление уров-

ней экспрессии белка в обработанной клетке или группе клеток может быть аналогичным образом выра-

жено в процентах от уровня белка в контрольной клетке или группе клеток. 

Контрольные клетка или группа клеток, которые могут быть использованы для оценки степени по-

давления экспрессии гена PNPLA3, включают клетку или группу клеток, которые еще не были приведе-

ны в контакт со средством для RNAi по настоящему изобретению. Например, контрольная клетка или 

группа клеток могут быть получены от отдельного субъекта (например, субъекта-человека или субъекта-

животного) до лечения субъекта средством для RNAi. 

Уровень мРНК PNPLA3, который экспрессируется клеткой или группой клеток, или уровень цир-

кулирующей в крови мРНК PNPLA3 могут быть определены с использованием любой методики, извест-

ной в данной области, для оценки экспрессии мРНК. В одном варианте осуществления уровень экспрес-

сии PNPLA3 в образце определяют путем выявления транскрибированного полинуклеотида или его час-

ти, например, мРНК гена PNPLA3. РНК может быть выделена из клеток с использованием методов экс-

тракции РНК, включая, например, экстракцию кислым фенолом/изотиоцианатом гуанидина (RNAzol В; 

Biogenesis), наборами для выделения РНК RNeasy (Qiagen) или PAXgene (PreAnalytix, Швейцария). Ти-

пичные форматы анализа, использующие гибридизацию с рибонуклеиновой кислотой, включают кине-

тические анализы экспрессии генов, ПНР с обратной транскрипцией, анализы с защитой от действия 

РНКазы (Melton et al., Nuc. Acids Res. 12:7035), нозерн-блоттинг, гибридизацию in situ и микроматрич-

ный анализ. Циркулирующая в крови мРНК PNPLA3 может быть выявлена с использованием методик, 

описанных в заявке PCT/US 2012/043584, полное содержание которой включено в данный документ по-

средством ссылки. 

В одном варианте осуществления уровень экспрессии PNPLA3 определяют с помощью зонда на ос-

нове нуклеиновой кислоты. Термин "зонд", используемый в данном документе, относится к любой моле-

куле, которая способна избирательно связываться с конкретным PNPLA3. Зонды могут быть синтезиро-

ваны специалистом в данной области или получены из соответствующих биологических препаратов. 

Зонды могут быть специально сконструированы для введения метки. Примеры молекул, которые можно 

использовать в качестве зондов, включают без ограничения РНК, ДНК, белки, антитела и органические 

молекулы. 
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Выделенная мРНК может быть использована в анализах гибридизации или амплификации, которые 

включают без ограничения блоттинг по Саузерну и нозерн-блоттинг, анализы на основе полимеразной 

цепной реакции (ПНР) и матрицы зондов. Одна из методик определения уровней мРНК включает приве-

дение в контакт выделенной мРНК с молекулой нуклеиновой кислоты (зондом), которая может гибриди-

зоваться с мРНК PNPLA3. В одном варианте осуществления мРНК иммобилизована на твердой поверх-

ности и ее приводят в контакт с зондом, например, путем разгона выделенной мРНК в агарозном геле и 

переноса мРНК из геля на мембрану, такую как нитроцеллюлозную мембрану. В альтернативном вари-

анте осуществления зонд (зонды) иммобилизованы на твердой поверхности и мРНК вступает в контакт с 

зондом (зондами), например, на ДНК-чипе Affymetrix. Специалист в данной области может легко адап-

тировать известные способы выявления мРНК для использования при определении уровня мРНК 

PNPLA3. 

Альтернативный способ определения экспрессии PNPLA3 в образце включает процесс амплифика-

ции нуклеиновой кислоты и/или действия обратной транскриптазой (для получения кДНК), например 

мРНК в образце, например, при помощи ПЦР с обратной транскрипцией (экспериментальный вариант 

осуществления изложен у Mullis, 1987, патент США № 4683202), лигазной цепной реакции (Barany 

(1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88: 189-193), самоподдерживающейся репликации последовательности 

(Guatelli et al. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87: 1874-1878), системы транскрипционной амплифика-

ции (Kwoh et al. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 1173-1177), Q-бета репликазы (Lizardi et al. (1988) 

Bio/Technology 6: 1197), репликации по типу "катящегося кольца" (Lizardi et al., патент США № 5854033) 

или любого другого способа амплификации нуклеиновых кислот с последующим выявлением амплифи-

цированных молекул с использованием методик, хорошо известных специалистам в данной области. Эти 

схемы выявления особенно полезны для выявления молекул нуклеиновых кислот, когда такие молекулы 

присутствуют в очень небольших количествах. В конкретных аспектах изобретения уровень экспрессии 

PNPLA3 определяют с помощью количественной флуорогенной ПЦР с обратной транскрипцией (т.е. 

системы TaqMan). Мониторинг уровней экспрессии мРНК PNPLA3 можно проводить с использовани-

ем мембранного блоттинга (такого как используемый в гибридизационном анализе, например, нозерн-

блоттинг, блоттинг по Саузерну, дот-блоттинг и т.п.) или микролунок, пробирок для образцов, гелей, 

гранул или волокон (или любой твердой подложки, содержащей связанные нуклеиновые кислоты). 

Смотрите патенты США №№ 5770722, 5874219, 5744305, 5677195 и 5445934, которые включены в дан-

ный документ посредством ссылки. Определение уровней экспрессии PNPLA3 может также включать 

использование зондов нуклеиновых кислот в растворе. 

В предпочтительных вариантах осуществления уровень экспрессии мРНК оценивают с использова-

нием анализов разветвленной ДНК (bDNA) или ПЦР в режиме реального времени (qPCR). Использова-

ние этих способов описано и проиллюстрировано в Примерах, представленных в данном документе. 

Уровень экспрессии белка PNPLA3 может быть определен с использованием любого способа, из-

вестного в данной области, для измерения уровней белка. Такие способы включают, например, электро-

форез, капиллярный электрофорез, высокоэффективную жидкостную хроматографию (HPLC), тонкос-

лойную хроматографию (TLC), гипердиффузионную хроматографию, жидкостные или гелевые реакции 

преципитации в жидкости или в геле, абсорбционную спектроскопию, колориметрические анализы, 

спектрофотометрические анализы, проточную цитометрию, иммунодиффузию (одинарную или двой-

ную), иммуноэлектрофорез, вестерн-блоттинг, радиоиммуноанализ (RIA), твердофазные иммунофер-

ментные анализы (ELISA), иммунофлуоресцентные анализы, электрохемилюминесцентные анализы и 

т.п. 

В некоторых вариантах осуществления эффективность способов по настоящему изобретению мож-

но контролировать, выявляя или отслеживая уменьшение симптомов заболевания, связанного с PNPLA3, 

например, уменьшение отечности конечностей, лица, гортани, верхних дыхательных путей, живота, ту-

ловища и половых органов, продрома; отека гортани; не зудящей сыпи; тошноты; рвоты или боли в жи-

воте. Данные симптомы можно оценивать in vitro или in vivo с использованием любого способа, извест-

ного в данной области. 

В некоторых вариантах осуществления способов по настоящему изобретению средство для RNAi 

вводят субъекту таким образом, что средство для RNAi поступает в конкретный участок внутри субъек-

та. Подавление экспрессии PNPLA3 может быть оценено с использованием измерений уровня или изме-

нений уровня мРНК PNPLA3 или белка PNPLA3 в образце, полученном из жидкости или ткани в опре-

деленном участке субъекта. В предпочтительных вариантах осуществления участок выбран из группы, 

состоящей из печени, сосудистого сплетения, сетчатки и поджелудочной железы. Участок также может 

быть частью или подгруппой клеток из любых вышеупомянутых участков. Участок может также вклю-

чать клетки, которые экспрессируют определенный тип рецептора. 

Способы лечения или предотвращения заболеваний, ассоциированных с PNPLA3 

В настоящем изобретении представлены терапевтические и профилактические способы, которые 

включают введение субъекту с заболеванием, нарушением и/или состоянием, ассоциированным с 

PNPLA3, или склонному к развитию заболевания, нарушения и/или состояния, ассоциированного с 

PNPLA3, композиции, содержащей средство для RNAi, или фармацевтических композиций, содержащих 
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средство для RNAi, или векторов, экспрессирующих средство для RNAi по настоящему изобретению. 

Неограничивающие примеры заболеваний, ассоциированных с PNPLA3, включают, например, жировой 

гепатоз (стеатоз), неалкогольный стеатогепатит (NASH), цирроз печени, накопление жира в печени, вос-

паление печени, гепатоцеллюлярный некроз, фиброз печени, ожирение или неалкогольная жировая бо-

лезнь печени (NAFLD). В одном варианте осуществления заболевание, ассоциированное с PNPLA3, 

представляет собой NAFLD. В другом варианте осуществления заболевание, ассоциированное с 

PNPLA3, представляет собой NASH. В другом варианте осуществления заболевание, ассоциированное с 

PNPLA3, представляет собой жировой гепатоз (стеатоз). В другом варианте осуществления заболевание, 

ассоциированное с PNPLA3, представляет собой инсулинорезистентность. В другом варианте осуществ-

ления заболевание, ассоциированное с PNPLA3, не представляет собой инсулинорезистентность. 

В определенных вариантах осуществления в настоящем изобретении представлен способ снижения 

экспрессии PNPLA3 у нуждающегося в этом пациента, предусматривающий введение пациенту любой из 

описанных в данном документе конструкций для RNAi. Термин "пациент", используемый в данном до-

кументе, относится к млекопитающему, в том числе к человеку, и может использоваться взаимозаменяе-

мо с термином "субъект". Предпочтительно уровень экспрессии PNPLA3 в гепатоцитах у пациента сни-

жается после введения конструкции для RNAi по сравнению с уровнем экспрессии PNPLA3 у пациента, 

не получавшего конструкцию для RNAi. 

Способы по настоящему изобретению применимы для лечения субъекта с заболеванием, ассоции-

рованным с PNPLA3, например, субъекта, который может получить пользу от снижения экспрессии гена 

PNPLA3 и/или продуцирования белка PNPLA3. В одном аспекте настоящего изобретения представлены 

способы снижения уровня экспрессии гена, кодирующего белок 3, содержащий пататин-подобный фос-

фолипазный домен (PNPLA3), у субъекта с неалкогольной жировой болезнью печени (NAFLD). В дру-

гом аспекте настоящего изобретения представлены способы снижения уровня белка PNPLA3 у субъекта 

с NAFLD. В настоящем изобретении также представлены способы снижения уровня активности сигналь-

ного пути hedgehog у субъекта с NAFLD. 

В другом аспекте настоящего изобретения представлены способы лечения субъекта с NAFLD. В 

одном аспекте настоящего изобретения представлены способы лечения субъекта с заболеванием, ассо-

циированным с PNPLA3, например, с жировым гепатозом (стеатозом), неалкогольным стеатогепатитом 

(NASH), циррозом печени, накоплением жира в печени, воспалением печени, гепатоцеллюлярным некро-

зом, фиброзом печени, ожирением или неалкогольной жировой болезнью печени (NAFLD). Способы 

лечения (и применения) по настоящему изобретению включают введение субъекту, например человеку, 

терапевтически эффективного количества средства для RNAi по настоящему изобретению, целенаправ-

ленно воздействующего на ген PNPLA3, или фармацевтической композиции, содержащей средство для 

RNAi по настоящему изобретению, целенаправленно воздействующее на ген PNPLA3, или вектор по 

настоящему изобретению, экспрессирующий средство для RNAi, целенаправленно воздействующее на 

ген PNPLA3. 

В одном аспекте настоящего изобретения представлены способы предотвращения по меньшей мере 

одного симптома у субъекта с NAFLD, например, наличия повышенной активности сигнальных путей 

hedgehog, усталости, слабости, потери веса, потери аппетита, тошноты, боли в животе, сосудистых звез-

дочек, пожелтения кожи и глаз (желтуха), зуда, накопления жидкости и отека ног (отека), отека живота 

(асцита) и спутанности сознания. Способы включают введение субъекту терапевтически эффективного 

количества средства для RNAi, например dsRNA, фармацевтических композиций или векторов по на-

стоящему изобретению, за счет чего предотвращается возникновение по меньшей мере одного симптома 

у субъекта с нарушением, которое может быть улучшено за счет снижения экспрессии гена PNPLA3. 

