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(57) 1. Сполука дволанцюгової siPHK, яка має 
структуру: 
5' (N)x - Z 3' (антисмисловий ланцюг), 
3' Z' - (N')y 5' (смисловий ланцюг), 
де кожний N і N' означає рибонуклеотид, який мо-
же бути модифікованим або немодифікованим у 
цукровому залишку і кожний з (N)x і (N')y означає 
олігомер, в якому кожний послідовний N або N' 
з'єднаний з наступним N або N' ковалентним зв'яз-
ком; 
в якому щонайменше 19 рибонуклеотидів (N)x 
комплементарні рибонуклеотидам (N)y; 
де кожний з x і y означає ціле число від 19 до 40; 
де кожний з Z і Z' може бути присутнім або відсут-
нім, але, якщо є присутнім, то означає динуклео-

тид dТdТ і є ковалентно приєднаним на 3'-кінці 
ланцюга, в якому він присутній; 
і де послідовність (N)x містить будь-яку послідов-
ність SEQ ID NO: 66, 74, 75, 77, 79 і 91. 
2. Сполука за п. 1, в якій цукровий залишок у що-
найменше одному рибонуклеотиді є модифікова-
ним. 
3. Сполука за п. 2, в якій цукровий залишок є мо-
дифікованим шляхом заміни -ОН-групи в 2' поло-
женні на -H, -OCH3, -OCH2CH3, -OCH2CH2CH3, -NH2 
або -F. 
4. Сполука за п. 3, в якій -OH заміщений на -OCH3. 
5. Сполука за будь-яким з пп. 1-4, в якій х=у=19. 
6. Сполука за будь-яким з пп. 1-5, яка є фосфори-
лованою або нефосфорилованою. 
7. Сполука за будь-яким з пп. 1-6, в якій послідов-
ність (N)x містить послідовність SEQ ID NO:66. 
8. Сполука за будь-яким з пп. 1-7, яка має структу-
ру: 

 
антисмисловий ланцюг (SEQ ID NO:66) 
смисловий ланцюг (SEQ ID NO:16), 
де рибонуклеотиди, що чергуються, в антисмисло-
вому і смисловому ланцюгах містять 2'-ОCH3-
модифікацію в цукровому залишку рибонуклеоти-
дів; де рибонуклеотиди на 5'- і 3'-кінцях антисмис-
лового ланцюга містять 2'-ОCH3-модифікацію; де 
рибонуклеотиди на 5'- і 3'-кінцях смислового лан-
цюга є немодифікованими; і де кожний рибонукле-
отид на 5'- і 3'-кінцях кожного антисмислового і 
смислового ланцюга є незалежно фосфорилова-
ним або нефосфорилованим; і кожна вертикальна 
лінія означає спарювання основ. 
9. Сполука за п. 8, в якій обидва антисмисловий і 
смисловий ланцюги є нефосфорилованими на 3'-
кінці. 
10. Сполука за п. 8, в якій обидва антисмисловий і 
смисловий ланцюги є нефосфорилованими на 3'- і 
5'-кінцях. 
11. Сполука за п. 8, в якій обидва антисмисловий і 
смисловий ланцюги є фосфорилованими на 3'- і 5'-
кінцях. 
12. Сполука за будь-яким з пп. 1-11, в якій ковале-
нтний зв'язок є фосфодіефірним зв'язком; х=у, 
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переважно, х=у=19; обидва Z і Z' відсутні, рибону-
клеотиди, що чергуються, в кожному антисмисло-
вому і смисловому ланцюгах містять 2'-OCH3 мо-
дифікацію в цукрових залишках; і рибонуклеотиди 
на 5'- і 3'-кінцях антисмислового ланцюга модифі-
ковані таким же чином, а рибонуклеотиди на 5'- і 
3'-кінцях смислового ланцюга не модифіковані. 
13. Сполука за будь-яким з пп. 1-7 і 9-11, в якій 
динуклеотид dТdТ ковалентно приєднаний до 3'-
кінця антисмислового ланцюга або смислового 
ланцюга. 
14. Фармацевтична композиція, яка містить сполу-
ку за будь-яким з пп. 1-13 і фармацевтично прийн-
ятний ексципієнт. 
15. Сполука за будь-яким з пп. 1-13, що викорис-
товується для лікування пацієнта, що страждає 
респіраторним захворюванням, очною хворобою 
або мікросудинним порушенням. 
16. Сполука за п. 15, де пацієнт страждає очною 
хворобою. 
17. Сполука за п. 16, де очною хворобою є глауко-
ма. 

18. Сполука за п. 16, де очною хворобою є дегене-
рація жовтої плями. 
19. Сполука за п. 16, де очною хворобою є вікова 
дегенерація жовтої плями (AMD). 
20. Сполука за п. 16, де очна хвороба є обумовле-
ною діабетом. 
21. Сполука за п. 16 або 20, в якій очною хворобою 
є діабетична ретинопатія. 
22. Сполука за п. 16 або 20, де очною хворобою є 
діабетичний набряк жовтої плями (DME). 
23. Сполука за п. 15, де пацієнт страждає мікросу-
динним порушенням. 
24. Сполука за п. 23, де мікросудинним захворю-
ванням є гостра ниркова недостатність (ARF). 
25. Сполука за п. 15, де пацієнт страждає респіра-
торним захворюванням. 
26. Сполука за п. 25, де респіраторним захворю-
ванням є хронічна обструктивна хвороба легенів 
(ХОХЛ) або емфізема. 
27. Сполука з п. 19, де AMD є вологою AMD. 

 
 

 
По даній заявці заявляється пріоритет ЕР зая-

вки на патент 04019405.2, поданої 16 серпня 2004 
року; Попередніх заявок США з номерами 
60/601983, поданої 17 серпня 2004 року; 
60/604668, поданої 25 серпня 2004 року; 
60/609786, поданої 14 вересня 2004 року; 
60/638659, поданої 22 грудня 2004 року; 
60/664236, поданої 22 березня 2005 року і 
60/688943, поданої 8 червня 2005 року, всі з яких 
включені як посилання в їх повному обсязі. 

Галузь винаходу 
Даний винахід стосується нових молекул 

siRNA, які інгібують ген RTP801, і застосування 
таких молекул для лікування респіраторних пору-
шень всіх типів (в тому числі легеневих порушень), 
очних хвороб і станів, мікросудинних порушень, 
станів, пов'язаних з ангіогенезом і апоптозом. 

Рівень техніки 
Хронічна обструктивна хвороба легень (ХОХЛ) 
Хронічна обструктивна хвороба легень (ХОХЛ) 

вражає більше ніж 16 мільйонів американців, і є 
четвертою найбільш поширеною причиною смерті 
у Сполучених Штатах. Більшість випадків цього 
виснажуючого захворювання спричиняє куріння 
сигарет, але й інші фактори навколишнього сере-
довища не можуть бути виключені (Petty TL. 2003. 
Definition, epidemiology, course, and prognosis of 
COPD. Clin. Cornerstone, 5-10). 

Емфізема легень є основним проявом ХОХЛ. 
Перманентна деструкція периферичних повітряних 
просторів, дистальних відносно термінальних бро-
нхіол, є відмітною ознакою ХОХЛ (Tuder RM. et al., 
Oxidative stress and apoptosis interact and cause 
emphysema due to vascular endothelial growth factor 
blocade. Am J Respir Cell Mol Biol, 29:88-97; 2003). 
Емфізема характеризується також накопиченням 
запальних клітин, таких як макрофаги і нейтрофі-
ли, в бронхіолах і альвеолярних структурах (Petty, 
2003). 

Патогенез емфіземи є складним і багатофак-
торним. Було показано, що у людей недостатність 
інгібіторів протеаз, які продукуються запальними 
клітинами, таких як альфа1-антитрипсин, сприяє 
порушенню балансу протеаз/антипротеаз, сприя-
ючи тим самим деструкції альвеолярного позаклі-
тинного матриксу в емфіземі, що індукується сига-
ретним димом (CS) (Eriksson. S. 1964. Pulmonary 
Emphisema and Alpha1-Antitrypsin Deficiency. Acta 
Med Scand 175: 197-205. Joss, L., Pare, P.D., and 
Sandford, A.J. 2002. Genetic risk factors of chronic 
obstructive pulmonary disease. Swiss Med Wkly 132; 
27-37). Металопротеїнази матриксу (ММР) грають 
центральну роль в експериментальній емфіземі, 
як документовано резистентністю мишей з нокау-
том металоеластази макрофагів проти емфіземи, 
що викликається хронічною інгаляцією CS 
(Hautamaki, et al., Requirment for macrophage 
elastase for cigarette smoke-induced emphisema in 
mice. Science 277:2002-2004). Крім того, легенева 
понадекспресія інтерлейкіну-13 у трансгених ми-
шах приводить до ММР- і катепсин-залежної емфі-
земи (Zheng, Т., et al., 2000. Inducible targeting of 
IL-13 to the adult lung causes matrix 
metalloproteinase- and cathepsin-dependent 
emphysema. J Clin Invest 106:1081-1093). Нещода-
вні дослідження описують участь апоптозу септа-
льних клітин в деструкції легеневої тканини, що 
приводить до емфіземи (Rangasami Τ, et al. 
Genetic ablation of Nrf2 enhances susceptibility to 
cigarette smoke-induced emphysema in mice. 
Submitted to Journal of Clinical Investigation; Tuder 
RM et al. Oxidative stress and apoptosis interact and 
cause emphysema due to vascular endothelial growth 
factor blocade. Am J Respir cell Mol Biol, 29:88-97: 
2003: Yokohori N, Aoshiba K, Nagai A, Increased 
levels of cell death and proliferation in alveolar wall 
cells in patients with pulmonary emphysema. Chest. 
2004 Feb:125(2):626-32; Aoshiba K. Yokohori N. 
Nagai Α., Alveolar wall apoptosis causes lung 
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destruction and emphysematous changes. Am J 
Respir Cell Mol Biol. 2003 May; 28(5):555-62). 

Серед механізмів, які лежать в основі обох 
шляхів деструкції легень при емфіземі, передусім 
повинно бути згадане надмірне утворення молеку-
лярних частинок активного (реакційноздатного) 
кисню (ROS). Добре встановлено, що в крові і тка-
нині легень курців існує баланс прооксидан-
ту/антиоксиданту (Hulea SA, et al., Cigarette 
Smoking causes biochemical changes in blood that 
are suggestive of oxidative stress: a case-control 
study. J Environ Pathol Toxicol Oncol. 1995: 14(3-4): 
173-80; Rahman I, MacNee W. Lung glutathione and 
oxidathe stress: implications in cigarette smoke-
induced airway disease. Am J Physiol. 1999 Dec; 
277(6 Pt 1):L1067-88: MacNee W. 
Oxidants/antioxidants and COPD. Chest. 2000 May: 
117(5 Suppl 1):303S-17S; Marwick JA, Kirkham P, 
Gilmour PS. Donaldson K. MacNee W. Rahman I. 
Cigarette smoke-induced oxidati\e stress and TGF-
betal increase p21waf1/cip1 expression in alveolar 
epithelial cells. Ann NY Acad Sci. 2002 Nov; 973:278-
83; Aoshiba K, Koinuma M, Yokohori N, Nagai A. 
Immunohistochemical evaluation of oxidative stress in 
murine lungs after cigarette smoke exposure. Inhal 
Toxicol. 2003 Sep; 15(10): 1029-38; Dekhuijzen PN. 
Antioxidant properties of N-acetylcystein: their 
relevance in relation to chronical obstructive 
pulmonary disease. Eur Respir J. 2004 Apr; 
23(4):629-36; Tuder RM, Zhen L. Cho CY, 
Taraseviciene-Stewart L. Kasahara Y, Salvemini D, 
Voelkel NF, and Flores SC. Oxidative stress and 
apoptosis interact and cause emphysema due to 
vascular endothelial growth factor blocade. Am J 
Respir Cell Mol Biol, 29:88-97; 2003). Після однієї 
години піддавання мишей дії CS спостерігається 
значне збільшення 8-гідрокси-2'-дезоксигуанозину 
(8-OHdG) в альвеолярних епітеліальних клітинах, 
зокрема, типу II (див. Inhal Toxicol. 2003 Sep: 
15(10):1029-38, вище). 

Понадпродуковані молекулярні частинки акти-
вного (реакційноздатного) кисню відомі внаслідок 
їх цитотоксичної активності, яка відбувається з 
прямої руйнуючої дії на ДНК і з активації шляхів 
трансдукції апоптотичиого сигналу (Takahashi A, 
Masuda A. Sun Μ, Centonze VE, Herman В. 
Oxidative stress-induced apoptosis is associated in 
mitochondrial caspase activity and Bcl-2-dependent 
alterations in mitochondrial pH (pHm). Brain Res Bull. 
2004 Feb 15:62(6):497-504; Taniyama Y. Griending 
KK. Reactive oxygen species in the vasculature: 
molecular and cellular mechanisms. Hypertension. 
2003 Dec;42(6): 1075-81. Epub 2003 Oct 27; Higuchi 
Y. Chromosomal DNA fragmentation in apoptosis and 
necrosis induced by oxidative stress. Biochem 
Pharmacol. 2003 Oct 15:(66(8): 1527-35; Punj V, 
Chakrabarty AM. Redox proteins in mammalian cell 
death: an evolutionary conserved function in 
mitochondria and prokaryotes. Cell Microbiol. 2003 
Apr;5(4):225-31; Ueda S. Masutani II, Nakamura H. 
Tanaka T. Ueno M, Yodoi J. Redox control of cell 
death. Antioxid Redox Signal. 2002 Jun:4(3):405-14). 