В другом аспекте настоящего изобретения представлены варианты применения терапевтически эф-

фективного количества средства для RNAi по настоящему изобретению для лечения субъекта, например, 

субъекта, который может получить пользу от снижения и/или подавления экспрессии гена PNPLA3. В 

дополнительном аспекте настоящего изобретения представлены варианты применения средства для 

RNAi, например dsRNA, по настоящему изобретению, целенаправленно воздействующей на ген 

PNPLA3, или фармацевтической композиции, содержащей средство для RNAi, целенаправленно воздей-

ствующее на ген PNPLA3, в производстве лекарственного препарата, предназначенного для лечения 

субъекта, например, субъекта, который может получить пользу от снижения и/или подавления экспрес-

сии гена PNPLA3 и/или продуцирования белка PNPLA3, как, например, субъекта с нарушением, которое 

может быть улучшено за счет снижения экспрессии гена PNPLA3, например, заболевания, ассоцииро-

ванного с PNPLA3. 

В другом аспекте настоящего изобретения представлены варианты применения средства для RNAi, 

например dsRNA, по настоящему изобретению для предотвращения возникновения по меньшей мере 

одного симптома у субъекта, страдающего нарушением, которое может быть улучшено за счет снижения 

и/или подавления экспрессии гена PNPLA3 и/или продуцирования белка PNPLA3. 

В дополнительном аспекте настоящего изобретения представлены варианты применения средства 

для RNAi по настоящему изобретению в производстве лекарственного препарата, предназначенного для 

предотвращения возникновения по меньшей мере одного симптома у субъекта, страдающего нарушени-
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ем, которое может быть улучшено за счет снижения и/или подавления экспрессии гена PNPLA3 и/или 

продуцирования белка PNPLA3, например, заболеванием, ассоциированным с PNPLA3. 

В одном варианте осуществления средство для RNAi, целенаправленно воздействующее на 

PNPLA3, вводят субъекту с заболеванием, ассоциированным с PNPLA3, например неалкогольной жиро-

вой болезнью печени (NAFLD), вследствие чего экспрессия гена PNPLA3, например, в клетке, ткани, 

крови или другой ткани или жидкости у субъекта уменьшается на по меньшей мере приблизительно 

10%, 11%, 12%, 13%, 14%, 15%, 16%, 17%, 18%, 19%, 20%, 21%, 22%, 23%, 24%, 25%, 26%, 27%, 28%, 

29%, 30%, 31%, 32%, 33%, 34%, 35%, 36%, 37%, 38%, 39%, 40%, 41%, 42%, 43%, 44%, 45%, 46%, 47%, 

48%, 49%, 50%, 51%, 52%, 53%, 54%, 55%, 56%, 57%, 58%, 59%, 60%, 61%, 62%, 62%, 64%, 65%, 66%, 

67%, 68%, 69%, 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 

86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, или по меньшей мере приблизи-

тельно 99% или больше, если субъекту вводят средство на основе dsRNA. 

Способы и варианты применения по настоящему изобретению включают введение композиции, 

описанной в данном документе, вследствие чего экспрессия целевого гена PNPLA3 снижается, например, 

в течение приблизительно 1, 2, 3, 4 5, 6, 7, 8, 12, 16, 18, 24, 28, 32, 36, 40, 44, 48, 52, 56, 60, 64, 68, 72, 76, 

или приблизительно 80 ч. В одном варианте осуществления экспрессия целевого гена PNPLA3 снижается 

в течение длительного периода, например, в течение по меньшей мере приблизительно двух, трех, четы-

рех, пяти, шести, семи дней или больше, например, в течение приблизительно одной недели, двух не-

дель, трех недель или приблизительно четырех недель или дольше. 

Введение dsRNA в соответствии со способами и вариантами применения по настоящему изобрете-

нию может привести к снижению тяжести, признаков, симптомов и/или уровня маркеров заболеваний 

или нарушений у пациента с заболеванием, ассоциированным с PNPLA3, например неалкогольной жиро-

вой болезнью печени (NAFLD). Под "снижением" в данном контексте подразумевается статистически 

значимое снижение такого уровня. Снижение может составлять, например, по меньшей мере приблизи-

тельно 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 

95%, или приблизительно 100%. Эффективность лечения или предотвращения заболевания можно оце-

нить, например, путем измерения прогрессирования заболевания, ремиссии заболевания, тяжести сим-

птомов, уменьшения боли, качества жизни, дозы лекарственного препарата, необходимого для поддер-

жания эффекта лечения, уровня маркера заболевания или любого другого измеримого параметра, 

соответствующего данному заболеванию, которое лечат или которое пытаются нацеленно 

предотвратить. Специалист в данной области вполне способен контролировать эффективность лечения 

или предотвращения путем измерения любого из таких параметров или любой комбинации параметров. 

Например, эффективность лечения NAFLD можно оценивать, например, путем периодического 

мониторинга симптомов NAFLD, уровней жира в печени или экспрессии генов, регулирующих 

последующие звенья сигнальных каскадов. Сравнение более поздних показаний с первоначальными 

показаниями предоставляет врачу указание на то, является ли лечение эффективным. Специалист в 

данной области вполне способен контролировать эффективность лечения или предотвращения путем 

измерения любого из таких параметров или любой комбинации параметров. В связи с введением 

средства для RNAi, целенаправленно воздействующего на PNPLA3, или его фармацевтической 

композиции "эффективность относительно" заболевания, ассоциированного с PNPLA3, указывает на то, 

что введение клинически приемлемым образом приводит к положительному эффекту для, по меньшей 

мере, статистически значимой доли пациентов, например, к улучшению симптомов, излечению, 

снижению тяжести заболевания, продлению жизни, улучшению качества жизни или к другому эффекту, 

который является общепризнанно положительным среди врачей, знакомых с лечением NAFLD и/или 

заболевания, ассоциированного с PNPLA3 и связанных с ним причин. 

Лечебный или превентивный эффект проявляется тогда, когда наблюдается статистически значимое 

улучшение одного или нескольких параметров статуса заболевания, или когда не происходит ухудшение 

или развитие симптомов в тех случаях, в которых иначе их можно было бы ожидать. В качестве примера 

благоприятное изменение, по меньшей мере, на 10% в измеряемом параметре заболевания и предпочти-

тельно на по меньшей мере 20%, 30%, 40%, 50% или больше может свидетельствовать об эффективном 

лечении. Эффективность данного лекарственного средства на основе RNAi или состава с этим лекарст-

венным средством также можно оценивать путем использования экспериментальной модели животного 

для данного заболевания, известной в данной области. При использовании экспериментальной модели 

животного эффективность лечения подтверждается, когда наблюдается статистически значимое сниже-

ние маркера или симптома. 

Субъектам может быть введено терапевтическое количество средства для RNAi, как, например, 

приблизительно 0,01 мг/кг, 0,02 мг/кг, 0,03 мг/кг, 0,04 мг/кг, 0,05 мг/кг, 0,1 мг/кг, 0,15 мг/кг, 0,2 мг/кг, 

0,25 мг/кг, 0,3 мг/кг, 0,35 мг/кг, 0,4 мг/кг, 0,45 мг/кг, 0,5 мг/кг, 0,55 мг/кг, 0,6 мг/кг, 0,65 мг/кг, 0,7 мг/кг, 

0,75 мг/кг, 0,8 мг/кг, 0,85 мг/кг, 0,9 мг/кг, 0,95 мг/кг, 1,0 мг/кг, 1,1 мг/кг, 1,2 мг/кг, 1,3 мг/кг, 1,4 мг/кг, 1,5 

мг/кг, 1,6 мг/кг, 1,7 мг/кг, 1,8 мг/кг, 1,9 мг/кг, 2,0 мг/кг, 2,1 мг/кг, 2,2 мг/кг, 2,3 мг/кг, 2,4 мг/кг, 2,5 мг/кг 

dsRNA, 2,6 мг/кг dsRNA, 2,7 мг/кг dsRNA, 2,8 мг/кг dsRNA, 2,9 мг/кг dsRNA, 3,0 мг/кг dsRNA, 3,1 мг/кг 

dsRNA, 3,2 мг/кг dsRNA, 3,3 мг/кг dsRNA, 3,4 мг/кг dsRNA, 3,5 мг/кг dsRNA, 3,6 мг/кг dsRNA, 3,7 мг/кг 
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dsRNA, 3,8 мг/кг dsRNA, 3,9 мг/кг dsRNA, 4,0 мг/кг dsRNA, 4,1 мг/кг dsRNA, 4,2 мг/кг dsRNA, 4,3 мг/кг 

dsRNA, 4,4 мг/кг dsRNA, 4,5 мг/кг dsRNA, 4,6 мг/кг dsRNA, 4,7 мг/кг dsRNA, 4,8 мг/кг dsRNA, 4,9 мг/кг 

dsRNA, 5,0 мг/кг dsRNA, 5,1 мг/кг dsRNA, 5,2 мг/кг dsRNA, 5,3 мг/кг dsRNA, 5,4 мг/кг dsRNA, 5,5 мг/кг 

dsRNA, 5,6 мг/кг dsRNA, 5,7 мг/кг dsRNA, 5,8 мг/кг dsRNA, 5,9 мг/кг dsRNA, 6,0 мг/кг dsRNA, 6,1 мг/кг 

dsRNA, 6,2 мг/кг dsRNA, 6,3 мг/кг dsRNA, 6,4 мг/кг dsRNA, 6,5 мг/кг dsRNA, 6,6 мг/кг dsRNA, 6,7 мг/кг 

dsRNA, 6,8 мг/кг dsRNA, 6,9 мг/кг dsRNA, 7,0 мг/кг dsRNA, 7,1 мг/кг dsRNA, 7,2 мг/кг dsRNA, 7,3 мг/кг 

dsRNA, 7,4 мг/кг dsRNA, 7,5 мг/кг dsRNA, 7,6 мг/кг dsRNA, 7,7 мг/кг dsRNA, 7,8 мг/кг dsRNA, 7,9 мг/кг 

dsRNA, 8,0 мг/кг dsRNA, 8,1 мг/кг dsRNA, 8,2 мг/кг dsRNA, 8,3 мг/кг dsRNA, 8,4 мг/кг dsRNA, 8,5 мг/кг 

dsRNA, 8,6 мг/кг dsRNA, 8,7 мг/кг dsRNA, 8,8 мг/кг dsRNA, 8,9 мг/кг dsRNA, 9,0 мг/кг dsRNA, 9,1 мг/кг 

dsRNA, 9,2 мг/кг dsRNA, 9,3 мг/кг dsRNA, 9,4 мг/кг dsRNA, 9,5 мг/кг dsRNA, 9,6 мг/кг dsRNA, 9,7 мг/кг 

dsRNA, 9,8 мг/кг dsRNA, 9,9 мг/кг dsRNA, 9,0 мг/кг dsRNA, 10 мг/кг dsRNA, 15 мг/кг dsRNA, 20 мг/кг 

dsRNA, 25 мг/кг dsRNA, 30 мг/кг dsRNA, 35 мг/кг dsRNA, 40 мг/кг dsRNA, 45 мг/кг dsRNA или прибли-

зительно 50 мг/кг dsRNA. В одном варианте осуществления субъектам можно вводить 0,5 мг/кг dsRNA. 

Значения и диапазоны, промежуточные по отношению к указанным значениям, также рассматриваются 

как часть данного изобретения. 

Введение средства для RNAi может снижать уровни присутствующего белка PNPLA3, например, в 

клетке, ткани, крови, моче или другом компартменте организма пациента на по меньшей мере приблизи-

тельно 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 11%, 12%, 13%, 14%, 15%, 16%, 17%, 18%, 19%, 20%, 21%, 22%, 23%, 

24%, 25%, 26%, 27%, 28%, 29%, 30%, 31%, 32%, 33%, 34%, 35%, 36%, 37%, 38%, 39%, 40%, 41%, 42%, 

43%, 44%, 45%, 46%, 47%, 48%, 49%, 50%, 51%, 52%, 53%, 54%, 55%, 56%, 57%, 58%, 59%, 60%, 61%, 

62%, 63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 

81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, или на 

по меньшей мере приблизительно 99% или больше. 

Перед введением полной дозы средства для RNAi пациентам можно вводить меньшую дозу, напри-

мер 5% инфузию, и проводить мониторинг на наличие побочных эффектов, таких как аллергическая ре-

акция. В другом примере можно проводить мониторинг пациента на наличие нежелательных иммуно-

стимулирующих эффектов, таких как повышение уровня цитокинов (например, TNF-альфа или INF-

альфа). 

Из-за ингибирующих эффектов в отношении экспрессии PNPLA3 композиция по настоящему изо-

бретению или полученная из нее фармацевтическая композиция может улучшить качество жизни. 

Средство для RNAi по настоящему изобретению можно вводить в "голой" форме, где модифициро-

ванное или немодифицированное средство для RNAi непосредственно суспендировано в водном или 

подходящем буферном растворителе в виде "свободного средства для RNAi". Свободное средство для 

RNAi вводят в отсутствие фармацевтической композиции. Свободное средство для RNAi может нахо-

диться в подходящем буферном растворе. Буферный раствор может содержать ацетат, цитрат, проламин, 

карбонат или фосфат или любую их комбинацию. В одном варианте осуществления буферный раствор 

представляет собой фосфатно-буферный солевой раствор (PBS). Показатель pH и осмоляльность буфер-

ного раствора, содержащего средство для RNAi, можно откорректировать таким образом, чтобы он под-

ходил для введения субъекту. 

В качестве альтернативы средство для RNAi по настоящему изобретению можно вводить в виде 

фармацевтической композиции, такой как липосомальный состав с dsRNA. 

Субъектами, которые могут получить пользу от снижения и/или подавления экспрессии гена 

PNPLA3, являются субъекты с неалкогольной жировой болезнью печени (NAFLD) и/или заболеванием 

или нарушением, ассоциированными с PNPLA3, описанными в данном документе. 

Лечение субъекта, который может получить пользу от снижения и/или подавления экспрессии гена 

PNPLA3, включает терапевтическое и профилактическое лечение. 

Настоящее изобретение дополнительно обеспечивает способы и варианты применения средства для 

RNAi или фармацевтической композиции на его основе для лечения субъекта, который может получить 

пользу от снижения и/или подавления экспрессии гена PNPLA3, например, субъекта с заболеванием, 

ассоциированным с PNPLA3, в комбинации с другими фармацевтическими средствами и/или другими 

терапевтическими способами, например, с известными фармацевтическими средствами и/или известны-

ми терапевтическими способами, такими как, например, те, которые в настоящее время используют для 

лечения данных нарушений. 

Например, в определенных вариантах осуществления средство для RNAi, целенаправленно воздей-

ствующее на ген PNPLA3, вводят в комбинации, например, со средством, которое является применимым 

в лечении заболевания, ассоциированного с PNPLA3, описанного в другом месте данного документа. 

Например, дополнительные терапевтические средства и терапевтические способы, подходящие для ле-

чения субъекта, который может получить пользу от снижения экспрессии PNPLA3, например, субъекта с 

заболеванием, ассоциированным с PNPLA3, включают средство для RNAi, целенаправленно воздейст-

вующее на другую часть гена PNPLA3, терапевтическое средство и/или процедуры для лечения заболе-

вания, ассоциированного с PNPLA3, или комбинацию любого из вышеизложенного. 

В определенных вариантах осуществления первое средство для RNAi, целенаправленно воздейст-
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вующее на ген PNPLA3, вводят в комбинации со вторым средством для RNAi, целенаправленно воздей-

ствующим на другую часть гена PNPLA3. Например, первое средство для RNAi содержит первую смы-

словую нить и первую антисмысловую нить, образующие двухнитевой участок, где по сути все нуклео-

тиды указанной первой смысловой нити и по сути все нуклеотиды первой антисмысловой нити являются 

модифицированными нуклеотидами, где указанная первая смысловая нить конъюгирована с лигандом, 

присоединенным на 3'-конце, и где лиганд представляет собой одно или несколько производных GalNAc, 

присоединенных посредством двухвалентного или трехвалентного разветвленного линкера; а второе 

средство для RNAi содержит вторую смысловую нить и вторую антисмысловую нить, образующие двух-

нитевой участок, где по сути все нуклеотиды второй смысловой нити и по сути все нуклеотиды второй 

антисмысловой нити являются модифицированными нуклеотидами, где вторая смысловая нить конъю-

гирована с лигандом, присоединенным на 3'-конце, и где лиганд представляет собой одно или несколько 

производных GalNAc, присоединенных посредством двухвалентного или трехвалентного разветвленного 

линкера. 

В одном варианте осуществления все нуклеотиды первой и второй смысловых нитей и/или все нук-

леотиды первой и второй антисмысловых нитей содержат модификацию. 

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

бран из группы, состоящей из 3'-концевого нуклеотида дезокситимина (dT), 2'-O-метил-

модифицированного нуклеотида, 2'-фтор-модифицированного нуклеотида, 2'-дезокси-

модифицированного нуклеотида, закрытого нуклеотида, открытого нуклеотида, конформационно огра-

ниченного нуклеотида, конформационно затрудненного этилом нуклеотида, нуклеотида с удаленным 

азотистым основанием, 2'-амино-модифицированного нуклеотида, 2'-O-аллил-модифицированного нук-

леотида, 2'-С-алкил-модифицированного нуклеотида, 2'-гидроксил-модифицированного нуклеотида, 2'-

метоксиэтил-модифицированного нуклеотида, 2'-O-алкил-модифицированного нуклеотида, морфолино-

вого нуклеотида, фосфорамидата, нуклеотида, содержащего неприродное основание, тетрагидропиран-

модифицированного нуклеотида, 1,5-ангидроксигекситол-модифицированного нуклеотида, циклогексе-

нил-модифицированного нуклеотида, нуклеотида, содержащего фосфоротиоатную группу, нуклеотида, 

содержащего метилфосфонатную группу, нуклеотида, содержащего 5'-фосфат, и нуклеотида, содержа-

щего миметик 5'-фосфата. 

В определенных вариантах осуществления первое средство для RNAi, целенаправленно воздейст-

вующее на ген PNPLA3, вводят в комбинации со вторым средством для RNAi, целенаправленно воздей-

ствующим на ген, отличающийся от гена PNPLA3. Например, средство для RNAi, целенаправленно воз-

действующее на ген PNPLA3, можно вводить в комбинации со средством для RNAi, целенаправленно 

воздействующим на ген SCAP. Первое средство для RNAi, целенаправленно воздействующее на ген 

PNPLA3, и второе средство для RNAi, целенаправленно воздействующее на ген, отличающийся от гена 

PNPLA3, например на ген SCAP, могут быть введены как части одной и той же фармацевтической ком-

позиции. В качестве альтернативы первое средство для RNAi, целенаправленно воздействующее на ген 

PNPLA3, и второе средство для RNAi, целенаправленно воздействующее на ген, отличающийся от гена 

PNPLA3, например на ген SCAP, могут быть введены как части разных фармацевтических композиций. 

Средство для RNAi и дополнительное терапевтическое средство и/или препарат можно вводить од-

новременно и/или в такой же комбинации, например парентерально, или дополнительное терапевтиче-

ское средство можно вводить как часть отдельной композиции, или в разные моменты времени, и/или 

другим способом, известным в данной области или описанным в данном документе. 

В настоящем изобретении также представлены способы применения средства для RNAi по настоя-

щему изобретению и/или композиции, содержащей средство для RNAi по настоящему изобретению, для 

снижения и/или подавления экспрессии PNPLA3 в клетке. В других аспектах настоящего изобретения 

представлены средство для RNAi по настоящему изобретению и/или композиция, содержащая средство 

для RNAi по настоящему изобретению, для применения с целью снижения и/или подавления экспрессии 

гена PNPLA3 в клетке. В еще одних аспектах представлено применение средства RNAi по настоящему 

изобретению и/или композиции, содержащей средство для RNAi по настоящему изобретению, или изго-

товление лекарственного препарата для снижения и/или подавления экспрессии гена PNPLA3 в клетке. В 

других аспектах настоящего изобретения представлены средство для RNAi по настоящему изобретению 

и/или композиция, содержащая средство для RNAi по настоящему изобретению, для применения в сни-

жении и/или подавлении продуцирования белка PNPLA3 в клетке. В еще одних аспектах представлено 

применение средства для RNAi по настоящему изобретению и/или композиции, содержащей RNAi по 

настоящему изобретению, для изготовления лекарственного препарата для снижения и/или подавления 

продуцирования белка PNPLA3 в клетке. Способы и варианты применения включают приведение клетки 

в контакт со средством для RNAi, например dsRNA, по настоящему изобретению и поддержание клетки 

в течение времени, достаточного для достижения деградации транскрипта мРНК гена PNPLA3, за счет 

чего обеспечивается подавление экспрессии гена PNPLA3 или подавление продуцирования белка 

PNPLA3 в клетке. 

Снижение экспрессии гена можно оценить любыми способами, известными в данной области. На-

пример, снижение экспрессии PNPLA3 может быть установлено путем определения уровня экспрессии 
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мРНК PNPLA3 с помощью способов, являющихся обычной практикой для специалиста в данной облас-

ти, например, с помощью нозерн-блоттинга, qRT-PCR, путем определения уровня белка PNPLA3 с по-

мощью способов, являющихся обычной практикой для специалиста в данной области, таких как вестерн-

блоттинг, иммунологические методики, методики проточной цитометрии, ELISA и/или путем определе-

ния биологической активности PNPLA3. 

В способах и вариантах применения по настоящему изобретению клетка может быть приведена в 

контакт in vitro или in vivo, т. е. клетка может быть внутри субъекта. 

Клеткой, подходящей для лечения с применением способов по настоящему изобретению, может 

быть любая клетка, которая экспрессирует ген PNPLA3, например, клетка от субъекта с NAFLD, или 

клетка, которая содержит вектор экспрессии, содержащий ген PNPLA3 или часть гена PNPLA3. Клетка, 

подходящая для использования в способах и вариантах применения по настоящему изобретению, может 

представлять собой клетку млекопитающего, например, клетку примата (такую как клетка человека или 

клетка нечеловекообразного примата, например, клетку обезьяны или клетку шимпанзе), клетку живот-

ного, отличного от примата (такую как клетку коровы, клетку свиньи, клетку верблюда, клетку ламы, 

клетку лошади, клетку козы, клетку кролика, клетку овцы, клетку хомяка, клетку морской свинки, клетку 

кошки, клетку собаки, клетку крысы, клетку мыши, клетку льва, клетку тигра, клетку медведя или клетку 

буйвола), клетку птицы (например, клетку утки или клетку гуся) или клетку кита. В одном варианте 

осуществления клетка представляет собой клетку человека. 

Экспрессия гена PNPLA3 в клетке может быть снижена на по меньшей мере приблизительно 5%, 

6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 11%, 12%, 13%, 14%, 15%, 16%, 17%, 18%, 19%, 20%, 21%, 22%, 23%, 24%, 25%, 

26%, 27%, 28%, 29%, 30%, 31%, 32%, 33%, 34%, 35%, 36%, 37%, 38%, 39%, 40%, 41%, 42%, 43%, 44%, 

45%, 46%, 47%, 48%, 49%, 50%, 51%, 52%, 53%, 54%, 55%, 56%, 57%, 58%, 59%, 60%, 61%, 62%, 63%, 

64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 

83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% или прибли-

зительно на 100%. 

Продуцирование белка PNPLA3 в клетке может быть снижено по меньшей мере на приблизительно 

5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 11%, 12%, 13%, 14%, 15%, 16%, 17%, 18%, 19%, 20%, 21%, 22%, 23%, 24%, 

25%, 26%, 27%, 28%, 29%, 30%, 31%, 32%, 33%, 34%, 35%, 36%, 37%, 38%, 39%, 40%, 41%, 42%, 43%, 

44%, 45%, 46%, 47%, 48%, 49%, 50%, 51%, 52%, 53%, 54%, 55%, 56%, 57%, 58%, 59%, 60%, 61%, 62%, 

63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 

82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% или 

приблизительно на 100%. 

Способы и варианты применения in vivo по настоящему изобретению могут включать введение 

субъекту композиции, содержащей средство для RNAi, где средство для RNAi включает нуклеотидную 

последовательность, которая комплементарна по меньшей мере части РНК-транскрипта гена PNPLA3 

млекопитающего, подлежащего лечению. Когда организм, подлежащий лечению, представляет собой 

организм человека, композицию можно вводить любым способом, известным в данной области, включая 

без ограничения подкожный, внутривенный, пероральный, внутрибрюшинный или парентеральный пу-

ти, включая внутричерепной путь введения (например, внутрижелудочковый, интрапаренхиматозный и 

интратекальный), внутримышечное, трансдермальное, введение через дыхательные пути (аэрозоль), на-

зальное, ректальное и местное (включая буккальное и сублингвальное) введение. В определенных вари-

антах осуществления композиции вводят путем подкожной или внутривенной инфузии или инъекции. В 

одном варианте осуществления композиции вводят путем подкожной инъекции. 

В некоторых вариантах осуществления введение осуществляют путем инъекции вещества замед-

ленного всасывания. При инъекции вещества замедленного всасывания средство для RNAi может высво-

бождаться последовательным образом в течение длительного периода времени. Таким образом, инъек-

ция вещества замедленного всасывания может снижать частоту введения доз, необходимую для дости-

жения требуемого эффекта, например, требуемого подавления PNPLA3 или терапевтического или про-

филактического эффекта. Инъекция вещества замедленного всасывания может также обеспечить более 

постоянные концентрации в сыворотке крови. Инъекции веществ замедленного всасывания могут вклю-

чать подкожные инъекции или внутримышечные инъекции. В предпочтительных вариантах осуществле-

ния инъекция вещества замедленного всасывания представляет собой подкожную инъекцию. 

В некоторых вариантах осуществления введение осуществляют посредством инъекционной помпы. 