Молекулярні частинки активного (реакційноз-
датного) кисню (ROS) не тільки є цитотоксичними 
per se, але також є прозапальними стимулами, 
будучи сильними активаторами редокс-чутливих 

факторів транскрипції NF B і АР-1 (що обговорю-
ються в Rahman I. Oxidative stress and gene 
transcription in asthma and chronic obstructive 
pulmonary disease: antioxidant therapeutic targets. 
Curr Drug Targets Inflamm Allergy. 2002 
Sep;1(3):291-315). В свою чергу, обидва фактори 
транскрипції, як передбачається, беруть участь у 
стимуляції транскрипції прозапальних цитокінів 
(що обговорюються в Renard Ρ, Raes M. The 
proinflammatory transcription factor NFkappaB: a 
potential target for novel therapeutical strategies. Cell 
Biol Toxicol. 1999;15(6):341-4; Lentsch AB, Ward PA. 
The NFkappaBb/IkappaB system in acute 
inflammation. Arch Immunol Ther Exp (Warsz). 
2000;48(2):59-63) і деградуючих матрикс протеїназ 
(Andela VB. Gordon AH, Zotalis G, Rosier RN, 
Goater JJ, Lewis GD, Schwarz EM, Puzas JE. 
O'Keefe RJ. NFkappaB: a pivotal transcription factor 
in prostate cancer metastasis to bone. Clin Orthop. 
2003 Oct;(415 Suppl):S75-85.; Fleenor DL. Pang IH. 
Clark AF. Involvement of AP-1 in interleukin-Jalpha-
stimulated MMP-3 expression in human trabecular 
meshwork 5 cells. Invest Ophthalmol Vis Sci. 2003 
Aug;44(8):3494-501.; Ruhul Amin AR. Senga T. Oo 
ML, Thant A A, Hamaguchi M. Secretion of matrix 
metalloproteinase-9 by the proinflammatory cytokine. 
IL-lbeta: a role for the dual signalling pathways, Akt 
and Erk. Genes Cells. 2003 Jun;8(6):515-23 Проза-
пальні цитокіни, в свою чергу, служать атрактан-
тами запальних клітин, які також секретують де-
градуючі матрикс ферменти, цитокіни і 
молекулярні частинки активного кисню. Таким чи-
ном, мабуть, патогенний фактор, такий як, напри-
клад, CS, запускає патологічну сітку, в якій моле-
кулярні частинки активного кисню діють як головні 
медіатори деструкції легень. 

Молекулярні частинки активного кисню (ROS) 
як з вдихуваного сигаретного диму, так і що утво-
рюються ендогенно запальними клітинами, сприя-
ють збільшеному навантаженню внутрішньолеге-
невого оксиданту. 

Одним додатковим патогенним фактором, що 
стосується патогенезу ХОХЛ, є зменшена експре-
сія VEGF і VEGFRII, що спостерігається, в легенях 
пацієнтів з емфіземою (Yasunori Kasahara. Rubin 
M. Tuder. Carlyne D. Cool, David A. Lynch. Sonia C. 
Flores, and Norbert F. Voelkel. Endothelial Cell Death 
and Decreased Expression of Vascular Endothelial 
Growth Factor and Vascular Endothelial Growth 
Factor Receptor 2 in Emphysema. Am J Respir Crit 
Care Med Vol 163. pp 737-744. 2001). Крім того, 
інгібування передачі сигналу VEGF з використан-
ням хімічного інгібітору VEGFR приводить до апо-
птозу альвеолярних септальних ендотеліальних і 
потім епітеліальних клітин, можливо, внаслідок 
руйнування тісного структурного/функціонального 
зв'язку обох типів клітин в альвеолах (Yasunori 
Kasahara, Rubin Μ. Tuder, Laimute Taraseviciene-
Stewart, Timothy D. Le Cras, Steven Abman, Peter K. 
Hirth, Johannes Waltenberger, and Norbert F. 
Voelkel. Inhibition of VEGF receptors causes lung cell 
apoptosis and emphysema. J. Clin. Invest. 106:1311-
1319 (2000).; Voelkel NF, Cool CD. Pulmonary 
vascular involvement in chronic obstructive 
pulmonary disease. Eur Respir JSuppl. 2003 
Nov;46:28s-32s). 
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Дегенерація жовтої плями сітківки 
Найбільш звичайною причиною зниженого ба-

чення, яке краще за все коригується, у індивідуу-
мів старше 65 років у Сполучених Штатах є пору-
шення сітківки, відоме як пов'язана зі старінням 
дегенерація жовтої плями (сітківки) (AMD). По мірі 
прогресування AMD це захворювання характери-
зується втратою гострого, центрального зору. Зо-
ною ока, що вражається AMD, є жовта пляма - 
невелика зона в центрі сітківки, що складається в 
основному з фоторецепторних клітин. Так звана 
«суха» AMD, що спостерігається у приблизно 85-
90% пацієнтів з AMD, включає зміни в розподілі 
пігменту ока, втрату фоторецепторів і знижену 
ретинальну функцію внаслідок загальної атрофії 
клітин. Так звана «волога» AMD включає проліфе-
рацію аномальних хороїдальних судин, що приво-
дить до згустків крові або рубців в субретинально-
му просторі. Таким чином, виникнення вологої 
AMD відбувається внаслідок утворення аномаль-
ної хороїдальної неоваскулярної сітки (хороїдаль-
ной неоваскуляризації, CNV) під нейроретиною. 
Заново утворені судини є надмірно негерметични-
ми. Це приводить до накопичення субретинальної 
рідини і крові, що приводить до втрати гостроти 
зору. Згодом відбувається повна втрата функціо-
нальної сітківки в залученій в дегенерацію ділянці, 
оскільки утворюється великий дископодібний ру-
бець, що охоплює судинну оболонку ока і сітківку. 
У той час як пацієнти з сухою AMD можуть зберіга-
ти зір зниженої якості, волога AMD часто веде до 
сліпоти (Hamdi & Kenney, Age-related Macular 
degeneration a new viewpoint, Frontiers in 
Bioscience, e305-314. May 2003). CNV має місце не 
тільки у вологої AMD, але також в інших очних 
патологіях, таких як синдром очного гістоплазмозу, 
ангіоїдні смуги сітківки, розриви в базальній плас-
тинці (оболонці Бруха), міопічна дегенерація, очні 
пухлини і деякі дегенеративні захворювання сітків-
ки. 

Різні проведені дослідження визначили декіль-
ка факторів ризику для AMD, таких як куріння, ста-
ріння, сімейний анамнез (Milton. Am і Ophthalmol 
88. 269 (1979); Mitchell et al., Ophthalmology 102. 
1450-1460 (1995); Smith et al., Ophthalmology 108, 
697-704 (2001)), стать (в 7 разів більш високий 
ризик у жінок: Klein et al., Ophthalmology 99, 933-
943 (1992) і раса (представники білої раси є най-
більш сприйнятливими). Додаткові фактори ризику 
можуть включати характеристики очей, такі як да-
лекозорість (гіперметропія) і світлі очі, також як 
серцево-судинне захворювання і гіпертензія. Був 
також задокументований доказ генетичної участі у 
виникненні прогресування захворювання (див. 
Hamdi & Kenney вище). 

Дві компанії, Acuity Pharmaceutical і Sirna 
Therapeutics нещодавно зареєстрували IND 
(Industrial Property) відносно молекул siRNA, які 
інгібують VEGF і VEGF-R1 (Flt-1), відповідно, для 
лікування AMD. Ці молекули позначені Саnd5-
інгібітором і 027-інгібітором, відповідно. 

Мікросудинні порушення 
Мікросудинні порушення складаються з широ-

кої групи станів, які передусім вражають мікроско-
пічні капіляри і лімфатичні судини і, отже, знаходя-
іься поза сферою прямого хірургічного втручання. 

Мікросудинне захворювання може бути в широко-
му значенні поділено на вазоспастичне, васкулітне 
і лімфатичне оклюзивне захворювання. Крім того, 
багато які з відомих судинних станів мають мікро-
судинний елемент. 

- Вазоспастичне захворювання - Вазоспастич-
ні захворювання є групою звичайних станів, в яких, 
з невідомих причин, периферичні вазоконстрикто-
рні рефлекси є гіперчутливими. Це приводить до 
недоречної вазоконстрикції та ішемії тканин, аж до 
втрати тканини. Вазоспастичні симптоми звичайно 
пов'язані з температурою або з використанням 
вібруючих апаратів, але можуть бути вторинними 
відносно інших станів. 

- Васкулітне захворювання - Васкулітні захво-
рювання є захворюваннями, які беруть участь у 
первинному запальному процесі в мікроциркуляції. 
Васкуліт є звичайно компонентом аутоімунного 
або пов'язаного зі з'єднувальною тканиною пору-
шення і звичайно не піддається хірургічному ліку-
ванню, а вимагає імуносупресивного лікування у 
випадку наявності важких симптомів. 

- Лімфатичне оклюзивне захворювання - Хро-
нічне опухання нижньої або верхньої кінцівки (лі-
мфатичний набряк) є результатом периферичної 
лімфатичної оклюзії. Це відносно рідкий стан, який 
має велику кількість причин, деякі з них є спадко-
вими, деякі є набутими. Основними способами 
лікування є правильно підібрані стискаючі предме-
ти одягу і застосування пристроїв з переривчастим 
стискуванням. 

Мікросудинні патології, пов'язані з діабетом 
Діабет є основною причиною сліпоти, причи-

ною номер один ампутацій та імпотенції і одним з 
хронічних дитячих захворювань, що найчастіше 
зустрічаються. Діабет є також основною причиною 
ниркового захворювання термінальної стадії у 
Сполучених Штатах з частотою поширеності 31% у 
порівнянні з іншими нирковими захворюваннями. 
Діабет є також найбільш частим показанням для 
трансплантації нирки, що складає 22% всіх опера-
цій з трансплантації. 

Звичайно, діабетичні ускладнення можуть в 
широкому значенні класифікуватись як мікросу-
динні або макросудинні захворювання. Мікросу-
динні ускладнення включають невропатію (пошко-
дження нервів), нефропатію (захворювання нирок) 
і порушення зору (наприклад, ретинопатію, глау-
кому, катаракту і корнеальне захворювання (за-
хворювання рогівки). В сітківці, нирковому клубоч-
ку і vasa nervorum подібні патофізіологічні ознаки 
характеризують діабет-специфічне мікросудипне 
захворювання. 

Мікросудинні патології, асоційовані з діабетом, 
визначають як захворювання найменших кровоно-
сних судин (капілярів), яке може мати місце, на-
приклад, у людей, які мали діабет протягом трива-
лого часу. Стінки цих судин стають ненормально 
товстими, але слабкими. Таким чином, вони кро-
воточать, втрачають білок і уповільнюють кровотік 
по тілу. 

Клінічні дані і дані на моделях тварин показу-
ють, що хронічна гіперглікемія є центральним іні-
ціюючим фактором для всіх типів діабетичного 
мікросудинного захворювання. Тривалість і вели-
чина гіперглікемії значною мірою корелюють з мі-
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рою і швидкісно прогресування діабетичного мік-
росудинного захворювання. Хоча всі діабетичні 
клітини зазнають дії підвищених рівнів глюкози в 
плазмі, гіперглікемічне пошкодження обмежується 
тільки тими типами клітин (наприклад, ендотеліа-
льними клітинами), які розвивають внутрішньоклі-
тинну гіперілікемію. Ендотеліальні клітини розви-
вають внутрішньоклітинну гіперглікемію, оскільки, 
на відміну від багатьох інших клітин, вони не мо-
жуть придушувати транспорт глюкози при підда-
ванні дії позаклітинної гіперглікемії. Те, що внутрі-
шньоклітинна гіперглікемія є необхідною і 
достатньою для розвитку діабетичної патології, 
додатково демонструється фактом, що понадекс-
пресія транспортера глюкози GLUT1 в мезангіаль-
них клітинах, що культивуються в середовищі з 
нормальною глюкозою, імітує діабетичний фено-
тип, індукуючи такі ж збільшення в експресії генів 
колагену типу IV, колагену типу І і фібронектину, 
що і діабетична гіперглікемія. 

Атипічна функція ендотеліальних клітин 
На ранніх стадіях цукрового діабету, до того як 

стають очевидними структурні зміни, гіперглікемія 
викликає аномалії в кровообігу і судинній проник-
ності в сітківці, ниркових клубочках і периферич-
ному нерві vasa nervorum. Вважають, що збіль-
шення тиску в кровотоці і внутрішньокапілярного 
тиску відображає індуковану гіперглікемією змен-
шене продукування оксиду азоту (NО) на ефіерен-
тній стороні капілярного ложа і, можливо, збільше-
ну чутливість до ангіотензину II. Як наслідок 
збільшеного внутрішньокапілярного тиску і дисфу-
нкції ендотеліальних клітин, капіляри сітківки про-
являють збільшений витік флуоресцеїну, а гломе-
рулярні капіляри мають підвищену швидкість 
екскреції альбуміну (AER). Порівнювані зміни ма-
ють місце в vasa vasorum периферичного нерва. 
На ранній стадії діабету збільшена проникність є 
оборотною: однак по мірі прогресування у часі 
вона стає безповоротною. 

Збільшене накопичення білка в стінці судин 
Загальною патофізіологічною ознакою діабе-

тичного мікросудинного захворювання є прогресу-
ючі звуження і поступова оклюзія просвітів судин, 
що приводить до неадекватної перфузії і функції 
уражених тканин. Рання індукована гіперглікемією 
мікросудинна гіпертензія і збільшена судинна про-
никність сприяють безповоротній оклюзії мікросу-
дин за допомогою трьох процесів: 

- Першим процесом є аномальний витік періо-
дна кислота-Шифф (PAS)-позитивних, вуглеводв-
місних білків плазми, які депонуються в стінці капі-
лярів і які можуть стимулювати періваскулярні 
клітини, такі як періцити і мезангіальні клітини, для 
вивільнення факторів росту і позаклітинного мат-
риксу. 

- Другим процесом є екстравазація факторів 

росту, таких як трансформуючий фактор росту 1 

(TGF- 1), який безпосередньо стимулює понадп-
родукцію компонентів позаклітинного матриксу і 
може індукувати апоптоз у деяких пов'язаних з 
ускладненням типах клітин. 

- Третім процесом є індукована гіпертензією 
стимуляція експресії патологічного гена ендотелі-
альними клітинами і підтримуючими клітинами, які 
кодують транспортери глюкози glut-1, фактори 

росту, рецептори факторів росту, компоненти по-
заклітинного матриксу і молекули адгезії, які акти-
вують циркулюючі лейкоцити. З цією концепцією 
узгоджується спостереження, що одностороннє 
зменшення тяжкості діабетичного мікросудинного 
захворювання має місце на стороні зі стенозом 
очної або ниркової артерії. 

Втрата мікросудинних клітин і оклюзія судин 
Прогресуючі звуження і оклюзія просвітів діа-

бетичних мікросудин супроводжуються також 
втратою мікросудинних клітин. У сітківці, цукровий 
діабет індукує запрограмовану загибель клітин 
Мюллера і клітин гангліїв, періцитів та ендотеліа-
льних клітин. У нирковому клубочку зниження фун-
кції нирок асоціюється з оклюзією капілярів, що 
широко розповсюдилась, і втратою подоцитів, але 
механізми, які лежать в основі втрати гломеруляр-
них клітин ще не відомі. У vasa nervorum має місце 
дегенерація ендотеліальних клітин і періцитів, і ці 
мікросудинні зміни, мабуть, передують розвитку 
діабетичної периферичної невропатії. Багатоосе-
редковий розподіл дегенерації аксонів при діабеті 
підтверджує причинну роль мікросудинної оклюзії, 
але індуковані гіперглікемією зменшення нейрот-
рофінів можуть сприяти запобіганню нормальної 
репарації і регенерації аксонів. 

Інша звичайна ознака діабетичного мікросу-
динного захворювання була названа гіперглікеміч-
ною пам'яттю або персистенцією або прогресу-
ванням індукованих гіперглікемією мікросудинних 
змін під час подальших періодів нормального го-
меостазу глюкози. Найбільш яскравим прикладом 
цього феномену є розвиток важкої ретинопатії в 
гістологічно нормальних очах діабетичних собак, 
який зустрічається повністю під час періоду 2,5 
років нормалізованої глюкози крові, за яким слідує 
період 2,5 років гіперглікемії. Індуковані гіпергліке-
мією збільшення транскрипції вибраних генів мат-
риксу також зберігається протягом тижнів після 
відновлення нормоглікемії in vivo, і менш вираже-
не, але кількісно схоже, пролонгування індуковано-
го гіперглікемією збільшення транскрипції вибра-
них генів матриксу відбувається в ендотеліальних 
клітинах, що культивуються. 

Відносно додаткової інформації див. "Shared 
pathophysiologic features of microvascular 
complications of diabetes" (Larsen: Williams Textbook 
of Endocrinology, 10th ed., Copyright й 2003 
Elsevier). 

Мікросудинні ускладнення зустрічаються не 
тільки в явному діабеті, але також внаслідок пору-
шеної толерантності до глюкози (IGТ). Мікросу-
динні ускладнення IGT: невропатія, ретинопатія і 
ниркова мікропротеїнурія. 

Діабетична невропатія 
Діабетичні невропатії є невропатичними пору-

шеннями (пошкодженням периферичних нервів), 
які асоційовані з цукровим діабетом. Ці стани зви-
чайно відбуваються з діабетичного мікросудинного 
пошкодження, що включає малі кровоносні судини, 
які забезпечують кровопостачання нервів (vasa 
nenorum). Відносно звичайні стани, які можуть бу-
ти асоційовані з діабетичною невропатією, вклю-
чають параліч третього нерва: мононевропатію; 
множинну мононевропатію: діабетичну аміотро-
фію: хворобливу поліневропатію; автономну нев-
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ропатію і торако-абдомінальну невропатію і най-
більш звичайну форму, периферичну невропатію, 
яка вражає в основному стопи і ноги. У розвитку 
діабетичної невропатії беруть участь чотири фак-
тори: мікросудинне захворювання, просунуті гліко-
зильовані кінцеві продукти, протеїнкіназа С і шлях 
поліолів. 

Мікросудинне захворювання в діабетичній не-
вропатії 

Судинні і невральні захворювання є тісно по-
в'язаними і переплетеними одне з одним. Крово-
носні судини залежать від нормальної функції не-
рвів, а нерви залежать від достатнього 
кровопостачання. Першою патологічною зміною в 
мікросудинній сітці є вазоконстрикція (звуження 
кровоносних судин). По мірі прогресування захво-
рювання дисфункція нервових клітин тісно коре-
лює з розвитком судинних патологій, таких як по-
товщення базальної мембрани капілярів і 
гіперплазія ендотелію, які сприяють зменшенню 
кисневого потенціалу і гіпоксії. Нейронна ішемія є 
добре встановленою характеристикою діабетичної 
невропатії. Судинорозширювальні агенти (вазоди-
латагори) (наприклад, інгібітори ангіотензинперет-
ворювального ферменту, альфа1-антагоністи) 
можуть приводити до суттєвих поліпшень в крово-
постачанні нервових клітин, з відповідними поліп-
шеннями швидкості провідності нервів. Таким чи-
ном, мікросудинна дисфункція відбувається в 
ранній стадії діабету, слідує паралельно з прогре-
суванням нейронної дисфункції і може бути доста-
тньою для підтримування тяжкості структурних, 
функціональних і клінічних змін, що спостерігають-
ся в діабетичній невропатії. Периферична невро-
патія (ноги), сенсорно-рухова невропатія є істот-
ним компонентом в патогенезі виразок ніг в 
діабеті. 

Невропатія є звичайним ускладненням діабе-
ту, що зустрічається згодом у більше половини 
пацієнтів з діабетом типу 2. Дослідження провід-
ності нервів демонструють, що невропатія вже 
присутня у 10-18% пацієнтів на момент діагности-
ки діабету, що передбачає, що пошкодження пе-
риферичного нерва відбувається на ранніх стадіях 
захворювання і з більш слабким порушенням глі-
кемічної регуляції. Концепція, що невропатія є 
ранньою клінічною ознакою діабету, була запро-
понована >40 років тому, і більшість досліджень 
повідомляють зв'язок між IGT і невропатією. Біль-
шість пацієнтів з IGT і асоційованою невропатією 
мають симетричну дистальну сенсорну поліневро-
патію з сильно вираженим невропатичним болем. 
IGT-невронатія (Microvascular complications of 
impaired glucose tolerance Perspecthes in Diabetes. 
J. Robinson Singleton, in Diabetes December 1, 
2003) є фенотипічно схожою з ранньою діабетич-
ною невропатією, яка також викликає сенсорні 
симптоми, в тому числі біль, і автономну дисфунк-
цію. У дослідженні 669 пацієнтів з ранньою діабе-
тичною невропатією сенсорні симптоми були при-
сутніми у >60%, імпотенція майже у 40% та інша 
автономна участь у 33%, але доказ рухової участі 
спостерігали тільки у 12%. Ці клінічні результати 
передбачають ранню участь малих немієлінованих 
нервових волокон, які приносять біль, температуру 
і автономні сигнали. Пряме кількісне визначення 

немієлінованих інтраепідермальних нервових во-
локон з шкірних біопсій показує схожу втрату воло-
кон і змінену морфологію у пацієнтів з невропаті-
єю, асоційованою з IGT і раннім діабетом. 

Автономна дисфункція, зокрема, еректильна 
дисфункція, і змінена серцева вагусна реакція є 
ранніми ознаками невропатичного пошкодження 
при діабеті. Дослідження з пацієнтами з IGT також 
передбачає переважаючу вагусну вегетативну 
дистонію: окремі дослідження виявили відновлен-
ня атопічної частоти серцевих скорочень після 
фізичного навантаження, варіабельність відно-
шення затупленого R-R інтервалу до глибокого 
дихання і зменшене відношення видиху до вдиху 
(всі критерії вагусної вегетативної дистонії) в бі-
льшій частині пацієнтів з IGТ, ніж в нормоглікеміч-
них контрольних суб'єктах того ж самого віку. 

Пошкодження нервів при діабеті вражає рухо-
ві, сенсорні і автономні волокна. Рухова невропа-
тія викликає м'язову слабкість, атрофію і парез. 
Сенсорна невропатія приводить до втрати захис-
них відчуттів болю, тиску і нагрівання. Відсутність 
болю приводить до багатьох проблем в нечутли-
вості стоп, в тому числі утворення виразок, невід-
чутної травми і нейрогенної артропатії (суглоба 
Шарко). Пацієнт може не прагнути до лікування 
доти, доки рана не стане запущеною. Комбінація 
сенсорної і рухової дисфункції може примусити 
пацієнта піддавати стопу атипічному стресу, що 
приводить до травми, яка може приводити до ін-
фекції. Автономна симпатична невропатія викли-
кає вазодилатацію і зменшене потовиділення, яке 
приводить до теплих, понадміру сухих стоп, які 
особливо схильні до шкірних розривів, а шкож фу-
нкціональних змін в мікросудинному кровопоста-
чанні. Автономна дисфункція (і дегенерація шкір-
них структур) також приводить до втрати цілісності 
шкіри, яка забезпечує ідеальне місце для мікроб-
ної інвазії. Невропатична стопа не покривається 
виразками спонтанно; швидше вона є комбінацією 
деякої форми травми, що супроводжується невро-
патією. 

Мікросудинна дисфункція зустрічається на 
ранній стадії діабету, слідує паралельно з прогре-
суванням нервової дисфункції і може бути достат-
ньою для підтримання тяжкості структурних, функ-
ціональних і клінічних змін, що спостерігаються 
при діабетичній невропатії. 

Просунуті глікозильовані кінцеві продукти - Пі-
двищені внутрішньоклітинні рівні глюкози викли-
кають неферментативпе ковалентне зв'язування 
зв'язків з білками, яке змінює їх структуру і руйнує 
їх функцію. Передбачається, що деякі з цих гліко-
зильованих білків беруть участь в патології діабе-
тичної невропатії та інших довгострокових усклад-
неннях діабету. 

Протеїнкіназа С (РKС) - РKС бере участь в па-
тології діабетичної невропатії. Збільшені рівні глю-
кози спричиняють збільшення внутрішньоклітинно-
го діацилгліцерину, який активує РKС. Інгібітори 
РKС в моделях тварин будуть збільшувати швид-
кість провідності нервів збільшенням нейтронного 
кровопостачання. 

Сенсорно-рухова поліневропатія 
Більш довгі нервові волокна вражаються в бі-

льшій мірі, ніж більш короткі, оскільки швидкість 
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провідності нервів уповільнюється пропорціональ-
но довжині нерва. У цьому синдромі, знижене від-
чуття і втрата рефлексів відбувається спочатку в 
кінчиках пальців білатерально, потім тягнеться 
вгору. Це звичайно описується як рукавично-
панчішний розподіл оніміння, втрати чутливості, 
дизестезії і нічного болю. Цей біль може відчува-
тись як печіння, почуття поколювання, тупий біль 
або ниючий біль. Почуття поколювання і голок є 
звичайним. Втрата пропріоцепції, тобто відчуття, 
де знаходиться в просторі кінцівка, вражається на 
ранній стадії. Ці пацієнти не можуть відчувати, 
коли вони наступають на чужорідне тіло, напри-
клад, на тріску, або коли виникають мозоль від 
погано придатних туфель. Внаслідок цього вони 
знаходяться при ризику розвитку виразок та інфе-
кцій на стопах і ногах, які можуть приводити до 
ампутації. Подібним чином, ці пацієнти можуть 
отримати численні переломи коліна, кісточки або 
стоп і розвинути суглоб Шарко. Втрата рухової 
функції приводить до зігненої назад контрактури 
пальців стопи, так званих молоткоподібних пальців 
стопи. Ці контрактури зустрічаються не тільки в 
стопі, але також і в кисті руки. 