Помпа может представлять собой внешнюю помпу или хирургически имплантированную помпу. В опре-

деленных вариантах осуществления помпа представляет собой подкожно имплантированную осмотиче-

скую помпу. В других вариантах осуществления помпа представляет собой инфузионную помпу. Инфу-

зионную помпу можно использовать для внутривенных, подкожных, артериальных или эпидуральных 

инфузий. В предпочтительных вариантах осуществления инфузионная помпа представляет собой под-

кожную инфузионную помпу. В других вариантах осуществления помпа представляет собой хирургиче-

ски имплантированную помпу, которая осуществляет доставку средства для RNAi субъекту. 

Способ введения может быть выбран в зависимости от того, требуется местное или системное ле-

чение, и в зависимости от области, подлежащей лечению. Способ и участок введения могут быть выбра-
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ны для усиления целенаправленного воздействия. 

В одном аспекте настоящего изобретения также представлены способы подавления экспрессии гена 

PNPLA3 у млекопитающего, например, у человека. В настоящем изобретении также представлена ком-

позиция, содержащая средство для RNAi, например dsRNA, которая целенаправленно воздействует на 

ген PNPLA3 в клетке млекопитающего, для применения в подавлении экспрессии гена PNPLA3 у млеко-

питающего. В другом аспекте настоящего изобретения представлены варианты применения средства для 

RNAi, например dsRNA, которая целенаправленно воздействует на ген PNPLA3 в клетке млекопитающе-

го, в производстве лекарственного препарата для подавления экспрессии гена PNPLA3 у млекопитающе-

го. 

Способы и варианты применения включают введение млекопитающему, например человеку, ком-

позиции, содержащей средство для RNAi, например, dsRNA, которая целенаправленно воздействует на 

ген PNPLA3 в клетке млекопитающего, и поддержание млекопитающего в течение времени, достаточно-

го для достижения деградации транскрипта мРНК гена PNPLA3, за счет чего обеспечивается подавление 

экспрессии гена PNPLA3 у млекопитающего. 

Снижение экспрессии гена можно оценить в образце периферической крови субъекта, которому 

вводили средство для RNAi, при помощи любых способов, известных в данной области, например qRT-

PCR, описанной в данном документе. Снижение продуцирования белка можно оценить при помощи лю-

бых способов, известных в данной области, например, при помощи ELISA или вестерн-блоттинга, опи-

санных в данном документе. В одном варианте осуществления образец ткани служит в качестве ткане-

вым материалом для мониторинга снижения экспрессии гена и/или белка PNPLA3. В другом варианте 

осуществления образец крови служит тканевым материалом для мониторинга снижения экспрессии гена 

и/или белка PNPLA3. 

В одном варианте осуществления верификацию RISC-опосредованного расщепления мишени in vi-

vo после введения средства для RNAi осуществляют с помощью 5'-RACE или модификаций из протоко-

ла, известных из уровня техники (Lasham A et al. (2010) Nucleic Acid Res., 38 (3) p-el9) (Zimmermann et al. 

(2006) Nature 441: 111-4). 

Понятно, что все последовательности рибонуклеиновой кислоты, раскрытые в данном документе, 

могут быть преобразованы в последовательности дезоксирибонуклеиновой кислоты путем замены тими-

нового основания в составе последовательности урациловым основанием. Аналогичным образом все по-

следовательности дезоксирибонуклеиновой кислоты, раскрытые в данном документе, могут быть преоб-

разованы в последовательности рибонуклеиновой кислоты путем замены урацилового основания в со-

ставе последовательности тиминовым основанием. В настоящее изобретение включены последователь-

ности дезоксирибонуклеиновой кислоты, последовательности рибонуклеиновой кислоты и последова-

тельности, содержащие смеси дезоксирибонуклеотидов и рибонуклеотидов в составе всех последова-

тельностей, раскрытых в данном документе. 

Кроме того, любые последовательности нуклеиновых кислот, раскрытые в данном документе, мо-

гут быть модифицированы с помощью любой комбинации химических модификаций. Специалист в дан-

ной области легко поймет, что такое обозначение, как "РНК" или "ДНК" для описания модифицирован-

ных полинуклеотидов в некоторых случаях является произвольным. Например, полинуклеотид, содер-

жащий нуклеотид, имеющий заместитель 2'-ОН на рибозном сахаре и тиминовое основание, можно опи-

сать как молекулу ДНК, имеющую модифицированный сахар (2'-ОН вместо природного атома 2'-Н ДНК) 

или как молекулу РНК, имеющую модифицированное основание (тимин (метилированный урацил) вме-

сто природного урацила РНК). 

Соответственно, последовательности нуклеиновых кислот, представленные в данном документе, 

включающие без ограничения те, которые указаны в перечне последовательностей, предназначены для 

охвата нуклеиновых кислот, содержащих любую комбинацию природной или модифицированной РНК 

и/или ДНК, включая без ограничения такие нуклеиновые кислоты, имеющие модифицированные нук-

леиновые основания. В качестве дополнительного примера и без ограничения полинуклеотид, имеющий 

последовательность "ATCGATCG", охватывает любые полинуклеотиды, имеющие такую последова-

тельность, модифицированные или немодифицированные, включая без ограничения такие соединения, 

содержащие основания РНК, такие как соединения, имеющие последовательность "AUCGAUCG", и те 

соединения, которые имеют некоторые основания ДНК и некоторые основания РНК, такие как 

"AUCGATCG", а также полинуклеотиды, имеющие другие модифицированные основания, такие как 

"ATmeCGAUCG," где meC обозначает цитозиновое основание, содержащее метильную группу в 5-

положении. 

Следующие примеры, в том числе проведенные эксперименты и достигнутые результаты, предос-

тавлены только для иллюстративных целей и не должны рассматриваться как ограничивающие объем 

прилагаемой формулы изобретения. 

Включение посредством ссылки 

Все публикации, патенты и заявки на патенты, упомянутые в данном описании, включены в данный 

документ посредством ссылки в той же степени, как если бы каждая отдельная публикация, патент или 

заявка на патент была специально и индивидуально указана для включения посредством ссылки. Однако 
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цитирование ссылки в данном документе не должно рассматриваться как подтверждение того, что такая 

ссылка является предшествующим уровнем техники для настоящего изобретения. В том случае, если 

любое из определений или терминов, представленных в ссылочных материалах, включенных посредст-

вом ссылки, отличается от терминов и обсуждений, представленных в данном документе, преобладаю-

щими являются термины и определения по настоящему описанию. 

Эквиваленты 

Вышеизложенное письменное описание считается достаточным для того, чтобы позволить специа-

листу в данной области реализовать настоящее изобретение на практике. В вышеизложенном описании и 

примерах подробно описаны некоторые предпочтительные варианты осуществления настоящего изобре-

тения и описан наилучший способ, предусматриваемый авторами настоящего изобретения. Однако сле-

дует иметь в виду, что независимо от того, насколько подробно вышеизложенное может появиться в тек-

сте, настоящее изобретение может быть осуществлено многими способами, поэтому настоящее изобре-

тение следует истолковывать в соответствии с прилагаемой формулой изобретения и любыми ее эквива-

лентами. 

Следующие примеры, в том числе проведенные эксперименты и достигнутые результаты, предос-

тавлены только для иллюстративных целей и не должны рассматриваться как ограничивающие настоя-

щее изобретение. 

Пример 1. Отбор, конструирование и синтез модифицированных молекул siRNA PNPLA3 

Идентификация и отбор оптимальных последовательностей терапевтических молекул siRNA, целе-

направленно воздействующих на пататин-подобный фосфолипазный домен 3 (PNPLA3), идентифициро-

вали с использованием биоинформационного анализа транскрипта PNPLA3 человека (NM_025225.2). В 

табл. 1 показаны последовательности, идентифицированные как имеющие терапевтические свойства. По 

всей длине различных последовательностей {INVAB} обозначает инвертированное основание A, {IN-

VDA} обозначает инвертированный дезокситимидин, GNA обозначает гликолевую нуклеиновую кисло-

ту, dT означает дезокситимидин и dC означает дезоксицитозин. 

Таблица 1. Последовательности siRNA, направленные на PNPLA3 
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Чтобы повысить активность и стабильность in vivo последовательностей siRNA PNPLA3, встраива-
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ли химические модификации в молекулы siRNA PNPLA3. В частности, встраивали 2'-O-метил- и 2'-фтор-

модификации рибозного сахара в определенные положения siRNA PNPLA3. Также встраивали фосфоро-

тиоатные межнуклеотидные связи в концевые участки антисмысловых и/или смысловых последователь-

ностей. В нижеприведенной табл. 2 изображены модификации в смысловой и антисмысловой последова-

тельностях для каждой из модифицированных siRNA PNPLA3. Нуклеотидные последовательности в 

табл. X перечислены в соответствии со следующими обозначениями: A, U, G и С=соответствующий ри-

бонуклеотид; dT=дезокситимидин; a, u, g и с=соответствующий 2'-O-метилрибонуклеотид; Af, Uf, Gf и 

Cf=соответствующий 2'-дезокси-2'-фтор ("2'-фтор") рибонуклеотид. Вставка "s" в последовательность 

означает, что два соседних нуклеотида связаны фосфоротиодиэфирной группой (например, фосфоротио-

атной межнуклеотидной связью). Если не указано иное, все другие нуклеотиды связаны 3'-5'-

фосфодиэфирными группами. Каждое из соединений на основе siRNA в табл. 2 содержит дуплексный 

участок длиной в 19 пар оснований, содержащий либо липкий конец из 2 нуклеотидов на 3'-конце обеих 

нитей, либо тупой конец на одном или на обоих концах. GalNAc3K2AhxC6 представляет собой 

 
Таблица 2. Последовательности siRNA, направленные на PNPLA3 с модификациями 
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Пример 2. Эффективность отобранных молекул siRNA PNPLA3 в анализе RNA FISH 

Получали панель полностью химически модифицированной siRNA, включая siRNA, охватываю-

щую rs738409 и/или rs738408 SNP PNPLA3, и тестировали ее на активность и селективность нокдауна 

мРНК in vitro. Каждый дуплекс siRNA состоял из двух нитей: смысловой или 'пассажирской' нити и ан-

тисмысловой или 'направляющей' нити. Нити имели длину 21 или 23 нуклеотида с 19 комплементарными 

парами оснований. В некоторых случаях присутствовали 3'-липкие концы, состоящие из двух пар осно-

ваний. Получали siRNA с заменой природной группы 2'-ОН в рибозе каждого нуклеотида на 2'-OMe- 

либо 2'-F-группа. Сложные фосфодиэфирные межнуклеотидные связи в одной или обеих нитях необяза-

тельно были заменены фосфоротиоатами для уменьшения деградации молекулы экзонуклеазами. 

Эффективность каждой из молекул siRNA в снижении экспрессии PNPLA3 оценивали с использо-

ванием анализа трансфекции siRNA in vitro в 384-луночном формате с последующей флуоресцентной 

гибридизацией in situ, нацеленной на молекулы рибонуклеиновой кислоты (RNA FISH), для определения 

значений IC50 и максимальной активности. Данный анализ выполняли на линии клеток гепатоцеллюляр-

ной карциномы человека Hep3B (АТСС НВ-8064) и на клетках яичника китайского хомячка (СНО), экс-

прессирующих PNPLA3 I148I человека. Линию клеток гепатоцеллюлярной карциномы человека HepB3 

поддерживали в среде EMEM (АТСС 30-2003), дополненной 10% эмбриональной телячьей сывороткой и 

1% антибиотиком/антимикотиком, при 37°С и 5% СО2. Клетки линии СНО, экспрессирующие PNPLA3 

I148I человека, поддерживали в среде, содержащей 50% CD-CHO (Life Technologies), 50% Ex-Cell СНО 5 

Medium (Sigma), 8 мМ L-глутамин, 1×HT, 1% антибиотик/антимикотик и 10 мкг/мл пуромицина, при 
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37°С и 5% СО2. 

Для анализов клеток Hep3B трансфекционные комплексы, состоящие из молекул siRNA и реагента 

для трансфекции Lipofectamine RNAiMAX (Life Technologies) в среде EMEM (АТСС 30-2003), вносили в 

384-луночные планшеты (PerkinElmer) из расчета 10 мкг на лунку в соответствии с рекомендациями про-

изводителя. Для анализов с клетками СНО человека трансфекционные комплексы, состоящие из молекул 

siRNA и реагента для трансфекции Lipofectamine RNAiMAX в среде F12K (Mediatech), вносили в 384-

луночные планшеты из расчета 10 мкг на лунку в соответствии с рекомендациями производителя. Клет-

ки разбавляли до 67000 клеток/мл в среде без антибиотиков/антимикотиков и добавляли по 30 мкл в ка-

ждую лунку, доводя конечную плотность до 2000 клеток/лунка в 40 мкл среды. После 20-минутной ин-

кубации при комнатной температуре планшеты переносили в инкубатор с условиями 37°С и 5% СО2. 