Автономна невропатія 
Автономна нервова система складається з не-

рвів, обслуговуючих серце, шлунково-кишковий 
тракт (GI) і сечову систему. Автономна невропатія 
може вражати будь-яку з цих систем органів. Най-
частіше діагностованою автономною дисфункцією 
при діабеті є ортостатична гіпотензія або неприє-
мне відчуття запаморочення при вставанні у паці-
єнта. У випадку діабетичної автономної невропатії 
це є наслідком нездатності серця і артерій належ-
но коректувати частоту серцевих скорочень і су-
динний тонус для збереження безперервного і 
повного протікання крові до головного мозку. Цей 
симптом звичайно супроводжується втратою сину-
сної респіраторної зміни, тобто звичайної зміни 
частоти серцевих скорочень, що спостерігається 
при нормальному диханні. Коли присутні ці два 
явища, присутня серцева автономна невропатія. 

Прояви шлунково-кишкового тракту включають 
затримане випорожнення шлунка, гастро парез, 
нудоту, метеоризм і діарею. Оскільки багато які 
діабетики приймають пероральний лікарський за-
сіб від діабету, на абсорбцію цих лікарських засо-
бів в сильній мірі впливає випорожнення шлунка. 
Це може приводити до гіпоглікемії, коли перораль-
ний діабетичний агент приймається перед їжею і 
не всмоктується до декількох годин або іноді декі-
лькох днів, коли вже є нормальний або низький 
цукор в крові. В'ялий рух тонкої кишки може викли-
кати надмірне бактеріальне зростання, що погір-
шується присутністю гіперглікемії. Це приводить 
до метеоризму, газів і діареї. 

Симптоми сечовипускання включають частоту 
сечовипускання, гострі позиви до сечовипускання, 
нетримання і затримку сечі. У цьому випадку також 
внаслідок затримки солодкої сечі частими є інфек-
ції сечових шляхів. Затримка сечі може приводити 
до дивертикул сечового міхура, каменів, рефлюкс-
нефропатії. 

Краніальна невропатія 
При ураженні краніальних (черепних) нервів 

найбільш частими є окорухові невропатії (3-ого 

нерва). Окоруховий нерв контролює всі м'язи, які 
беруть участь в рухах ока, за винятком латераль-
ного прямого і верхнього косою м'язів. Він служить 
також для звуження зіниці і підняття верхнього 
віку. Виникнення діабетичного паралічу третього 
нерва є звичайно раптовим, що починається з ло-
бового або розташованого навколо очної ямки 
болю з подальшою диплопією. Можуть бути ура-
жені всі окорухові м'язи, які іннервуються третім 
нервом, за винятком тих, які контролюють розмір 
зіниці. Шостий нерв, відвідний нерв, який іннервує 
латеральний прямий м'яз ока (переміщує око ла-
терально), також часто вражається, але участь 
четвертого нерва, блокового нерва, (який іннервус 
передній косий м'яз, який переміщує око вниз) є 
нечастою. Мононевропатії грудних або попереко-
вих нервів можуть зустрічатись і приводити до 
хворобливих синдромів, які імітують інфаркт міо-
карда, холецистит або апендицит. Діабетики ма-
ють більш високу зустрічність тунельних невропа-
тій, наприклад зап’ястного синдрому. 

Діабетична ішемія кінцівок і діабетичні виразки 
стоп 

Діабет і стискування можуть порушувати мік-
росудинну циркуляцію і приводити до змін в шкірі 
на нижніх кінцівках, які, в свою чергу, можуть при-
водити до утворення виразок і подальшої інфекції. 
Мікросудинні зміни приводять до мікроангіопатії 
м'язів кінцівок, а також до схильності до розвитку 
периферичної ішемії і зменшеної компенсаторної 
реакції ангіогенезу на ішемічні події. Мікросудинна 
патологія загострює захворювання периферичних 
судин (PVD) (або захворювання периферичних 
артерій (PAD) або артеріальне захворювання ниж-
ніх кінцівок (LEAD) - МАКРОсудинне ускладнення - 
звуження артерій в ногах внаслідок атеросклерозу. 
PVD зустрічається на більш ранній стадії діабету, 
є більш важким і широкорозповсюдженим і часто 
включає інтеркурентні мікроциркуляторні пробле-
ми, що вражають ноги, очі і нирки. 

Виразки і гангрена ніг є частими супутніми 
станами PAD. Одночасна периферична невропатія 
з порушеною чутливістю робить стопи сприйнят-
ливими до травми, утворення виразок та інфекції. 
Прогресування PAD при діабеті змішується з та-
ким супутнім патологічним процесом, як перифе-
рична невропатія і нечутливість стоп і нижніх кінці-
вок до болю і травми. З погіршеною циркуляцією і 
погіршеною чутливістю відбувається утворення 
виразок та інфекція. Прогресування до остеомієлі-
ту і гангрени може привести до необхідності ампу-
тації. 

Особи з діабетом мають в 25 разів більшу імо-
вірність, ніж особи без діабету, бути підданими 
ампутації нижньої кінцівки, що посилює необхід-
ність запобігання виразкам стоп і подальшій втраті 
кінцівок. 

Діабетичні виразки стоп можуть зустрічатись 
не тільки разом з PAD, але можуть бути також по-
в'язані з невропатією, венозною недостатністю 
(варикозними венами), травмою та інфекцією. PAD 
сприяє цим іншим станам у продукуванні або при-
скоренні виразок стоп. Виразки стоп необов'язково 
представляють прогресування PAD, оскільки вони 
можуть мати місце у присутності адекватної клініч-
ної периферичної артеріальної перфузії. Дослі-
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дження на пацієнтах показують збільшений ризик 
утворення виразок стоп у пацієнтів з діабетом, які 
мали периферичну невропатію і сильне стиску-
вання підошви стопи. Частота випадків виразок 
або уражень на стопі або кісточках дорівнювала 
15% від всіх пацієнтів з діабетом в дослідженні на 
основі популяції в південному Вісконсині. Ця час-
тота випадків була більш високою для індивідуумів 
з діабетом, діагностованих у віці менше 30 років, 
була злегка більш високою у чоловіків (16%), ніж у 
жінок (13%), і була більш високою у пацієнтів з 
діабетом, що одержували інсулін (17%), ніж у паці-
єнтів, що не приймали інсулін (10%). Частота ви-
падків збільшувалась з віком, особливо у пацієнтів 
з діабетом, діагностованих у віці менше 30 років. У 
дослідженнях пацієнтів з Європи частота випадків 
виразок стоп у пацієнтів з діабетом була 3% у віці 
пацієнтів <50 років, 7% у віці <60 років і 14% у віці 
<80 років. Частота випадків була більшою у чоло-
віків, ніж у жінок, у віці 70 років. 

У пацієнтів з діабетом ішемія та інфекція стоп 
є більш серйозними і навіть загрозливими життю 
явищами: однак, для лікування найбільш важким 
станом є невропатія. Медична і хірургічна літера-
тура, що стосується всіх аспектів клінічних і пато-
логічних проявів діабетичної стопи, є в незчислен-
ній кількості. Невропатія, ангіопатія, ретинопатія і 
нефропатія, окремо або в комбінації і в різних мі-
рах тяжкості можуть впливати на лікування діабе-
тичних стоп. 

Кожний рік виконуються 82000 ампутацій кінці-
вок у пацієнтів з цукровим діабетом. Більшість цих 
ампутацій виконуються в популяції немолодих 
людей. Ампутації, що є наслідком діабету, можуть 
виникати з множинної етіології, що включає вираз-
ки стоп, ішемію, венозні виразки ніг (тобто виразки, 
вторинні відносно венозного рефлюксу) і виразки 
п'яток (тобто виразки, що відбуваються з невиліку-
ваних пролежнів в п'ятці). Більшість цих ампутацій 
відбуваються з утворення виразок. Поширеність 
виразок стоп серед пацієнтів з діабетом становить 
12%. Крім того, 20-річна кумулятивна поширеність 
виразок нижніх кінцівок у пацієнтів з діабетом типу 
1 становить 9,9%. Індуковані діабетом ампутації 
кінцівок приводять до 5-літнього коефіцієнта смер-
тності 39%-68% і пов'язані зі збільшеним ризиком 
додаткових ампутацій. Тривалість знаходження в 
лікарні є приблизно на 60% більш тривалою серед 
пацієнтів з діабетичними виразками стоп у порів-
нянні з пацієнтами без виразок. 

Діабетична невропатія порушує рефлекс аксо-
нів нейронів, який залежить від функції здорового 
ноцицептора (больового рецептора) С-волокон, і 
викликає локальну вазодилатацію у відповідь на 
больовий стимул. Цей стан додатково погіршує 
вазодилататориу реакцію, присутню в станах 
стресу, таких як пошкодження або запалення, в 
діабетичній невропатичній стопі. Це погіршення 
може частково пояснювати, чому деякі виразки в 
діабетичній невропатичній стопі або заживають 
повільно, або не заживають взагалі, незважаючи 
на успішну реваскуляризацію нижніх кінцівок. 

Таким чином, найбільш звичайний причинний 
шлях для утворення діабетичних виразок стоп 
може бути ідентифікований як комбінація невропа-
тії (втрати чутливості), деформації (наприклад, 

сильно виступаючих метатарзальних (плюсневих) 
виступів) і травм (наприклад, через невідповідне 
взуття). 

Більшість хірургів вважають за краще викону-
вати підколінне або тибіальне артеріальне шунту-
вання внаслідок гірших коефіцієнтів виживаності і 
прохідності судин у порівнянні з більш проксима-
льними процедурами. Повідомлялось, що, якщо 
підколінне або тибіальне артеріальне шунтування 
нездатне відновити пальпований пульс стопи, но-
жне (що стосується стопи) шунтування забезпечує 
більш надійну і ефективну процедуру порятунку 
кінцівки для пацієнтів з діабетом та ішемічними 
ранами стоп. Навіть екстенсивне багатосегментне 
захворювання у пацієнтів з діабетом не є переш-
кодою для порятунку стопи. У той час як серйозні 
ранові ускладнення можуть мати згубні результа-
ти, вони є нечастими після трансплантації обхідно-
го судинного ножного шунта (шунтування стопи). 
Було показано, що відповідний контроль передіс-
нуючої інфекції стопи і обережної тунелізації тран-
сплантату є ефективним в уникненні додаткових 
ускладнень. Ангіопластика в нижній кінцівці стає 
більш прогресивно використовуваною. Однак пот-
рібно звернути увагу на те, що для того, щоб ангі-
опластика була ефективного, повинна бути досту-
пною дистальна судина або живильна судина, 
якщо повинна бути одержана більш проксимальна 
ангіопластика. 

Хоча діабетичні виразки/патологія кінцівок мо-
жуть бути вилікуваиі у деяких пацієнтів (за допомо-
гою санації рани, обробки антибіотиками, викорис-
танням препаратів для стимуляції грануляційної 
тканини (нового колагену і ангіогенезу) і зменшен-
ня бактеріального навантаження в рані), було б 
переважно мати фармацевтичну композицію, яка 
могла б краще лікувати ці стани і або зменшувати 
ці симптоми. 

Відносно додаткової інформації, див. American 
Journal of Surgery, Volume 187, Number 5 Suppl 1, 

May 1. 2004, Copyright  2004 Elsevier. 
Коронарна мікросудинна дисфункція в діабеті 
Кореляція між гістопатологією і мікроциркуля-

торною дисфункцією при діабеті добре відома зі 
старих експериментальних досліджень і з аутопсії, 
де часто виявляють потовщення базальної мем-
брани, периваскулярний фіброз, розрідження су-
дин і капілярний крововилив. Підтвердження цих 
даних in vivo залишається скрутним, хоча нещода-
вня стаття продемонструвала кореляцію між пато-
логією і очною мікросудинною дисфункцією (Am J 
Physiol 2003; 285). Однак велика кількість клінічних 
досліджень показують, що не тільки явний діабет, 
але також порушений метаболічний контроль мо-
же впливати на коронарну мікроциркуляцію (Hypert 
Res 2002; 25:893). Вернер посилався на важливу 
статтю Sambuceti et al (Circulation 2001; 104:1129), 
яка показує персистенцію мікросудинної дисфунк-
ції у пацієнтів після успішного повторного відкри-
вання пов'язаної з інфарктом артерії, яка може 
пояснити збільшену серцево-судинну захворюва-
ність і смертність цих пацієнтів. Є доказ, що нако-
пичується з великих досліджень гострої реперфу-
зії, що захворюваність і смертність не пов'язані з 
самим повторним відкриванням пов'язаної з інфа-
рктом артерії, але набагато більше залежать від 
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ТІМІ-потоку (лізису тромбів при інфаркті міокарду) 
+/- міокардіального приливу (Stone 2002; Feldmann 
Circulation 2003). Herrmann показав, серед інших, 
що цілісність коронарної мікроциркуляції є, мож-
ливо, найбільш важливим і прогностичним факто-
ром в цьому контексті (Circulation 2001). Нейтра-
льна дія захисних пристроїв (немає релевантної 
зміни для ТІМІ-потоку, для розділення ST або для 
ΜАСЕ) може вказувати на те, що функціональне 
порушення мікроциркуляції є головною детерміна-
нтою прогнозу. Є також збільшуваний доказ того, 
що коронарна мікросудинна дисфункція грає голо-
вну роль в необструктивній CAD. Коронарна ендо-
теліальна дисфункція залишається найбільш про-
гностичним показником у цих пацієнтах. 

Діабетична нефропатія (ниркова дисфункція у 
пацієнтів з діабетом) 

Діабетична нефропатія включає мікроальбумі-
нурію (ефект мікросудинною захворювання), про-
теїнурію і ESRD. Діабет є найбільш частою причи-
ною ниркової недостатності, будучи 
відповідальним за більше ніж 40% нових випадків. 
Навіть коли лікарські засоби і дієта можуть конт-
ролювати діабет, це захворювання може приводи-
ти до нефропатії і ниркової недостатності. Біль-
шість людей з діабетом не розвивають 
нефропатію, яка є досить серйозною, щоб викли-
кати ниркову недостатність. Приблизно 16 мільйо-
нів людей у Сполучених Штатах мають діабет і 
приблизно 10000 людей мають ниркову недостат-
ність як наслідок діабету. 

Діабетична ретинопатія 
У діабетичному стані гіперглікемія приводить 

до зниженого кровотоку сітківки, гіперпроникності 
сітківки, затримок провідності нерва фоторецепто-
ра і загибелі нервових клітин сітківки. У діабеті з 
короткою тривалістю була ідентифікована заги-
бель нервових клітин у внутрішньому ядерному 
шарі сітківки. Конкретно, апоптоз був локалізова-
ний в гліальних клітинах, таких як клітини Мюлле-
ра і астроцити, і було показано, що він відбуваєть-
ся в межах 1 місяця діабету в моделі STZ-
індукованих діабетичних щурів. Причина цих подій 
є багатофакторний, що включає активацію шляху 
діацилгліцерин/РКС, окислювальний стрес і нефе-
рментативне глікозилування. Комбінація цих подій 
робить сітківку гіпоксичною і, зрештою, приводить 
до розвитку діабетичної ретинопатії. Одним з мо-
жливих зв'язків між ретинальною ішемією і ранніми 
змінами в діабетичній сітківці є індуковане гіпоксі-
єю продукування факторів росту, таких як VEGF. 
Як головний регулятор цієї гіпоксичної реакції був 
ідентифікований фактор-1 (HIF-1), що індукується 
гіпоксією, який контролює гени, які регулюють клі-
тинну проліферацію і ангіогенез. Попередні дослі-
дження продемонстрували, що інгібування убікві-
тинування HIF-1 приводить до зв'язування з 
елементами (HRЕ), які відповідають за гіпоксію, і 
продукування mPHК VEGF. 

Діабетична ретинопатія визначається як про-
гресуюча дисфункція судинної сітки сітківки, що 
викликається хронічною гіперглікемією. Ключові 
ознаки діабетичної ретинопатії включають мікроа-
невризми, крововиливи сітківки, ліпідні ексудати 
сітківки, плями типу «ватних грудочок», відсутність 
капілярного кровопостачання, набряк жовтої пля-

ми і неоваскуляризацію. Асоційовані ознаки вклю-
чають крововилив склоподібного тіла, відшарову-
вання сітківки, неоваскулярну глаукому, передчас-
ну катаракту і паралічі черепних нервів. 

У Сполучених Штатах є 16 мільйонів людей з 
діабетом Типу 1 і Типу 2. У межах 15 років у 80% 
пацієнтів з діабетом Типу 1 розвинулась діабетич-
на ретинопатія, тоді як у 84% пацієнтів з діабетом 
Типу 2 розвинулась ретинопатія в межах 19 років. 
Ці цифри створюють значний ринок для терапев-
тичних агентів, націлених на очні захворювання з 
неоваскуляризацією. Розвиток діабетичної рети-
нопатії залежить від часу. Незважаючи на оптима-
льний контроль цукру крові, можна чекати, що у 
пацієнтів з тривалим захворюванням згодом роз-
винеться деяка форма ретинопатії. National 
Society to Prevent Blindless приблизно визначило, 
що 4-6 мільйонів діабетиків в США мають діабети-
чну ретинопатію. Визначена приблизно щорічна 
зустрічність нових випадків проліферативної діа-
бетичної ретинопатії і діабетичного набряку жовтої 
плями дорівнбює 65000 і 75000, відповідно, з час-
тотою випадків 700000 і 500000, відповідно. Діабе-
тична ретинопатія викликає 12000-24000 нових 
випадків сліпоти в США щорічно. Ретинопатію лі-
кують хірургічними способами, ефективними у 
зниженні важкої втрати зору, але оброблені лазе-
рами частини сітківки є безповоротно зруйновани-
ми. Лікування лікарськими засобами є недоступ-
ним. 

Мікросудинне захворювання, яке первинно 
вражає капіляри, цукровий діабет, вражає око руй-
нуванням судинної сітки в кон'юнктиві, сітківці і 
центральній нервовій системі. Пацієнти можуть 
мати в анамнезі давнішню ін'єктовану бульбарну 
кон'юнктиву разом з системними скаргами на 
втрату маси, незважаючи на більше ніж нормаль-
ний апетит (поліплазію), атипічну спрагу (полідип-
сію) і патологічно часте сечовипускання (поліурію). 

Коливання гостроти зору, вторинні відносно 
нестабільного цукру крові, є звичайним очним 
симптомом. Опухання в кришталику приводить до 
великих несподіваних зсувів в дифракції, а також 
передчасного утворення катаракти. Зміни гостроти 
зору будуть залежати від тяжкості і стадії цього 
захворювання. 

У сітківці ослаблення артеріол і капілярів може 
приводити до характерної появи інтраретинальних 
крововиливів у вигляді точок і плям, ексудатів, 
інтраретинальних мікросудинних аномалій (IRMA), 
мікроаневризм, набряку і пошкоджень типу «ват-
них грудочок». Проліферативна діабетична рети-
нопатія є результатом важкого судинного пору-
шення і видна у вигляді неоваскуляризації диску 
(NVD) зорового нерва, неоваскуляризації в іншому 
місці (NVE) і неоваскуляризації радужки (NVI або 
діабетичного почервоніння радужки). Неврологічні 
ускладнення включають паралічі третього, четвер-
того і шостою черепних нервів, а також діабетич-
ний папіліт (запалення диску зорового нерва) і 
параліч лицьового нерва. 

Цукровий діабет є генетично обумовленою 
групою захворювань, які мають загальну непере-
носимость глюкози. Він характеризується як пору-
шення метаболічної регуляції внаслідок недостат-
ності або порушення функції інсуліну або 
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недостатності або порушення функції клітинних 
рецепторів інсуліну. 

Біохімія, що включає утворення сорбіту, грає у 
в деструкції перицитів, які являють собою клітини, 
які підтримують ендотелій судин. Коли ці підтри-
муючі нерицити гинуть, ендотелій капілярів стає 
погіршеним, що приводить до витоку крові, білка і 
ліпідів з судин. Це, в комбінації зі згущеною, нава-
нтаженою глюкозою кров'ю, створює судинну не-
достатність, відсутність перфузії капілярів, рети-
нальну гіпоксію, змінену структуру і знижену 
функцію. Утворення і вивільнення вазопроліфера-
тивних факторів, які грають роль в генезі ретина-
льної неоваскуляризації, є такою, що слабо розу-
міється. 

Більшість не загрозливих зору ускладнень діа-
бету вирішуються спонтанно протягом декількох 
тижнів місяців після лікарського лікування. У випа-
дках, коли є великі зміни, що стосуються рефрак-
ції, пацієнти можуть мати потребу у тимчасовому 
прописуванні окулярів доти, доки рефракція не 
стабілізується. Коли ретинопатія загрожує жовтій 
плямі або коли проліферують нові кровоносні су-
дини, пацієнт може бути направлений на лазерну 
фотокоагуляцію. Дослідження діабетичної ретино-
патії (DRS) переконливо довело, що панретиналь-
на фотокоагуляція була успішною у зменшенні 
ризику важкої втрати зору у пацієнтів з високим 
ризиком. Воно визначаю характеристики високого 
ризику таким чином: (1) Неоваскуляризація (утво-
рення нових судин) оптичного диску (NVD) в роз-
мірі однієї чверті однієї третини діаметра оптично-
го диску і (2) неоваскуляризація в іншому місці 
(NVE) з будь-яким крововиливом склоподібного 
тіла. 

Діабетичний набряк жовтої плями (DME) 
DME є ускладненням діабетичної ретинопатії, 

захворюванням, що вражає кровоносні судини 
сітківки. Діабетична ретинопатія приводить до 
множинних патологій в сітківці, в тому числі пото-
вщення і набряку сітківки, крововиливів, ускладне-
ного кровотоку, надмірного підтікання рідини з 
кровоносних судин і, в кінцевих стадіях, до атипіч-
ного зростання кровоносних судин. Це зростання 
кровоносних судин може приводити до великих 
крововиливів і важкого пошкодження сітківки. Коли 
підтікання кровоносних судин діабетичної ретино-
патії викликає набряк в жовтій плямі, його назива-
ють DME. Основним симптомом DME є втрата 
центрального зору. Фактори ризику, асоційовані з 
DME, включають рівні глюкози крові, що слабо 
контролюються, високий кров'яний тиск, атипічну 
функцію нирок, що викликає затримку рідини, ви-
сокі рівні холестерину та інші звичайні системні 
фактори. 

Згідно з Всесвітньою Організацією Охорони 
здоров'я, діабетична ретинопатія є головною при-
чиною сліпоти у дорослих людей працюючого віку і 
головною причиною втрати зору у діабетиків. 
American Diabetes Association повідомляє, що є 
приблизно 18 мільйонів діабетиків у Сполучених 
Штатах і приблизно 1,3 мільйони випадків діабету, 
що знову діагностуються у Сполучених Штатах 
кожний рік. Prevent Blindness America і the National 
Eye Institute оцінюють приблизно, що в Сполуче-
них Штатах є більше 5,3 мільйонів людей у віці 18 

років або більше з діабетичною ретинопатією, в 
тому числі приблизно 50000 з DME. CDC оцінює, 
що щорічно є приблизно 75000 нових випадків 
DMΕ у Сполучених Штатах. 

Додаткові невропатії 
Крім діабету, звичайними причинами невропа-

тії є інфекція оперізуючого герпесу, хронічна або 
гостра травма (в тому числі після хірургії) і різні 
нейротоксини. Невропатичний біль є звичайним у 
випадку раку як пряма дія раку на периферичні 
нерви (наприклад, стискування пухлиною) і як по-
бічна дія багатьох хіміотерапевтичних лікарських 
засобів. 

Мікросудинне захворювання - судинні і невра-
льні захворювання є тісно пов'язаними і перепле-
теними. Кровоносні судини залежать від нормаль-
ної функції нервів, а нерви залежать від 
достатнього кровопостачання. Першою патологіч-
ною зміною в мікросудинній сітці є вазоконстрик-
ція. По мірі прогресування захворювання дисфун-
кція нервових клітин тісно корелює з розвитком 
судинних патологій, таких як потовщення базаль-
ної мембрани капілярів і гіперплазія ендотелію, які 
сприяють зменшенню кисневого потенціалу і гіпок-
сії. Судинорозширювальні агенти (вазодилатато-
ри) (наприклад, інгібітори ангіотензинперетворю-
вального ферменту, альфа1-антагоністи) можуть 
приводити до суттєвих поліпшень в кровопоста-
чанні нервових клітин, з відповідними поліпшен-
нями швидкості провідності нервів. 

Клінічні прояви 
Невропатія вражає всі периферичні нерви: бо-

льові волокна, рухові нейрони, автономні нерви. 
Таким чином, вона може необов'язково вражати 
всі органи і системи, оскільки всі вони іннервовані. 
Є декілька окремих синдромів, основаних на ура-
жених системах органів і членах, але вони в жод-
ному випадку не є винятковими. Пацієнт може ма-
ти сенсорно-рухову і автономну невропатію або 
будь-яку іншу комбінацію. 

Незважаючи на успіхи у розумінні метаболіч-
них причин невропатії, лікування, націлені на пе-
реривання цих патологічних процесів, обмежува-
лись побічними ефектами і відсутністю 
ефективності. Таким чином, способи лікування є 
симптоматичними і не направлені на проблеми, які 
лежать в основі невропатії. Агенти для болю, які 
викликаються сенсорно-руховою невропатією, 
включають трициклічні антидепресанти (ТСА), 
інгібітори зворотного захоплення серотоніну 
(SSRI) і антиепілептичні лікарські засоби (AED). 
Жоден з цих агентів не повертає патологічні про-
цеси, що приводять до діабетичної невропатії, і 
жоден з них не змінює непохитно хід цього захво-
рювання. Таким чином, було б корисно мати фар-
мацевтичну композицію, яка могла б кращим чи-
ном лікувати ці стани і/або зменшувати ці 
симптоми. 