Трансфекционные смеси с клетками Hep3B инкубировали в течение 72 ч, а трансфекционные смеси с 

клетками СНО с PNPLA3 I148I человека инкубировали в течение 48 ч. 

При сборе клетки фиксировали в 8% фиксирующем растворе формальдегида (Thermo Scientific) в 

течение 15 мин при комнатной температуре. Затем планшеты подвергали дегидратации с последователь-

ной промывкой 50%, 70% и 100% этанолом. Затем планшеты запечатывали и хранили при -20°С. 

Анализ RNA FISH выполняли с использованием набора для скрининга Affymetrix QuantiGene 

View RNA НС Screening Assay (QVP0011), набора для усиления сигнала Affymetrix View HC Signal Am-

plification Kit 3-plex (QVP0213) от Affymetrix и геноспецифических зондов от Affymetrix: 0,33 мл View 

RNA тип 6 (метка 650) VA6-20279-01 PNPLA3 человека и 0,44 мл View RNA тип 1 (метка 488) VA1-

10148-01 PPIB человека. 

Сначала содержимое планшетов регидратировали с последовательными промывками 100%, 70% и 

50% этанолом. Затем клетки промывали PBS, а затем подвергали пермеабилизации и расщеплению про-

теазой в соответствии с инструкциями к набору. Целевые наборы рабочих зондов готовили в соответст-

вии с протоколом производителя, вносили в лунки и инкубировали в течение 3 ч при 40°С. Протокол 

производителя использовали для последовательных гибридизаций с наборами рабочих зондов, рабочими 

предварительными усилителями, рабочими усилителями и рабочими LP. В завершении проводили контр-

окрашивание ядер (Hoechst 33342 и Cell Mask Blue; Molecular Probes). Планшеты инкубировали в течение 

30 мин при комнатной температуре, промывали PBS, вносили 80 мкл PBS, а затем планшеты запечаты-

вали для визуализации. 

Все планшеты подвергали визуализации с помощью системы скрининга высокого разрешения pera 

Phenix High Content Screening System (PerkinElmer) с использованием УФ-канала для Hoechst 33342 и 

Cell Mask Blue, канала с длиной волны 488 нм для зондов типа 1, а также канала с длиной волны 647 нм 

для зондов типа 6. 

Данные RNA FISH анализировали с использованием программного обеспечения Columbus, и изо-

бражения были получены с помощью Genedata Screener. Результаты анализа для клеток СНО, трансфи-

цированных PNPLA3 I148I, показаны в табл. 3. Результаты анализа для клеток СНО, трансфицированных 

PNPLA3 I148M, показаны в табл. 4. Нокдаун PNPLA3 приведен в виде процента нокдауна по сравнению 

с контролем. Отрицательные значения указывают на снижение уровней PNPLA3. 

Таблица 3. Анализ RNA FISH клеток СНО, трансфицированных PNPLA3 I148I 
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Таблица 4. Анализ RNA FISH клеток СНО, трансфицированных PNPLA3 I148M 

 



046883 

- 128 - 

 
RNA FISH также проводили на линии клеток печени, содержащей двойную мутацию PNPLA3-

rs738408-rs738409, а также на контрольной линии клеток Hep3B дикого типа. Клетки Hep3B и HepG2 

(приобретенные у АТСС) культивировали в минимальной поддерживающей среде (MEM от Corning для 

клеток Hep3B и EMEM от АТСС для клеток HepG2), дополненной 10% эмбриональной телячьей сыво-

роткой (FBS, Sigma) и 1% раствором пенициллина-стрептомицина (P-S, Corning). Трансфекцию siRNA 

проводили следующим образом: 1 мкл тестируемых siRNA и 4 мкл простой MEM или EMEM, в зависи-

мости от клеточной линии, добавляли в планшеты для анализа CellCarrier-384 Ultra, покрытые PDL 

(PerkinElmer), от BioMek FX (Beckman Coulter). 5 мкл Lipofectamine RNAiMAX (Thermo Fisher Scientific), 

предварительно разбавленного в простой MEM или EMEM (а именно, 0,035 мкл RNAiMAX в 5 мкл 

MEM для клеток Hep3B и 0,06 мкл RNAiMAX в 5 мкл EMEM для клеток HepG2), затем дозировали в 

планшеты для анализа с помощью дозатора для реагентов Multidrop Combi Reagent Dispenser (Thermo 

Fisher Scientific). После 20 мин инкубации смеси siRNA/RNAiMAX при комнатной температуре (RT) в 

трансфекционный комплекс с помощью дозатора для реагентов Multidrop Combi добавляли 30 мкл кле-

ток Hep3B либо клеток HepG2 (2000 клеток на лунку) в MEM или EMEM, дополненной 10% FBS и 1% P-

S. Планшеты для анализа инкубировали в течение 20 мин при RT до помещения в инкубатор. Затем 

клетки инкубировали в течение 72 ч при 37°С и 5% СО2. Анализ клеток ViewRNA ISH проводили в соот-

ветствии с протоколом производителя (Thermo Fisher Scientific) с использованием самостоятельно соб-

ранной автоматизированной платформы для анализа FISH, предназначенной для работы с жидкостями. 

Вкратце клетки фиксировали в 4% формальдегиде (Thermo Fisher Scientific) в течение 15 мин при RT, 

пермеабилизировали при помощи детергента в течение 3 мин при RT, а затем обрабатывали раствором 

протеазы в течение 10 мин при RT. Инкубацию мишень-специфических пар зондов (Thermo Fisher Scien-

tific) проводили в течение 3 ч, в то время как для предусилителей, усилителей и зондов с метками (Ther-

mo Fisher Scientific) ее проводили по 1 ч. Все стадии гибридизации выполняли при 40°С в автоматизиро-

ванном инкубаторе Cytomat 2 C-LIN (Thermo Fisher Scientific). После реакций гибридизации проводили 

окрашивание клеток Hoechst и CellMask Blue (Thermo Fisher Scientific) в течение 30 мин, а затем прово-

дили визуализацию с помощью Opera Phenix (PerkinElmer). Изображения анализировали с использовани-

ем системы для хранения и анализа данных Columbus Image (PerkinElmer) с получением среднего значе-

ния числа пятен на клетку. Подсчет пятен нормализовали с использованием контрольных лунок с высо-

ким значением (содержащих фосфатно-буферный солевой раствор от Corning) и с низким значением (без 

пар целевых зондов). Нормализованные значения по отношению к концентрациям общей siRNA наноси-

ли на график и данные сопоставляли с четырехпараметрической сигмоидальной моделью в Genedata 

Screener (Genedata) для получения значений IC50 и максимальной активности. Результаты анализов для 

клеток HepG2 показаны в табл. 5, а результаты анализов для клеток Hep3B показаны в табл. 6. Нокдаун 

PNPLA3 приведен в виде процента нокдауна по сравнению с контролем. Отрицательные значения ука-
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зывают на снижение уровней PNPLA3. В тех случаях, когда дуплекс проходил анализ более одного раза, 

со стандартным отклонением показано среднее значение IC50. 

Таблица 5. Анализ RNA FISH гепатоцитов HepG2 
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Таблица 6. Анализ RNA FISH гепатоцитов Hep3B 
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Пример 3. Анализ с помощью капельной цифровой ПЦР siRNA для PNPLA3-rs738409 и PNPLA3-

rs738409-rs738408 

Следуя протоколу производителя, размороженные первичные гепатоциты человека 

(Xenotech/донорская партия Sekisui HC3-38) в среде OptiThaw (№ по кат. К8000 Xenotech) центрифуги-

ровали и после аспирации среды ресуспендировали в среде для гепатоцитов OptiPlate (№ по кат. К8200 

Xenotech), после чего вносили в 96-луночные планшеты с коллагеновым покрытием (№ по кат. Greiner 

655950). После 2-4-часового периода инкубации среду удаляли и заменяли средой для гепатоцитов Op-

tiCulture (№ по кат. K8300 Xenotech). Через 2-4 ч после добавления среды OptiCulture в клетки поступали 

siRNA, конъюгированные с GalNAc, путем свободного захвата клетками (без реагента для трансфекции). 

Клетки инкубировали в течение 24-72 ч при 37°С и 5% СО2. Затем клетки лизировали буфером Qiagen 

RLT (79216) +1% 2-меркаптоэтанол (Sigma, M-3148), и лизаты хранили при -20°С. Очистку РНК прово-

дили с использованием прибора Qiagen QIACube HT (9001793) и набора Qiagen RNeasy 96 QIACube HT 

Kit (74171) в соответствии с инструкциями производителя. Образцы анализировали с использованием 

системы QIAxpert (9002340). к ДНК синтезировали из образцов РНК с использованием набора для высо-

копроизводительной обратной транскрипции кДНК Applied Biosystems (4368813), при этом реакции про-

водили в соответствии с инструкциями производителя, а концентрация вносимой РНК зависела от образ-

ца. Обратную транскрипцию проводили на термоциклере BioRad tetrad (модель № PTC-0240G) в сле-

дующих условиях: 25°С 10 мин, 37°С 120 мин, 85°С 5 мин с последующим (необязательно) неограни-

ченным по времени выдерживанием при 4°С. 

Капельную цифровую ПНР (ddPCR) проводили с использованием системы для капельной цифровой 

ПЦР AutoDG QX200 от BioRad в соответствии с инструкциями производителя. Реакционные смеси со-

ставляли в прозрачном 96-луночном планшете для ПЦР от Eppendorf (951020303) с использованием Bio-

Rad ddPCR Supermix для зондов (1863010), и флуоресцентно меченных смесей для анализов qPCR для 

PNPLA3 (IDT Hs.PT.58.21464637, соотношение праймера и зонда 3.6:1 и ТВР (ГОТ Hs.PT.53a.20105486, 

соотношение праймера и зонда 3.6:1) и воды, не содержащей РНКаз (Ambion, AM9937). Конечная кон-

центрация праймера/зонда составляла 900 нМ/250 нМ соответственно, начальная концентрация кДНК 

отличалась для разных лунок. Капли формировали с использованием генератора капель BioRad Auto DG 

(1864101), настроенного с учетом рекомендуемых производителем расходных материалов (картриджи 

BioRad DG32 1864108, наконечники BioRad 1864121, 96-луночный планшет для ПЦР Eppendorf blue 

951020362, масло для генерации капель для зондов BioRad 1864110 и собранная панель для капель Bio-

Rad). Капли подвергали амплификации на термоциклере BioRad С1000 touch (1851197), используя сле-

дующие условия: активация фермента при 95°С в течение 10 мин, денатурация при 94°С в течение 30 с с 

последующим отжигом/элонгацией при 60°С в течение одной минуты, 40 циклов со скоростью нагре-

ва/охлаждения 2°С/с, инактивация фермента при 98°С в течение 10 мин с последующим (необязательно) 

неограниченным по времени выдерживанием при 4°С. Затем образцы считывали на устройстве для счи-

тывания BioRad QX200 Droplet Reader, измеряющем сигнал FAM/HEX, который коррелирует с концен-

трацией PNPLA3 или ТВР. Анализ данных проводили с использованием программного пакета BioRad 

QuantaSoft. Образцы гейтировали по каналу (флуоресцентная метка) для определения концентрации на 

образец. Каждый образец затем выражали как соотношение концентрации гена, представляющего инте-

рес (PNPLA3), и концентрации конститутивного гена (ТВР) для контроля разницы в загрузке образца. 

Затем данные импортировали в Genedata Screener, где каждая тестируемая siRNA нормализуется по ме-

дианным значениям нейтральных контрольных лунок (содержащих только буфер). Значения IC50 пред-

ставлены в табл. 7. 
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Таблица 7. Анализ ddPCR, выполненный на первичных гепатоцитах 
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Пример 4. Скрининг эффективности выбранных молекул siRNA PNPLA3 на модели гуманизиро-

ванной мыши 

Аденоассоциированный вирус (AAV; серотип AAV8 или AAV7; свободный от эндотоксинов, полу-

чаемый в лаборатории компании Amgen), разведенный в фосфатно-буферном солевом растворе (Thermo 
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Fisher Scientific, 14190-136) до уровня, не превышающего 4е11-1е12 вирусных частиц на животное, вво-

дили внутривенно в хвостовую вену самцам мышей C57BL/6NCrl (Charles River Laboratories Inc.) для 

стимуляции экспрессии либо PNPLA3
WT

 (PNPLA3-WT), PNPLA3
rs738409

 (PNPLA3-I148M) человека, либо 

PNPLA3
rs738409-rs738408

 (PNPLA3-I148M DM) в печени. Возраст мышей в среднем составлял 10-12 недель и 

в группу включали n=4-6 животных. Каждая стадия скрининга включала как минимум две контрольные 

группы, которым вводили среду-носитель: Пустой вектор на основе AAV и AAV-PNPLA3
WT

 или 

PNPLA3
rs738409

 и PNPLA3
rs738409-rs738408

, обработанный средой-носителем. Все siRNA проверяли на функ-

циональность в отношении AAV-PNPLA3
WT

, PNPLA3
rs738409

 и/или PNPLA3
rs738409-rs738408

. Через две недели 

после инъекции AAV мышей обрабатывали путем введения однократной дозы siRNA D-2324 (0,5 мМ) 

посредством подкожной инъекции в дозе 0,5, 1,0, 3,0 или 5,0 мг на килограмм животного, разведенной в 

фосфатно-буферном солевом растворе (Thermo Fisher Scientific, 14190-136). В дни 8, 15, 22, 28 или 42 

после инъекции siRNA у животных отбирали ткани печени, быстро замораживали их в жидком азоте, 

обрабатывали для выделения очищенной РНК с использованием прибора QIACube НТ (Qiagen, 9001793) 

и набора RNeasy 96 QIACube HT (Qiagen, 74171) в соответствии с инструкциями производителя. Образ-

цы анализировали с использованием системы QIAxpert (Qiagen, 9002340). РНК обрабатывали ДНКазой 

RQ1, свободной от РНКаз (Promega, М6101), и подготавливали для Real-Time qPCR (количественной 

ПЦР в режиме реального времени) с использованием набора RNA-to-CT 1-Step kit TaqMan (Applied 

Biosystems, 4392653). Real-Time qPCR проводили на приборе QuantStudio Real-Time PCR. Результаты 

вычисляли, исходя из экспрессии PNPLA3 человека, нормализованной к Gapdh мыши (наборы TaqMan 

от Invitrogen, hs00228747_m1 и 4352932Е соответственно), и их представляли в виде относительного 

нокдауна экспрессии мРНК PNPLA3 человека по сравнению с контрольными животными, которым вво-

дили среду-носитель. Для сравнения определяли эндогенную экспрессию гена Pnpla3 мыши (Invitrogen, 

Mm00504420_m1). 

Для анализа содержания триглицеридов в печени гомогенизировали примерно 0,05-0,1 мг заморо-

женной печени, отобранной у животного, в одном миллилитре изопропанола. После 1 ч инкубации на 

льду образцы центрифугировали при 10000 об/мин в микроцентрифуге и супернатанты переносили в 

чистый 96-луночный планшет с глубокими лунками. Содержание триглицеридов определяли с использо-

ванием колориметрического реагента Infinity Triglyceride Reagent (Thermo Fisher Scientific, TR22421) и 

Triglyceride Standard (Pointe Scientific, T7531-STD) в соответствии с инструкциями производителя. Ре-

зультаты представлены в виде миллиграммов триглицеридов на миллиграммы ткани. 

Все описанные в данном документе эксперименты на животных были одобрены Институциональ-

ным комитетом по уходу и использованию животных (IACUC) компании Amgen и были проведены в 

соответствии с Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, 8
th

 Edition (National Research Council 

(U.S.), Committee for the Update Guide for the Care and Use of Laboratory Animals., Institute for Laboratory 

Animal Research (U.S.) и National Academies Press (U.S.) (2011) Guide for the care and use of laboratory ani-

mals. 8
th

 Ed., National Academies Press, Washington, D.C. Мышей содержали в одном помещении в комна-

те с кондиционированным воздухом с температурой 22±2°С и циклом света-темноты с двенадцатичасо-

вым освещением и двенадцатью часами тьмы (0600-1800 ч). Животные имели свободный доступ к стан-

дартному корму (Envigo, 2920X) и к воде (очищенной обратным осмосом) через автоматическую поилку, 

если не указано иное. По окончании установленного периода кровь собирали посредством пункции 

сердца под глубоким наркозом, а затем, следуя рекомендациям Ассоциации по оценке и аккредитации 

лабораторных животных (AAALAC), животных подвергали эвтаназии вторичным физическим методом 

(фиг. 1A-D). Пример пяти молекул siRNA, которые подвергали скринингу в отношении как дозозависи-

мого нокдауна мРНК, так и функциональной стабильности in vivo. Мышей, экспрессирующих 

PNPLA3
rs738409-rs738408 

человека, обрабатывали siRNA через две недели после внутривенных инъекций 

AAV. N=6 мышей на группу; данные представлены в виде среднего значения и стандартной погрешно-

сти среднего. (A) siRNA вводили в дозе 0,5, 1,0, 3,0 или 5,0 мг на килограмм веса тела подкожно в об-

ласть живота мыши. Через четыре недели после обработки с помощью siRNA мышей умерщвляли, а тка-

ни печени отбирали и подвергали обработке для анализа экспрессии генов. Данные представляют усред-

ненный относительный нокдаун PNPLA3
rs738409-rs738408

 человека в каждой группе мышей по сравнению с 

контрольной группой, обработанной средой-носителем. (В) Ткани печени, отобранные из той же группы, 

получавшей лечение в течение четырех недель, также подвергали обработке для определения содержа-

ния триглицеридов с целью оценки функциональной эффективности средства. Данные представляют 

усредненное содержание триглицеридов, выраженное в миллиграммах на грамм ткани, подвергнутой 

обработке. (С) siRNA вводили в дозе 1,0 и 3,0 мг на килограмм веса тела подкожно в области живота жи-

вотным из параллельной когорты. У мышей отбирали ткани через шесть недель после введения siRNA 

для сравнения стабильности молекул siRNA in vivo. Печень собирали и подвергали обработке для анали-

за экспрессии генов. Данные представляют усредненный относительный нокдаун PNPLA3
rs738409-rs738408

 

человека в каждой группе мышей по сравнению с контрольной группой, обработанной средой-

носителем. (D) Ткани печени, выделенные из той же группы, получавшей лечение в течение шести не-

дель, также подвергали обработке для определения содержания триглицеридов с целью оценки функ-
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циональной эффективности средства с течением времени. Данные представляют усредненное содержа-

ние триглицеридов, выраженное в миллиграммах на грамм ткани, подвергнутой обработке. 

Данные для относительного нокдауна приведены в табл. 8-12 и показывают относительный нокдаун 

в дни 8, 15, 22, 28 и 42 соответственно и разные дозы. Нокдаун PNPLA3 выражен в процентной доле с 

отрицательными значениями, указывающими на снижение уровней PNPLA3. 

Таблица 8. День 8, анализ нокдауна PNPLA3 
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Таблица 9. День 15, анализ нокдауна PNPLA3 
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Таблица 10. День 22, анализ нокдауна PNPLA3 
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Таблица 11. День 28, анализ нокдауна PNPLA3 
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Таблица 12. День 42, анализ нокдауна PNPLA3 
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Пример 5. Предотвращение возникновения и спасение от NAFLD путем применения молекул siR-

NA в гуманизированной модели мыши с PNPLA3
rs738409-rs738408

 

Модель NAFLD/NASH 'Американский синдром ожирения, вызванный образом жизни', или модель 

ALIOS была разработана путем скармливания мышам рациона с высоким содержанием транс-жиров 

(45% от общего количества жира) и сахара (Tetri 2008). Для этих исследований самцам мышей линии 

C57BL/6NCrl (Charles River Laboratories Inc.) возрастом от восьми до десяти недель вводили пустой век-

тор AAV или вектор AAV8-PNPLA3
rs738409-rs738408

, как описано ранее. Во время инъекции AAV мышей 

либо содержали на нормальном корме, либо им скармливали рацион ALIOS (Envigo, TD.06303) в сочета-

нии с питьевой водой, дополненной смесью из 55% фруктозы и 45% глюкозы (Sigma, F0127 и G7021 со-

ответственно), до отбора тканей. В предыдущих экспериментах было установлено, что сверхэкспрессия 

PNPLA3
rs738409-rs738408

 в данном контексте как ускоряет, так и ухудшает фенотипы NAFLD (данные не по-

казаны). 

Через две недели после инъекции AAV и начала скармливания указанного рациона мышей обраба-

тывали путем подкожной инъекции однократной дозы siRNA D-2324 (0,5 мМ), разведенной в фосфатно-

буферном солевом растворе (Thermo Fisher Scientific, 14190-136), в дозе 5,0 мг на килограмм животного, 

либо среды-носителя в качестве контроля. Введение дозы повторяли каждые две недели до отбора тка-

ней. К моменту отбора тканей регистрировали вес тела, затем собирали сыворотку крови путем пункции 

сердца под анестезией изофлураном, после чего регистрировали показатели веса печени. Срединную до-

лю фиксировали с помощью 10% нейтрального забуференного формалина с последующей обработкой и 

заливкой парафином. Остаток печени быстро замораживали для анализа содержимого и экспрессии ге-

нов, как было описано ранее. 

Быстрозамороженную ткань печени обрабатывали для анализа экспрессии РНК и генов, как это бы-

ло описано ранее. Результаты представлены как для необработанного значения Ct, так и для относитель-

ной экспрессии мРНК указанного гена, нормализованной по отношению к Gapdh мыши, (анализы Taq-

Man от Invitrogen: PNPLA3 человека, hs00228747_m1; Pnpla3 мыши, Mm00504420_m1; Gapdh мыши, 

4352932Е). 

Фиксированные в формалине ткани обрабатывали для окрашивания гематоксилином и эозином 

(Dako, CS70030-2, CS70130-2 соответственно) в соответствии с инструкциями производителя. Балльную 

оценку стеатоза и воспаления проводил сертифицированный патолог. 

Анализ сыворотки крови включал анализ содержания TIMP1, биомаркера, ассоциированного с 

NASH, и фиброза, связанного с NASH (Youssani 2011). ELISA TIMP1 (R&D Systems, MTM100) проводи-

ли в соответствии с инструкциями производителя. 

Фиг. 2A-G. Для оценки способности молекулы siRNA D-2324, специфичной к PNPLA3
rs738409-rs738408

, 

предотвращать развитие фенотипов, ассоциированных с NAFLD и сверхэкспрессией PNPLA3
rs738409-

rs738408
, мышам вводили пустой вектор (EV) AAV8, или вектор AAV8-PNPLA3

rs738409-rs738408
, или среду-

носитель, и их содержали на стандартном корме или переводили на рацион ALIOS. Через две недели по-

сле инъекций AAV мышей обрабатывали siRNA или средой-носителем раз в две недели в течение шести 

недель; в общей сложности проводили три цикла инъекций. У мышей отбирали ткани в момент времени 

восемь недель. Результаты представлены в виде усредненного значения по группе и стандартной по-

грешности, при N=8 на группу. Звездочки означают статистическую значимость для когорты AAV8-

PNPLA3
rs738409-rs738408

, которую рассчитали с помощью одностороннего дисперсионного анализа с исполь-

зованием критерия множественных сравнений Даннетта. (А) Соотношение веса печени (грамм) и веса 
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тела (грамм) на момент отбора тканей. Скорректированные P-значения: группа без AAV+среда-носитель, 

****<0,0001, AAV-EV+среда-носитель, **=0,0018, AAV-PNPLA3
rs738409-rs738408

+siRNA, **** < 0,0001. (В) 

Подтверждение экспрессии и сайленсинга мРНК PNPLA3 человека в печени с помощью qPCR. (слева) 

Необработанное значение Ct и (справа) относительная кратность экспрессии мРНК, нормализованная по 

отношению к Gapdh мыши; сравнение групп, которым скармливали рацион ALIOS, а именно 

PNPLA3
rs738409-rs738408

+среда-носитель и PNPLA3
rs738409-rs738408

+siRNA. (С) Анализ экспрессии мРНК Pnpla3 

мыши в печени с помощью qPCR указывает на то, что уровень экспрессии эндогенного Pnpla3 сущест-

венно не изменяется при сверхэкспрессии, опосредованной AAV, или при сайленсинге, индуцированном 

siRNA. (слева) Необработанное значение Ct и (справа) относительная кратность экспрессии мРНК, нор-

мализованная по отношению к Gapdh мыши; сравнение группы со стандартным рационом без AAV с 

группами, которым скармливали рацион ALIOS, a именно PNPLA3
rs738409-rs738408

+среда-носитель и 

PNPLA3
rs738409-rs738408

+siRNA. (D) Содержание триглицеридов в печени представлено в миллиграммах 

триглицеридов на грамм ткани печени. Скорректированные P-значения: группа без AAV+среда-

носитель, ****<0,0001, AAV-EV+среда-носитель, *=0,0393, AAV-PNPLA3
rs738409-rs738408

+siRNA, 

**=0,0063. (Е) Уровни TIMP1 в сыворотке крови представлены в пикограммах на миллилитр сыворотки 

крови. Скорректированные P-значения: группа без AAV+среда-носитель, ****<0,0001, AAV-EV+среда-

носитель, ****<0,0001, AAV-PNPLA3
rs738409-rs738408

+siRNA, ****<0,0001. (F) Гистологический признак 

стеатоза по результатам окрашивания гематоксилином и эозином, выражаемый в баллах как: в пределах 

нормы (0), минимальный (1), легкий (2), умеренный (3) и сильно выраженный (4). Скорректированные P-

значения: группа без AAV+среда-носитель, ****<0,0001, AAV-EV+среда-носитель, не значимо, AAV-

PNPLA3
rs738409-rs738408

+siRNA, **=0,0012. (F) Гистологический признак воспаления по результатам окра-

шивания гематоксилином и эозином, выражаемый в баллах как: в пределах нормы (0), минимальный (1), 

легкий (2), умеренный (3) и сильно выраженный (4). Скорректированные P-значения: группа без 

AAV+среда-носитель, ****<0,0001, AAV-EV+среда-носитель, ****<0,0001, AAV-PNPLA3
rs738409-

rs738408
+siRNA, ****<0,0001. 