Додаткові ретинопатії 
Ретінальна мікроваскулопатія (ретинопатія 

СНІДу) 
Ретинальна мікроваскулопатія спостерігається 

у 100% пацієнтів зі СНІДом. Вона характеризуєть-
ся інтраретинальними крововиливами, мікро анев-
ризмами, плямами Рота, плямами типу «ватних 
грудочок» (мікропошкоджень шару нервових воло-
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кон) і утворенням периваскулярної оболонки. Етіо-
логія цієї ретинопатії невідома, хоча передбачали, 
що вона зумовлена циркулюючими імунними ком-
плексами, локальним вивільненням цитотоксичних 
речовин, аномальною гемореологією і ВІЛ-
інфекцією ендотеліальних клітин. Ретинопатія 
СНІДу є в цей час настільки звичайною, що плями 
типу «ватних грудочок» у пацієнта без діабету або 
гіпертензії, але при ризику у відношенні ВІЛ повин-
ні спонукати лікаря провести вірусне тестування. 
Специфічного лікування ретинопатії СНІДу не іс-
нує, але її присутність, що продовжується, може 
спонукати лікаря до повторною випробування 
ефективності ВІЛ-терапії і одержання згоди на це 
пацієнта. 

Ретинопатія трансплантації кісткового мозку 
(ВМТ) 

Ретинопатія трансплантації кісткового мозку 
вперше повідомлялась в 1983 році. Вона звичайно 
виникає в межах шести місяців, але може мати 
місце так пізно, як при 62 місяцях після ВМТ. Фак-
тори ризику, такі як діабет і гіпертензія, можуть 
полегшувати розвиток ретинопатії ВМТ підвищен-
ням ішемічної мікроваскулопатії. Не існує вікової, 
статевої або расової схильності відносно розвитку 
ретинопатії ВМТ. Пацієнти виявляють зменшену 
гостроту зору і/або недостатність поля зору. Пока-
зники задніх сегментів є звичайно білатеральними 
і симетричними. Клінічні прояви включають мно-
жинні плями типу «ватних грудочок», телеангіекта-
зію, мікроаневризми, набряк жовтої плями, тверді 
ексудати і крововиливи сітківки. Ангіографія з 
флуоресцеїном демонструє відсутність перфузії і 
підтікання капілярів, інтраретинальні мікросудинні 
відхилення від норми, мікроаневризми і набряк 
жовтої плями. Хоча точна етіологія ретинопатії 
ВМТ не була з'ясована, на неї, мабуть, діють декі-
лька факторів: токсичність циклоспорину, опромі-
нення всього тіла (ТВІ) і хіміотерапевтичні агенти. 
Циклоспорин є сильним імуномодулюючим аген-
том, який придушує імунну реакцію трансплантат 
проти хазяїна. Це може приводити до пошкоджен-
ня ендотеліальних клітин і неврологічних побічних 
дій, і внаслідок цього було зроблене припущення, 
що це може бути причиною ретинопатії ВМТ. Од-
нак ретинопатія ВМТ може розвиватись за відсут-
ності застосування циклоспорину, і не було пока-
зано, що циклоспорин викликає ретинопатію ВМТ 
в аутологічних або сингенних реципієнтах кістково-
го мозку. Таким чином, циклоспорин, мабуть, не є 
єдиною причиною ретинопатії ВМТ. Передбача-
лось також, що опромінення всього тіла (ТВІ) є 
причиною ретинопатії ВМТ. Опромінення ушко-
джує мікроваскулатуру (мікроциркуляторпу части-
ну судинного русла) і приводить до ішемічної вас-
кулопатії. Такі змінні, як загальна доза 
опромінення і часовий інтервал між опроміненням і 
висіченням кісткового мозку, є, мабуть, важливи-
ми. Однак ретинопатія ВМТ може зустрічатись у 
пацієнтів, які не отримували ТВІ, і ретинопатію 
ВМТ не спостерігають у реципієнтів транспланта-
тів солідних органів, які отримували схожі дози 
опромінення. Таким чином, ТВІ не є єдиною при-
чиною, але є іншим фактором, який сприяє розви-
тку ретинопатії ВМТ. Передбачалось, що хіміоте-
рапевтичні агенти є потенційним фактором, який 

сприяє розвитку ретинопатії ВМТ. Лікарські засоби, 
такі як цисплатин, кармустин і циклофосфамід, 
можуть викликати очні побічні дії, в тому числі на-
бряк диску зорового нерва, ретробульбарний нев-
рит, недостатність поля зору і коркову сліпоту. 
Було зроблене припущення, що ці хіміотерапевти-
чні лікарські засоби можуть схиляти пацієнтів до 
індукованих опромінень ретинальних пошкоджень і 
посилювати шкідливу дію опромінення. Звичайно, 
пацієнти з ретинопатією ВМТ мають хороший про-
гноз. Ця ретинопатія звичайно усувається в межах 
двох-чотирьох місяців після припинення прийому 
або зниження дози циклоспорину. В одному пові-
домленні 69 процентів пацієнтів відчували повне 
усунення ретинальних показників і 46 процентів 
пацієнтів повністю відновлювали їх фонову гост-
роту зору. Внаслідок сприятливого прогнозу і від-
носно не прогресуючого характеру ретинопатії 
ВМТ агресивне втручання звичайно не є необхід-
ним. 

Ішемічні стани 
Ішемія може бути поділена на 2 категорії: пе-

рша включає прискорений атеросклероз, який зу-
стрічається звичайно у пацієнтів з діабетом, тобто 
в стегновій, підколінній і задній великогомілковій 
артеріях. Ці судини, часто тільки 1 або 2 см в діа-
метрі, можуть розвивати атеросклеротичну бляш-
ку, яка серйозно зменшує кровотік. Після того як 
великі судини стають повністю закупореними, мо-
жуть відбуватись інсульт, інфаркт міокарда, ішемія 
і невиліковні діабетичні виразки стоп. Ця форма 
ішемії є по суті захворюванням великих судин. 

Деменція після інсульту 
25% людей мають деменцію після інсульту, 

причому у багатьох інших розвивається деменція 
протягом 5-10 років. Крім того, багато які індивіду-
уми відчувають більш важко вловимі порушення їх 
більш високих функцій головного мозку (таких як 
навички планування і швидкість переробки інфор-
мації) і схильні до дуже високого ризику розвитку 
після цього деменції. Дуже невеликі інсульти в 
глибоких частинах головного мозку в цьому проце-
сі (названому мікросудинним захворюванням) є, 
мабуть, суттєвими в процесі, шо приводить до 
ідентифікованою розподілу атрофії головного моз-
ку, специфічного для деменції після інсульту. 

Очний ішемічний синдром 
Пацієнти, які страждають очним ішемічним си-

ндромом (OIS), є звичайно немолодими, в межах 
віку 50-80 років. Чоловіки вражаються в два рази 
більш часто, ніж жінки. Такий пацієнт лише в рід-
ких випадках є безсимптомним. Знижений зір ви-
являється у 90 процентах випадків, і 40 процентів 
пацієнтів мають супутній очний біль. Може бути 
також супутня або попередня історія тимчасових 
ішемічних приступів або скороминущої сліпоти. 
Пацієнти також мають істотне відоме або невідоме 
системне захворювання в момент опису випадку. 
Системними захворюваннями, що найчастіше зу-
стрічаються, є гіпертензія, діабет, ішемічна хворо-
ба серця, інсульт і периферичне судинне захво-
рювання. У меншій мірі пацієнти проявляють OIS 
як наслідок гігантоклітинного артеріїту (GCA). 

Односторонні показники присутні у 80 процен-
тах випадків. Звичайні показники можуть включати 
запущену односторонню катаракту, запалення 
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передньої камери ока, безсимптомну реакцію пе-
редньої камери ока, набряк жовтої плями, розши-
рені, але не скручені вени сітківки, середньо-
периферичні крововиливи у вигляді точок і плям, 
плями типу ватних грудочок, ексудати і неоваску-
ляризацію диску зорового нерва і сітківки. Може 
спостерігатись також спонтанна артеріальна пуль-
сація, підвищений внутрішиьоочиий тиск і неовас-
куляризація радужки і кут з неоваскулярною глау-
комою (NVG). Хоча цей пацієнт може виявляти 
неоваскуляризацію передньої камери ока, може 
мати місце гіпотонія ока внаслідок низької артері-
альної перфузії до війкового тіла. Іноді є видима 
ретинальна емболія (бляшки Холенхорста). 

Показники в OIS обумовлені атероматозним 
покриттям виразками сонної артерії і стенозом в 
біфуркації загальної сонної артерії. У п'яти проце-
нтів пацієнтів зі стенозом внутрішньої артерії роз-
вивається OIS. Однак OIS зустрічається тільки в 
тому випадку, якщо міра стенозу перевищує 90 
процентів. Стеноз сонної артерії зменшує перфу-
зійний тиск на око, приводячи до вищезазначених 
ішемічних явищ. Як тільки стеноз досягає 90 про-
центів, перфузійний тиск в центральній ретиналь-
ній артерії (CRA) падає тільки до 50 процентів. 
Часто зменшений артеріальний тиск проявляється 
у вигляді спонтанної пульсації CRA. Ці показники є 
варіабельними і можуть включати всі з наведених 
вище показників. 

Пацієнти з OIS мають істотне системне захво-
рювання, яке повинне бути обстежене. Серцева 
смерть є первинною причиною смертності у випа-
дку пацієнтів з OIS - п'ятирічний коефіцієнт смерт-
ності дорівнює 40%. З цієї причини пацієнти з OIS 
повинні бути відіслані до кардіолога для повної 
серології, ЕКГ, ехокардіограми і оцінки сонних ар-
терій. 

Мікросудинні захворювання нирки 
Нирка бере участь в ряді окремих клінікопато-

логічних станів, які впливають на системну і нир-
кову мікроциркуляторну частину судинного русла 
(мікроваскулатуру). Деякі з цих станів характери-
зуються первинним пошкодженням ендотеліаль-
них клітин, таким як: 

- гемолітико-уремічний синдром (HUS) і тром-
ботична тромбоцитопенічна пурпура (ТТР). HUS і 
ТТР є близькоспорідненими захворюваннями, які 
відрізняються мікроангіопатичною гемолітичною 
анемією і варіабельними порушеннями органів. 
Традиційно, діагноз ТТР робиться, коли ниркова 
недостатність є переважаючою ознакою цього си-
ндрому, як це є звичайним у дітей. У дорослих 
часто переважає неврологічне порушення і тоді 
цей синдром називають ТТР. Тромботична мікроа-
нгіопатія є лежачим в основі патологічним пошко-
дженням в обох синдромах, і клінічні і лабораторні 
показники в пацієнтах з HUS або ТТР значною 
мірою перекриваються. Це спонукало деяких дос-
лідників розглядати ці два синдроми як безперер-
вне єдине захворювання. Патогенез: Експеримен-
тальні дані в сильній мірі передбачають, що 
пошкодження ендотеліальних клітин є первинною 
подією в патогенезі HUS/ТTP. Ендотеліальне пош-
кодження запускає каскад подій, який включає 
локальну внутрішньосудиниу коагуляцію, відкла-
дення фібрину і активацію і агрегацію тромбоцитів. 

Кінцевим результатом є гістопатологічний показ-
ник тромботичної мікроангіопатії, спільний для 
різних форм синдрому HUS/TPP. За відсутності 
лікування HUS/TTP коефіцієнт смертності набли-
жається до 90%. Підтримуюча терапія, в тому чис-
лі діаліз, антигіпертензівні лікарські засоби, пере-
ливання крові і лікування неврологічних 
ускладнень сприяє поліпшеному виживанню паці-
єнтів з HUS/TTP. Адекватний баланс рідини і від-
починок травного тракту є важливими в лікуванні 
типового HUS з діареєю. 

- променевий (радіаційний) нефрит - Довго-
строкові ускладнення опромінення нирок більше 
ніж 2500 рад можуть бути поділені на п'ять клініч-
них синдромів: 

(і) Гострий радіаційний нефрит має місце в 
приблизно 40% пацієнтів після латентного періоду 
6-13 місяців. Він характеризується клінічно різким 
виникненням гіпертензії, протеїнурією, набряком і 
прогресуючою нирковою недостатністю, що в бі-
льшості випадків приводить до нирок термінальної 
стадії. 

(іі) Хронічний радіаційний нефрит, навпаки, 
має латентний період, який варіюється між 18 мі-
сяцями і 14 роками після початкового пошкоджен-
ня. Він є таким, що поступово протікає на початку і 
характеризується гіпертензією, протеїнурією і пос-
туповою втратою ниркової функції. 

(ііі) Третій синдром проявляється через 5-19 
років після дії опромінення у вигляді доброякісної 
протеїнурії з нормальною нирковою функцією. 

(iv) Четверта група пацієнтів виявляє тільки 
доброякісну гіпертензію через 2 роки - 5 років і 
може мати варіабельну протеїнурію. Пізня злоякі-
сна гіпертензія виникає через 18 місяців 11 років 
після опромінення у пацієнтів або з хронічним ра-
діаційним нефритом, або доброякісною гіпертензі-
єю. Видалення ураженої нирки усуває гіпертензію. 
Повідомлялось також індуковане опроміненням 
пошкодження ниркових артерій з подальшою гіпе-
ртензією ниркових судин. 

(ν) Синдром ниркової недостатності, аналогіч-
ний гострому радіаційному нефриту, спостерігали 
у пацієнтів з трансплантацією кісткового мозку 
(ВМТ), яких лікували опроміненням всього тіла 
(ТВІ). 

Повідомлялось, що опромінення викликає ен-
дотеліальиу дисфункцію, але зберігає клітини гла-
дких м'язів судин в ранній стадії після опромінен-
ня. Опромінення могло б безпосередньо 
ушкоджувати ДНК, приводячи до зниженої регене-
рації цих клітин і оголення (денудації) базальної 
мембрани в клубочкових капілярах і канальцях. 
Яким чином це початкове пошкодження згодом 
приводить до гломерулосклерозу, атрофії каналь-
ців та інтерстиціального фіброзу, є неясним. Пос-
тулюється, що дегенерація шару ендотеліальних 
клітин може приводити до внутрішньосудинного 
тромбозу в капілярах і більш дрібних артеріолах. 
Ця внутрішньониркова ангіопатія може тоді пояс-
нювати прогресуючий нирковий фіброз і гіпертен-
зію, які характеризують радіаційний нефрит. Не-
щодавнє дослідження нирок опроміненої миші 
показало залежне від дози збільшення лейкоцитів 
в корковій речовині нирки, що передбачає роль 
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запальних процесів в індукованому опроміненням 
нефриті. 

В інших захворюваннях нирок мікроциркулято-
рна частина судинної сітки нирки бере участь в 
аутоімунних порушеннях, таких як системний 
склероз (склеродермія). Участь нирок в системно-
му склерозі виявляється у вигляді повільно про-
гресуючого хронічного ниркового захворювання 
або у вигляді ниркової кризи склеродермії (SRC), 
що характеризується злоякісною гіпертензією і 
гострою азотемією. Постулюється, що SRC обумо-
влена Рейно-подібним феноменом в нирці. Важкий 
вазоспазм приводить до ішемії коркової речовини 
нирки і посиленого продукування реніну і ангіотен-
зину II, які, в свою чергу, зберігають назавжди нир-
кову вазоконстрикцію. Гормональні зміни (вагіт-
ність), фізичний і емоційний стрес або низька 
температура можуть запускати Рейно-подібний 
артеріальний вазоспазм. Роль системи ренін-
ангіотензин у збереженні ниркової ішемії підтвер-
джується значною користю інгібіторів АСЕ у ліку-
ванні SRC. Для пацієнтів з SRC, у яких прогресує 
важка ниркова недостатність, незважаючи на ан-
тигіпертензівне лікування, стає необхідним діаліз. 
Використали як перитонеальний діаліз, так і гемо-
діаліз. Повідомлення Network The End-Stage Renal 
Disease (ESRD) про 311 пацієнта з системним ін-
дукованим склерозом ESRD, підданого діалізу між 
1983 і 1985 роками, виявило коефіцієнт виживано-
сті 33% при 3 роках. 

На ниркову мікроциркуляцію може виливати 
також серпасто-клітинна хвороба, до якої нирка 
особливо чутлива внаслідок низького кисневого 
потенціалу, що досягається в глибоких судинах 
мозкової речовини нирки внаслідок протиточного 
перенесення кисню вздовж vasa recta. Більш дрібні 
ниркові артерії і артеріоли можуть бути також міс-
цем тромбоемболічного пошкодження від холес-
теринвмісного матеріалу, зміщеного зі стінок вели-
ких судин. 

Взяті у вигляді групи, захворювання, які викли-
кають скороминущу або перманентну оклюзію ни-
ркової мікроциркуляторної частини судинного рус-
ла, приводять до порушення клубочкової перфузії 
і, отже, швидкості клубочкового фільтрування, 
створюючи тим самим серйозну загрозу відносно 
системного гомеостазу. 

Гостра ниркова недостатність 
ARF може бути викликана мікросудинним або 

макросудинним захворюванням (оклюзією голов-
ної ниркової артерії або важким захворюванням 
абдомінальної аорти). Класичні мікросудинні за-
хворювання часто виявляють мікроангіопатичний 
гемоліз і гостру ниркову недостатність, що має 
місце внаслідок тромбозу або оклюзії клубочкових 
капілярів, що часто супроводжується тромбоцито-
пенією. Типові приклади цих захворювань вклю-
чають: 

а) Тромботичну тромбоцитопенічну пурпуру - 
Класична пентада в тромботичній тромбоцитопе-
нічній пурпурі включає лихоманку, неврологічні 
зміни, ниркову недостатність, мікроангіопатичну 
гемолітичну анемію і тромбоцитопенію. 

b) Гемолітичний уремічний синдром - Гемолі-
тичний уремічний синдром подібний тромботичній 

тромбоцитопенічній пурпурі, але не виявляє нев-
рологічних змін. 

c) Синдром HELLP (гемолізу, підвищених фе-
рментів печінки і низьких тромбоцитів). Синдром 
HELLP є типом гемолітичного уремічного синдро-
му, який зустрічається у вагітних жінок, з додаван-
ням підвищень трансамінази. 

Гостра ниркова недостатність може бути при-
сутньою у всіх медичних умовах, але переважно 
набувається в лікарнях. Цей стан розвивається у 
5% госпіталізованих пацієнтів і приблизно 0,5% 
госпіталізованих пацієнтів мають потребу в діалізі. 
Протягом останніх 40 років коефіцієнт виживаності 
для гострої ниркової недостатності не поліпшився, 
передусім, внаслідок того, що уражені пацієнти є в 
цей час більш старими і мають більше супутніх 
патологічних станів. Інфекція відповідальна за 75 
процентів смертей у випадку пацієнтів з гострою 
нирковою недостатністю, і серцево-респіраторні 
ускладнення є другою найбільш частою причиною 
смерті. В залежності від тяжкості ниркової недо-
статності, коефіцієнт смертності може знаходитись 
в діапазоні від 7 процентів до 80 процентів. Гостра 
ниркова недостатність може бути поділена на три 
категорії: передниркова, внутрішня і післяниркова 
ARF. Внутрішня ARF поділена на чотири категорії: 
канальцеве захворювання, клубочкове захворю-
вання, судинне захворювання (в тому числі мікро-
судинне) та інтерстиціальне захворювання. 

Прогресуюче ниркове захворювання 
Є доказ, що прогресуюче ниркове захворю-

вання характеризується прогресуючою втратою 
мікроциркуляторної частини судинного русла. 
Втрата мікроциркуляторної частини судинного 
русла корулює безпосередньо з розвитком утво-
рення клубочкових і канальцево-інтерстиціальних 
рубців. Цей механізм частково опосередкований 
зменшенням ендотеліальної проліферативної реа-
кції, і це порушення репарації капілярів опосеред-
коване зміною локальної експресії як ангіогенних 
(судинний ендотеліальний фактор росту), так і 
антиангіогенних (тромбоспондин 1) факторів в 
нирці. Зміна в балансі ангіогенних факторів зрос-
тання опосередковуються як пов'язаними з мак-

рофагами цитокінами (інтерлейкин-1 ), так і вазо-
активними медіаторами. Нарешті, існує 
інтригуючий доказ того, що стимуляція ангіогенезу 
і/або репарації капілярів може стабілізувати нир-
кову функцію і уповільнювати прогресування і що 
цей позитивний ефект має місце незалежно від дій 
на ВР або протеїнурію. 

Відносно додаткової інформації див. Brenner & 

Rector's The Kidney, 7th ed, Copyright  2004 
Elsevier: Chapter 33 - Microvascular diseases of 
kidney і також Tiwary and Vikrant Journal of Indian 
Academy of Clinical Medicine Vol. 5, No. 1 Review 
Article-Sepsis and the Kidney. 

На закінчення, можна сказати, що існуючі спо-
соби терапії для профілактики і/або лікування 
ХОХЛ, дегенерації жовтої плями і мікросудинних 
захворювань є незадовільними, та існує потреба в 
розвитку нових сполук для цієї мети. Всі захворю-
вання і показання, описані тут вище, а також інші 
захворювання і стани, описані тут, такі як МІ, мо-
жуть також лікуватись новими сполуками цього 
винаходу. 
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RTP801 
Про ген RTP801 було вперше повідомлено 

правонаступником даної заявки. Патенти США з 
номерами 6455674, 6555667 і 6740738, всі переус-
туплені правонаступнику даної заявки, описують 
per se полінуклеотид і поліпептид RTP801 і антиті-
ла, направлені проти цього поліпептиду. RTP801 
представляє унікальну генну мішень для індукова-
ного гіпоксією фактора-1 (HIF-1), який може регу-
лювати індукований гіпоксією патогенез незалежно 
від факторів росту, таких як VEGF. 

Автор даного винаходу зробив відкриття, які 
ведуть до нової концепції інгібування гена RTP801 
з метою поліпшення лікування різних респіратор-
них порушень. 

Наступні заявки на патенти і публікації пред-
ставляють аспекти інформації рівня техніки 

WO 2001070979 стосується маркерів нуклеї-
нових кислот, які понадекспресуються в клітинах 
раку яєчника. 

US 6673549 описує комбінацію, що містить 
кДНК, які диференціально експресуються у відпо-
відь на лікування стероїдами. 

Заявка США 2003165864 стосується кДНК, які 
диференціально експресуються в клітинах, оброб-
лених деметилуючим ДНК агентом. 

Заявка США 2003108871 стосується компози-
ції, яка містить декілька кДНК, які диференціально 
експресуються в культурах клітин печінки С3А лю-
дини і нібито застосовні для лікування порушень 
печінки. 

Заявка США 2002119463 описує нову компо-
зицію, застосовну для лікування і діагностики раку 
передміхурової залози, причому вказана компози-
ція містить кДНК людини, які диференціально екс-
пресуються в раку передміхурової залози. 

WO 2004018999 описує спосіб оцінки, харак-
теристики, моніторингу, профілактики і лікування 
раку шийки матки. 

ЕР 1394274 стосується способу тестування на 
бронхіальну астму або хронічну обструктивну хво-
робу легень за допомогою порівняння рівня екс-
пресії маркерного гена в біологічній пробі з суб'єк-
та з рівнем експресії цього гена в пробі зі 
здорового суб'єкта. 

WO 2002101075 стосується виділеної молеку-
ли нуклеїнової кислоти, застосовної для детекту-
вання, характеристики, профілактики і лікування 
раку шийки матки людини. 

WO 2003010205 стосується інгібування ангіо-
генезу для лікування загоєння ран, ретинопатії, 
ішемії, запалення, мікроваскулопатії, загоєння кіс-
ток і запалення шкіри. 

WO 2002046465 стосується ідентифікації гена, 
що бере участь у захворюванні, для лікування ре-
гульованих гіпоксією станів. 

WO 2002031111 стосується нібито нових полі-
пептидів і їх білків, що кодуються, і, отже, забезпе-
чені багато які їх застосування. 

WO 2001012659 стосується нуклеїнових кис-
лот, застосовних в методологіях рекомбіиантних 
ДНК. 

WO 2001077289 описує шістсот двадцять три 
полінуклеотиди, одержаних з різних джерел тканин 
людини. 

WO 2003101283 стосується комбінації, яка мі-
стить багато які кДПК і білки, які нібито диференці-
ально експресуються в респіраторних захворю-
ваннях. 

JP 2003259877 стосується багатьох маркерів 
захворювання фіброзу печінки. 

Tzipora Shoshani, et al. Identification of a Novel 
Hypoxia-Inducible Factor 1-Responsive Gene, 
RTP801, Involved in Apoptosis. MOLECULAR AND 
CELLULAR BIOLOGY, Apr. 2002, p. 2283-2293: ця 
стаття, де співавтором є автор даного винаходу, 
детально описує ген RTP801 (тоді новий HIF-1-
залежний ген). 

Anat Brafman, et al. Inhibition of Oxygen-Induced 
retinopathy in RTP801-Deficient Mice, Invest 
Ophthalmol Vis Sci. 2004 Oct; 45 (10): 3796-805; 
також у співавторстві з автором даного винаходу; 
ця стаття демонструє, що в мишах з нокаутом 
RTP801 гіпоксія не викликає дегенерації капілярної 
сітки сітківки. 

Leif W. Ellisen, et al. REDD1, a Developmentalдн 
Regulated Transcriptional Trget of p63 and p53, Links 
p63 to Regulation of Reactive Oxygen Species. 
Molecular Cell, Vol. 10, 995-1005, November, 2002; 
ця стаття демонструє, що понадекспресія RTP801 
(названого в цій статті REDD1) приводить до збі-
льшеного продукування молекулярних частинок 
активного кисню. 