Фиг. 3A-G. Для оценки способности молекулы siRNA, специфичной к PNPLA3
rs738409-rs738408

, предот-

вращать дальнейшее прогрессирование заболевания, опосредованного PNPLA3
rs738409-rs738408

, после начала 

заболевания мышам вводили пустой вектор (EV) AAV8, или вектор AAV8-PNPLA3
rs738409-rs738408

, или сре-

ду-носитель, и их содержали на стандартном корме или переводили на рацион ALIOS. Через восемь не-

дель после инъекций AAV и изменений рациона мышей обрабатывали siRNA или средой-носителем, раз 

в две недели в течение дополнительных восьми недель; в общей сложности проводили четыре цикла 

инъекций. У мышей отбирали ткани в момент времени шестнадцать недель. Хотя не наблюдали каких-

либо изменений в стеатозе, если обработку с использованием siRNA начинали после индукции заболева-

ния, некоторые другие конечные эффекты, ассоциированные с заболеванием, были значительно сниже-

ны. Результаты представлены в виде усредненных значений и стандартной погрешности, при N=8 на 

группу. Звездочки означают статистическую значимость для когорты AAV8-PNPLA3
rs738409-rs738408

, кото-

рую рассчитали с помощью одностороннего дисперсионного анализа с использованием критерия множе-

ственных сравнений Даннетта. (А) Соотношение веса печени (грамм) и веса тела (грамм) на момент от-

бора тканей. Скорректированные P-значения: группа без AAV+среда-носитель, ****<0,0001, AAV-

EV+среда-носитель, не значимо, AAV-PNPLA3
rs738409-rs738408

+siRNA, ***=0,0006. (В) Подтверждение экс-

прессии и сайленсинга мРНК PNPLA3 человека в печени с помощью qPCR. (слева) Необработанное зна-

чение Ct и (справа) относительная кратность экспрессии мРНК, нормализованная по отношению к Gapdh 

мыши; сравнение групп, которым скармливали рацион ALIOS, а именно PNPLA3
rs738409-rs738408

+среда-

носитель и PNPLA3
rs738409-rs738408

+siRNA. (С) Анализ экспрессии мРНК Pnpla3 мыши в печени с помощью 

qPCR указывает на то, что уровень экспрессии эндогенного Pnpla3 существенно не изменяется при 

сверхэкспрессии, опосредованной AAV, или при сайленсинге, индуцированном siRNA. (слева) Необра-

ботанное значение Ct и (справа) относительная кратность экспрессии мРНК, нормализованная по отно-

шению к Gapdh мыши; сравнение группы со стандартным рационом без AAV с группами, которым 

скармливали рацион ALIOS, а именно PNPLA3
rs738409-rs738408

+среда-носитель и PNPLA3
rs738409-

rs738408
+siRNA. (D) Содержание триглицеридов в печени представлено в миллиграммах триглицеридов на 

грамм ткани печени. Скорректированные P-значения: AAV-EV+среда-носитель, не значимо, AAV-

PNPLA3
rs738409-rs738408

+siRNA, *=0,0403. (E) Уровни TIMP1 в сыворотке крови представлены в пикограм-

мах на миллилитр сыворотки крови. Скорректированные P-значения: группа без AAV+среда-носитель, 

****<0,0001, AAV-EV+среда-носитель, **=0,0027, AAV-PNPLA3
rs738409-rs738408

+siRNA, **=0,002. (F) Гис-

тологический признак стеатоза по результатам окрашивания гематоксилином и эозином, выражаемый в 

баллах как: в пределах нормы (0), минимальный (1), легкий (2), умеренный (3) и сильно выраженный (4). 

Скорректированные P-значения: группа без AAV+среда-носитель, ****<0,0001, AAV-EV+среда-

носитель, не значимо, AAV-PNPLA3
rs738409-rs738408

+siRNA, не значимо. (F) Гистологический признак вос-

паления по результатам окрашивания гематоксилином и эозином, выражаемый в баллах как: в пределах 

нормы (0), минимальный (1), легкий (2), умеренный (3) и сильно выраженный (4). Скорректированные P-

значения: группа без AAV+среда-носитель, ****<0,0001, AAV-EV+среда-носитель, незначимо, AAV-
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PNPLA3
rs738409-rs738408

+siRNA, **=0,0068. 

Фиг. 4A-D. Для оценки способности молекулы siRNA, специфичной к PNPLA3
rs738409-rs738408

, спасать 

ассоциированные с заболеванием фенотипы, обусловленные сверхэкспрессией PNPLA3
rs738409-rs738408

, про-

водили сравнение печени и сыворотки крови, полученные от мышей, которым скармливали рацион ALI-

OS, которых в течение восьми недель обрабатывали AAV8-PNPLA3
rs738409-rs738408

 со средой-носителем, с 

образцами печени и сыворотки крови мышей с AAV8-PNPLA3
rs738409-rs738408

, которым скармливали рацион 

ALIOS, которым в течение шестнадцати недель вводили siRNA. Хотя к данному моменту времени обра-

ботки с использованием siRNA не наблюдали каких-либо изменений в стеатозе, уровни триглицеридов в 

печени, TIMP1 в сыворотке крови и воспаление были статистически ниже на момент времени шестна-

дцать недель по сравнению с контрольными группами на момент времени восемь недель, которым вво-

дили среду-носитель. Результаты представлены в виде усредненных значений и стандартной погрешно-

сти, при N=8 на группу. Звездочки означают статистическую значимость для когорты, которой в течение 

восьми недель вводили AAV8-PNPLA3
rs738409-rs738408

 co средой-носителем, которую рассчитали с помо-

щью одностороннего дисперсионного анализа с использованием критерия множественных сравнений 

Даннетта. (А) Содержание триглицеридов в печени представлено в миллиграммах триглицеридов на 

грамм ткани печени. Скорректированные P-значения: 16 нед. AAV-PNPLA3
rs738409-rs738408

+среда-носитель, 

незначимо; 16 нед. AAV-PNPLA3
rs738409-rs738408

+siRNA, **=0,0011. (B) Уровни Timp1 в сыворотке крови 

представлены в пикограммах на миллилитр сыворотки крови. Скорректированные P-значения: 16 нед. 

AAV-PNPLA3
rs738409-rs738408

+среда-носитель, не значимо; 16 нед. AAV-PNPLA3
rs738409-rs738408

+siRNA, 

*=0,0134. (C) Гистологический признак стеатоза по результатам окрашивания гематоксилином и эози-

ном, выражаемый в баллах как: в пределах нормы (0), минимальный (1), легкий (2), умеренный (3) и 

сильно выраженный (4). Скорректированные P-значения: 16 нед. AAV-PNPLA3
rs738409-rs738408

+среда-

носитель, не достоверно; 16 нед. AAV-PNPLA3
rs738409-rs738408

+siRNA, не значимо. (D) Гистологический 

признак воспаления по результатам окрашивания гематоксилином и эозином, выражаемый в баллах как: 

в пределах нормы (0), минимальный (1), легкий (2), умеренный (3) и сильно выраженный (4). Скорректи-

рованные P-значения: 16 нед. AAV- PNPLA3
rs738409-rs738408

+среда-носитель, не значимо; 16 нед. AAV-

PNPLA3
rs738409-rs738408

+siRNA, *=0,0112. 

Пример 6. Предотвращение возникновения фиброза печени путем применения молекул siRNA в 

гуманизированной модели мыши с PNPLA3
rs738409-rs738408

 

Рацион "AMLN", разработанный Amylin Pharmaceuticals (Clapper 2013), представляет собой моди-

фицированный вариант рациона ALIOS. Такая пища предусматривает уровень холестерина, повышен-

ный в десять раз (2%), и дополнительную сахарозу. У мышей, находящихся на рационе "AMLN", через 

20-30 недель развивался фиброз со степенью от легкой или умеренной (публикации Clapper, Mells and 

Kristiansen). Для этих исследований самцам мышей линии C57BL/6NCrl (Charles River Laboratories Inc.) 

возрастом от восьми до десяти недель вводили пустой вектор AAV или вектор AAV-PNPLA3
rs738409-

rs738408
, как было описано ранее, для ускорения начала заболевания. Во время инъекции AAV мышей про-

должали содержать на стандартном корме или им скармливали рацион Envigo TD.170748 в сочетании с 

питьевой водой, дополненной смесью из 55% фруктозы и 45% глюкозы (Sigma, F0127 и G7021 соответ-

ственно), до умерщвления. 

Через две недели после инъекции AAV и начала скармливания указанного рациона мышей обраба-

тывали путем подкожной инъекции однократной дозы siRNA D-2324 (0,5 мМ), разведенной в фосфатно-

буферном солевом растворе (Thermo Fisher Scientific, 14190-136), в дозе 5,0 мг на килограмм животного, 

либо среды-носителя в качестве контроля. Введение дозы повторяли каждые две недели до отбора тка-

ней. К моменту отбора тканей регистрировали вес тела, затем собирали сыворотку крови путем пункции 

сердца под анестезией изофлураном, после чего регистрировали показатели веса печени. Срединную до-

лю фиксировали с помощью 10% нейтрального забуференного формалина с последующей обработкой и 

заливкой парафином. Остаток печени быстро замораживали для анализа экспрессии генов. 

Быстрозамороженную ткань печени обрабатывали для анализа экспрессии РНК и генов, как это бы-

ло описано ранее. Результаты представлены как для необработанного значения Ct, так и для относитель-

ной экспрессии мРНК указанного гена, нормализованной по отношению к Gapdh мыши, (анализы Taq-

Man от Invitrogen: PNPLA3 человека, hs00228747_m1; Pnpla3 мыши, Mm00504420_m1; Col1a1 мыши, 

Mm00801666_g1; Col3al мыши, Mm01254471_g1; Col4a1, Mm01210125_m1; Gapdh мыши, 4352932E). 

Col1a1, Col3a1 и Col4a1 представляют собой маркеры внеклеточного матрикса, связанные с активацией 

звездчатых клеток печени и фиброзом печени (Baiocchini 2016). 

Фиксированные в формалине ткани обрабатывали для окрашивания гематоксилином, эозином и 

трихромом Массона (Dako, CS70030-2, CS70130-2, AR17311-2 соответственно) в соответствии с инст-

рукциями производителя. Окрашивание актина гладких мышц выполняли без демаскировки антигена и с 

использованием устройства для автоматического окрашивания DAKO. Срезы обрабатывали с использо-

ванием пероксидазы-1 и Sniper (Biocare, PX968 и BS966 соответственно) и окрашивали моноклональны-

ми антителами к альфа-актину гладких мышц (Sigma, F3777), затем кроличьим антителом к FITC (Invi-

trogen, 711900), полимером Envision-Rabbit HRP (Dako, K4003), DAB
+
 (Dako, K3468) и гематоксилином. 

Оценку степени стеатоза, воспаления, гиперплазии овальных клеток/желчных протоков и количества 
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αSMA-положительных клеток проводил сертифицированный патолог. 

Проводили анализ сыворотки крови на содержание TIMP1 мыши (R&D Systems, MTM100) и мы-

шиного цитокератина 18-М30 (Cusabio, CSB-E14265m) в соответствии с инструкциями производителя. В 

дополнение к TIMP1, цитокин 18-М30 был идентифицирован как потенциальный биомаркер 

NAFLD/NASH, в том числе раннего фиброза (Neuman 2014 и Yang 2015).  

Фиг. 5A-L. Для оценки способности молекулы siRNA, специфичной к PNPLA3
rs738409-rs738408

, предот-

вращать развитие раннего фиброза, мышам вводили пустой вектор (EV) AAV8, или вектор AAV8-

PNPLA3
rs738409-rs738408

, или среду-носитель, и их содержали на стандартном корме или переводили на ра-

цион AMLN. Через две недели после инъекций AAV мышей обрабатывали siRNA D-2324 или средой-

носителем раз в две недели в течение шести недель; в общей сложности проводили шесть циклов инъек-

ций. У мышей отбирали ткани в момент времени десять недель. Результаты представлены в виде усред-

ненных значений и стандартной погрешности, стандартный корм без AAV+среда-носитель и корм 

AMLN с вектором AAV8-PNPLA3
rs738409-rs738408

+среда-носитель, N=8 на группу; рацион AMLN с векто-

ром AAV8-PNPLA3
rs738409-rs738408

+среда-носитель и с вектором AAV8-PNPLA3
rs738409-rs738408

+siRNA, N=12 

на группу. Звездочки означают статистическую значимость для когорты, которую обрабатывали AAV8-

PNPLA3
rs738409-rs738408

 со средой-носителем, которую рассчитали с помощью одностороннего дисперсион-

ного анализа с использованием критерия множественных сравнений Даннетта. (А) Соотношение веса 

печени (грамм) и веса тела (грамм) на момент отбора тканей. Скорректированные P-значения: группа без 

AAV+среда-носитель, ****<0,0001, AAV-EV+среда-носитель, не значимо, AAV-PNPLA3
rs738409-

rs738408
+siRNA, ****<0,0001. (В) Подтверждение экспрессии и сайленсинга мРНК PNPLA3 человека в пе-

чени с помощью qPCR. (слева) Необработанное значение Ct и (справа) относительная кратность экспрес-

сии мРНК, нормализованная по отношению к Gapdh мыши; сравнение групп PNPLA3
rs738409-rs738408

+среда-

носитель и PNPLA3
rs738409-rs738408

+siRNA. (С) Анализ экспрессии мРНК Pnpla3 мыши в печени с помощью 

qPCR указывает на то, что уровень экспрессии эндогенного Pnpla3 существенно не изменяется при 

сверхэкспрессии, опосредованной AAV, или при сайленсинге, индуцированном siRNA. (слева) Необра-

ботанное значение Ct и (справа) относительная кратность экспрессии мРНК, нормализованная по отно-

шению к Gapdh мыши; сравнение группы со стандартным рационом без AAV с группами, которым 

скармливали рацион AMLN, а именно PNPLA3
rs738409-rs738408

+среда-носитель и PNPLA3
rs738409-

rs738408
+siRNA. (D) Уровни Timp1 в сыворотке крови представлены в пикограммах на миллилитр сыво-

ротки крови. Скорректированные P-значения: группа без AAV+среда-носитель, ****<0,0001, AAV-

EV+среда-носитель, ****<0,0001, AAV-PNPLA3
rs738409-rs738408

+siRNA, ****<0,0001. (E) Уровни CK18m30 

в сыворотке крови представлены в пикограммах на миллилитр сыворотки крови. Скорректированные P-

значения: группа без AAV+среда-носитель, ****<0,0001, AAV-EV+среда-носитель, ****<0,0001, AAV-

PNPLA3
rs738409-rs738408

+siRNA, ****<0,0001. (D) Гистологический признак воспаления по результатам ок-

рашивания гематоксилином и эозином, выражаемый в баллах как: в пределах нормы (0), минимальный 

(1), легкий (2), умеренный (3) и сильно выраженный (4). Скорректированные P-значения: группа без 

AAV+среда-носитель, ****<0,0001, AAV-EV+среда-носитель, *=0,0108, AAV-PNPLA3
rs738409-

rs738408
+siRNA, ****<0,0001. (G) Гистологический признак гиперплазии овальных клеток/желчных прото-

ков по результатам окрашивания гематоксилином и эозином, оцениваемый как: в пределах нормы (0), 

минимальный (1), легкий (2), умеренный (3) и сильно выраженный (4). Скорректированные P-значения: 

группа без AAV+среда-носитель, ****<0,0001, AAV-EV+среда-носитель, не значимо, AAV-

PNPLA3
rs738409-rs738408

+siRNA, **=0,0081. (H) Иммуногистохимическое окрашивание антителом к актину 

гладких мышц, оцениваемое как: в пределах нормы (0), минимальное (1), легкое (2), умеренное (3) и 

сильно выраженное (4). Скорректированные P-значения: группа без AAV+среда-носитель, ****<0,0001, 

AAV-EV+среда-носитель, *=0,0101, AAV-PNPLA3
rs738409-rs738408

+siRNA, ***=0,0002. (I) Окрашивание 

трихромом Массона на фиброз, оцениваемое как: в пределах нормы (0), минимальное (1), легкое (2), 

умеренное (3) и сильно выраженное (4). Скорректированные P-значения: группа без AAV+среда-

носитель, ****<0,0001, AAV-EV+среда-носитель, не значимо, AAV-PNPLA3
rs738409-rs738408

+siRNA, не зна-

чимо. (J) Экспрессия мРНК Col1a1 мыши в печени, оцениваемая с помощью qPCR. Относительная крат-

ность экспрессии мРНК, нормализованная по отношению к Gapdh мыши. Скорректированные P-

значения: группа без AAV+среда-носитель, ****<0,0001, AAV-EV+среда-носитель, ****<0,0001, AAV-

PNPLA3
rs738409-rs738408

+siRNA, ****<0,0001. (K) Экспрессия мРНК Col3a1 мыши в печени, оцениваемая с 

помощью qPCR. Относительная кратность экспрессии мРНК, нормализованная по отношению к Gapdh 

мыши. Скорректированные P-значения: группа без AAV+среда-носитель, ****<0,0001, AAV-EV+среда-

носитель, ****<0,0001, AAV-PNPLA3
rs738409-rs738408

+siRNA, ****<0,0001. (L) Экспрессия мРНК Col4a мы-

ши в печени, оцениваемая с помощью qPCR. Относительная кратность экспрессии мРНК, нормализован-

ная по отношению к Gapdh мыши. Скорректированные P-значения: группа без AAV+среда-носитель, 

****<0,0001, AAV-EV+среда-носитель, ***<0,0005, AAV-PNPLA3
rs738409-rs738408

+siRNA, **<0,0041. 
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ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Конструкция для RNAi, содержащая смысловую нить и антисмысловую нить, где антисмысловая 

нить содержит антисмысловую последовательность, представленную в табл. 1 или 2, и где конструкция 

для RNAi подавляет экспрессию пататин-подобного фосфолипазного домена 3 (PNPLA3). 

2. Конструкция для RNAi по п.1, где антисмысловая нить содержит участок, который комплемента-

рен последовательности мРНК PNPLA3. 

3. Конструкция для RNAi по любому из предыдущих пунктов, где смысловая нить содержит уча-

сток, имеющий смысловую последовательность, представленную в табл. 1 или 2. 

4. Конструкция для RNAi по любому из предыдущих пунктов, где конструкция предпочтительно 

подавляет минорный аллель PNPLA3-rs738409. 

5. Конструкция для RNAi по п.4, где конструкция по меньшей мере на 10% сильнее подавляет ми-

норный аллель PNPLA3-rs738409, чем основной аллель. 

6. Конструкция для RNAi по любому из предыдущих пунктов, где конструкция предпочтительно 

подавляет минорный аллель PNPLA3-rs738408. 

7. Конструкция для RNAi по п.6, где конструкция по меньшей мере на 10% сильнее подавляет два 

минорных аллеля PNPLA3-rs738409-rs738408, чем основной аллель. 

8. Конструкция для RNAi по любому из предыдущих пунктов, где смысловая нить содержит после-

довательность, которая в достаточной степени комплементарна последовательности антисмысловой ни-

ти, чтобы образовать дуплексный участок длиной от приблизительно 19 до приблизительно 21 пар осно-

ваний. 

9. Конструкция для RNAi по п.8, где длина дуплексного участка составляет 19 пар оснований. 

10. Конструкция для RNAi по любому из пп.8-11, где длина каждой из смысловой нити и антисмы-

словой нити составляет от приблизительно 21 до приблизительно 23 нуклеотидов. 

11. Конструкция для RNAi по любому из пп.1-10, где конструкция для RNAi содержит по меньшей 

мере один тупой конец. 

12. Конструкция для RNAi по любому из пп.1-10, где конструкция для RNAi содержит по меньшей 

мере один нуклеотидный липкий конец из 1-4 неспаренных нуклеотидов. 

13. Конструкция для RNAi по п.12, где нуклеотидный липкий конец имеет 2 неспаренных нуклео-

тида. 

14. Конструкция для RNAi по п.12 или 13, где конструкция для RNAi содержит нуклеотидный лип-

кий конец на 3'-конце смысловой нити, 3'-конце антисмысловой нити или 3'-конце как смысловой нити, 

так и антисмысловой нити. 

15. Конструкция для RNAi по любому из пп.12-14, где нуклеотидный липкий конец содержит ди-

нуклеотид 5'-UU-3' или динуклеотид 5'-dTdT-3'. 

16. Конструкция для RNAi по любому из пп.1-15, где конструкция для RNAi содержит по меньшей 

мере один модифицированный нуклеотид. 

17. Конструкция для RNAi по п.16, где модифицированный нуклеотид представляет собой 2'-фтор-

модифицированный нуклеотид, 2'-O-метил-модифицированный нуклеотид, 2'-O-метоксиэтил-

модифицированный нуклеотид, 2'-O-аллил-модифицированный нуклеотид, бициклическую нуклеиновую 

кислоту (BNA), гликолевую нуклеиновую кислоту, инвертированное основание или их комбинации. 

18. Конструкция для RNAi по п.17, где модифицированный нуклеотид представляет собой 2'-O-

метил-модифицированный нуклеотид, 2'-O-метоксиэтил-модифицированный нуклеотид, 2'-фтор-

модифицированный нуклеотид или их комбинации. 

19. Конструкция для RNAi по п.18, где модифицированные нуклеотиды представляют собой 2'-O-

метил-модифицированные нуклеотиды, 2'-фтор-модифицированные нуклеотиды или их комбинации. 

20. Конструкция для RNAi по любому из пп.1-19, где конструкция для RNAi содержит по меньшей 

мере одну фосфоротиоатную межнуклеотидную связь. 

21. Конструкция для RNAi по п.20, где конструкция для RNAi содержит две последовательные 

фосфоротиоатные межнуклеотидные связи на 3'-конце антисмысловой нити. 

22. Конструкция для RNAi по п.20, где конструкция для RNAi содержит две последовательные 

фосфоротиоатные межнуклеотидные связи как на 3'-, так и на 5'-конце антисмысловой нити и две после-

довательные фосфоротиоатные межнуклеотидные связи на 5'-конце смысловой нити. 

23. Конструкция для RNAi по любому из пп.1-22, где антисмысловая нить содержит последова-

тельность, выбранную из антисмысловых последовательностей, представленных в табл. 1 или 2. 

24. Конструкция для RNAi по п.23, где смысловая нить содержит последовательность, выбранную 

из смысловых последовательностей, представленных в табл. 1 или 2. 

25. Конструкция для RNAi по любому из пп.1-24, где конструкция для RNAi представляет собой 

любое из дуплексных соединений, представленных в любой из табл. 1, 2. 

26. Конструкция для RNAi по любому из пп.1-25, где конструкция для RNAi обеспечивает сниже-

ние уровня экспрессии PNPLA3 в клетках печени после инкубации с конструкцией для RNAi по сравне-

нию с уровнем экспрессии PNPLA3 в клетках печени, которые инкубировали с контрольной конструкци-
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ей для RNAi. 

27. Конструкция для RNAi по п.26, где клетки печени представляют собой клетки Hep3B или 

HepG2. 

28. Конструкция для RNAi по любому из пп.1-27, где конструкция для RNAi по меньшей мере на 

10% подавляет экспрессию PNPLA3 при 5 нМ в клетках Hep3B in vitro. 

29. Конструкция для RNAi по любому из пп.1-27, где конструкция для RNAi по меньшей мере на 

10% подавляет экспрессию PNPLA3 при 5 нМ в клетках HepG2 in vitro. 

30. Конструкция для RNAi по любому из пп.1-27, где конструкция для RNAi подавляет экспрессию 

PNPLA3 в клетках Hep3B со значением IC50, составляющим менее приблизительно 1 нМ. 

31. Конструкция для RNAi по любому из пп.1-27, где конструкция для RNAi подавляет экспрессию 

PNPLA3 в клетках HepG2 со значением IC50, составляющим менее приблизительно 1 нМ. 

32. Фармацевтическая композиция, содержащая конструкцию для RNAi по любому из пп.1-31 и 

фармацевтически приемлемые носитель, наполнитель или разбавитель. 

33. Способ снижения экспрессии PNPLA3 у нуждающегося в этом пациента, предусматривающий 

введение пациенту конструкции для RNAi по любому из пп.1-31. 

34. Способ по п.33, где уровень экспрессии PNPLA3 в гепатоцитах снижается у пациента после вве-

дения конструкции для RNAi по сравнению с уровнем экспрессии PNPLA3 у пациента, не получающего 

конструкцию для RNAi. 
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