Richard DR, Berra E. and Pouyssegur J. Non-
hypoxic pathway mediates the induction of hypoxia-
inducible factor 1 alpha in vascular smooth muscle 
cells. J. Biol. Chem. 2000. Sep1; 275(35): 26765-71; 
ця стаття демонструє, що HІF-1-залежна транск-
рипція може бути індукована надмірним продуку-
ванням молекулярних частинок активного кисню. 

Rangasami Τ, et al., Genetic ablation of Nrf2 
enhances susceptibility to cigarette smoke-induced 
emphysema in mice. Подана в Journal of Clinical 
Investigation. Ця робота стосується мишей з пору-
шеним захистом проти антиоксидантів (внаслідок 
інактивації RTP801 в зародковій лінії, тут названо-
го Nrf2). 

Суть винаходу 
Даний винахід забезпечує нові способи і ком-

позиції для лікування мікросудинних порушень, 
дегенерації жовтої плями, респіраторних пору-
шень і пошкодження або захворювання спинного 
мозку. 

В одному варіанті здійснення, забезпечені нові 
молекули, які інгібують RTP801 і можуть бути ви-
користані для лікування різних захворювань і по-
казань. 

В іншому варіанті здійснення, даний винахід 
забезпечує спосіб лікування пацієнта, який страж-
дає мікросудинним порушенням, дегенерацією 
жовтої плями або респіраторним порушенням, що 
передбачає введення цьому пацієнту фармацев-
тичної композиції, яка містить інгібітор RTP801. 

Інший варіант здійснення даного винаходу 
стосується способу лікування пацієнта, який стра-
ждає ХОХЛ, що передбачає введення цьому паці-
єнту фармацевтичної композиції, яка містить тера-
певтично ефективну кількість інгібітору RTP801. В 
одному варіанті здійснення, цим інгібітором є мо-
лекула siRNA, антисмислова молекула, антитіло 
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(наприклад, нейтралізуюче антитіло), домінантно 
негативний пептид або рибозим. 

Інший варіант здійснення даного винаходу 
стосується способу лікування пацієнта, який стра-
ждає дегенерацією жовтої плями, що передбачає 
введення цьому пацієнту фармацевтичної компо-
зиції, яка містить терапевтично ефективну кіль-
кість інгібітору RTP801. В одному варіанті здійс-
нення цим інгібітором є молекула siRNA, 
антисмислова молекула, антитіло (наприклад, 
нейтралізуюче антитіло), домінантно негативний 
пептид або рибозим. 

Інший варіант здійснення даного винаходу 
стосується способу лікування пацієнта, який стра-
ждає мікросудинним порушенням, що передбачає 
введення цьому пацієнту фармацевтичної компо-
зиції, яка містить терапевтично ефективну кіль-
кість інгібітору RTP801. В одному варіанті здійс-
нення цим інгібітором є молекула siRNA, 
антисмислова молекула, антитіло (наприклад, 
нейтралізуюче антитіло), домінантно негативний 
пептид або рибозим. 

Додатковий варіант здійснення даного вина-
ходу забезпечує застосування терапевтично ефе-
ктивної кількості інгібітору RTP801 для приготу-
вання лікарського засобу для стимуляції 
видужання пацієнта, який страждає респіраторним 
порушенням. В одному варіанті здійснення цим 
респіраторним порушенням є ХОХЛ, а інгібітором 
є переважно siRNA. 

Додатковий варіант здійснення даного вина-
ходу забезпечує застосування терапевтично ефе-
ктивної дози інгібітору RTP801 для приготування 
лікарського засобу для стимуляції видужання паці-
єнта, який страждає дегенерацією жовтої плями. В 
одному варіанті здійснення дегенерацією жовтої 
плями є AMD, a інгібітором є переважно siRNA. 

Додатковий варіант здійснення даного вина-
ходу забезпечує застосування терапевтично ефе-
ктивної дози інгібітору RTP801 для приготування 
лікарського засобу для стимуляції видужання паці-
єнта, який страждає мікросудинним порушенням. 
В одному варіанті здійснення цим мікросудинним 
порушенням є діабетична ретинопатія, а інгібіто-
ром є переважно siRNA. 

Докладний опис винаходу 
Даний винахід, в деяких його варіантах здійс-

нення, стосується інгібування гена або поліпепти-
ду RTP801 для лікування очних хвороб, респірато-
рних порушень і мікросудинних порушень, inter 
alia. Як буде описано тут, переважними інгібітора-
ми для застосування з даним винаходом є біологі-
чні молекули. 

Не зв'язуючи себе теорією, автори даного ви-
находу виявили, що RTP801 бере участь в різних 
патологічних станах, в тому числі мікросудинних 
порушеннях, очних хворобах, респіраторних по-
рушеннях і пошкодженні і захворюванні кісткового 
мозку, і міг би бути корисним для інгібування 
RTP801 для лікування будь-якого з вказаних за-
хворювань або порушень. Способи, молекули і 
композиції, які інгібують RTP801, обговорюються 
тут детально, і будь-яка з вказаних молекул і/або 
композицій може бути з користю використана у 
лікуванні пацієнта, який страждає будь-яким з вка-
заних станів. 

Даний винахід забезпечує способи і композиції 
для інгібування експресії гена RTP801 in vivo. Зви-
чайно, цей спосіб включає введення олігорибонук-
леотидів, таких як малі інтерферуючі РНК (тобто 
siRNA), які націлені на конкретну мРНК і гібриди-
зуються з нею, або матеріалу нуклеїнових кислот, 
який може продукувати siRNA в клітині, в кількості, 
достатній для придушення експресії гена-мішені за 
допомогою механізму інтерференції РНК. Зокрема, 
спосіб, що розглядається, може бути використаний 
для інгібування гена RTP801 для лікування респі-
раторних порушень, мікросудинних порушень або 
очних порушень. 

Таким чином, в одному варіанті здійснення 
даний винахід забезпечує спосіб лікування пацієн-
та, який страждає мікросудинним порушенням, 
очною хворобою або респіраторним порушенням, 
що передбачає введення цьому пацієнту фарма-
цевтичної композиції, яка містить інгібітор RTP801, 
у терапевтично ефективній кількості, з тим, щоб 
таким чином лікувати пацієнта. Крім того, даний 
винахід забезпечує спосіб лікування пацієнта, який 
страждає мікросудинним порушенням, очною хво-
робою або респіраторним порушенням, що перед-
бачає введення цьому пацієнту фармацевтичної 
композиції, яка містить інгібітор RTP801, в дозі і 
протягом періоду часу, достатніх для стимуляції 
видужання. Очною хворобою може бути дегенера-
ція жовтої плями, наприклад, пов'язана з віком 
дегенерація жовтої плями (AMD), inter alia. 
Miкросудинним порушенням може бути діабетична 
ретинопатія або гостра ниркова недостатність, 
inter alia. Респіраторним порушенням може бути 
хронічна обструктивна хвороба легень (ХОХЛ), 
емфізема, хронічний бронхіт, астма і рак легені, 
inter alia. Інгібітор RTP801 може бути вибраний з 
великої різноманітності молекул, в тому числі, але 
не тільки, таких сполук, як полінуклеотиди, AS-
фрагменти (антисмислові фрагменти), молекули 
РНК, які націлені на мРНК гена RTP801, такі як 
рибозими або siRNA (такі як siRNA таблиць А-С і, 
зокрема, siRNA з номерами 14, 22, 23, 25, 27, 39, 
41, 42, 49 і 50 таблиці А), або які містять їх експре-
суючі вектори; поліпептиди, такі як домінантно 
негативні поліпептиди, антитіла (такі як антитіло, 
яке специфічно зв'язується з епітопом, присутнім в 
поліпептиді, який містить послідовні амінокислоти, 
послідовність яких подана на Фіг. 2 (SEQ ID 
NO:2)), або, у деяких випадках, ферменти. Крім 
того, інгібітором RTP801 може бути хімічний інгібі-
тор, такий як мала молекула, наприклад, хімічні 
молекули з низькою молекулярною масою, напри-
клад, з молекулярною масою, меншою, ніж 2000 
дальтон. Конкретні інгібітори RTP801 представлені 
нижче. 

Крім того, даний винахід забезпечує спосіб лі-
кування пацієнта, який страждає дегенерацією 
жовтої плями, XOXЛ або діабетичною ретинопаті-
єю, що передбачає введення цьому пацієнту фар-
мацевтичної композиції, яка містить терапевтично 
ефективну дозу інгібітору RTP801, що містить по-
лінуклеотид, який специфічно гібридизується з 
мРНК, яка транскрибується з гена RTP801, і/або 
придушує експресію гена RTP801 з тим, щоб таким 
чином лікувати пацієнта. Цим полінуклеотидом 
може бути siRNA, що містить послідовні нуклеоти-
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ди, які мають послідовність, ідентичну будь-яким з 
послідовностей, представлених в таблицях А-С 
(SEQ ID NO:3-344), і, зокрема, siRNA з номерами 
14, 22, 23, 25, 27, 39, 41, 42, 49, і 50 таблиці А. 

Крім того, додатковий варіант здійснення да-
ного винаходу стосується способу лікування паці-
єнта, який страждає мікросудинним порушенням, 
респіраторним порушенням або очною хворобою, 
який передбачає введення цьому пацієнту фарма-
цевтичної композиції, яка містить терапевтично 
ефективну дозу інгібітору RTP801, що містить мо-
лекулу siRNA, необов'язково молекулу siRNA, 
представлену в будь-який з таблиць А-С, в дозі і 
протягом періоду часу з тим, щоб таким чином 
лікувати пацієнта. 

Забезпечений додатковий спосіб лікування 
пацієнта, який страждає мікросудинним порушен-
ням, респіраторним порушенням або очною хво-
робою, що передбачає введення цьому пацієнту 
фармацевтичної композиції, яка містить терапев-
тично ефективну дозу молекули РНК, яка націлена 
на мРНК гена RTP801, в дозі і протягом періоду 
часу з тим, щоб таким чином лікувати пацієнта. 
Цією молекулою РНК може бути молекула siRNA, 
така як молекула siRNA, представлена в таблицях 
А-С, і, зокрема, siRNA з номерами 14, 22, 23, 25, 
27, 39, 41, 42, 49 і 50 таблиці А, або рибозим. 

Крім того, даний винахід забезпечує спосіб лі-
кування пацієнта, який страждає респіраторним 
порушенням, мікросудинним порушенням або оч-
ною хворобою або будь-яким з описаних тут ста-
нів, що передбачає введення пацієнту фармацев-
тичної композиції, яка містить терапевтично 
ефективну дозу молекули siRNA, яка націлена на 
мРНК гена RTP801, необов'язково молекули 
siRNA, представленої в таблицях А-С, в дозі і про-
тягом періоду часу з тим, щоб таким чином лікува-
ти пацієнта. Крім того, очною хворобою може бути 
дегенерація жовтої плями (AMD); мікросудинним 
порушенням може бути діабетична ретинопатія 
або гостра ниркова недостатність: респіраторним 
порушенням може бути ХОХЛ, і проявами ХОХЛ, 
що підлягають лікуванню, можуть бути, але не 
тільки, емфізема, хронічний бронхіт або і те, та 
інше. 

«Лікування захворювання» означає введення 
терапевтичної речовини, ефективної для змен-
шення симптомів, пов'язаних із захворюванням, 
для ослаблення тяжкості або лікування цього за-
хворювання або для попередження виникнення 
цього захворювання. 

«Терапевтично ефективною дозою» назива-
ють кількість фармацевтичної сполуки або фарма-
цевтичної композиції, яка є ефективною для дося-
гнення поліпшення у пацієнта або його 
фізіологічних системах, що включає, але що не 
обмежується ними, поліпшений коефіцієнт вижи-
ваності, більш швидке видужання або поліпшення 
або усунення симптомів, та інші показники, вибрані 
як придатні визначальні критерії фахівцями з ква-
ліфікацією в даній галузі. 

Способи лікування захворювань, описані тут і 
включені в даний винахід, можуть передбачати 
введення інгібітору RTP801 разом з додатковим 
інгібітором RTP801, речовиною, яка поліпшує фа-
рмакологічні властивості цього активного інгредіє-

нта, як детально описано нижче, або додатковою 
сполукою, про яку відомо, що вона є ефективною у 
лікуванні підлягаючого лікуванню захворювання, 
такого як дегенерація жовтої плями, ХОХЛ, ARF, 
DR, inter alia. Під виразом «разом з» мається на 
увазі: до, одночасно або після. Додаткова деталі-
зація зразкових об'єднаних терапій наведена ниж-
че. 

В іншому варіанті здійснення, даний винахід 
забезпечує застосування терапевтично ефектив-
ної дози інгібітору RTP801 для приготування лі-
карського засобу для стимуляції видужання паціє-
нта, який страждає дегенерацією жовтої плями, 
ХОХЛ, ARF, DR або будь-якою іншою очною хво-
робою, мікросудинним або респіраторним станом, 
детально описаним вище, і застосування терапев-
тично ефективної дози інгібітору RTP801 для при-
готування лікарського засобу для лікування вказа-
них захворювань і станів. В цьому варіанті 
здійснення, інгібітор RTP801 може містити поліну-
клеотид, який містить послідовні нуклеотиди, що 
мають послідовність, яка містить антисмислову 
послідовність відносно послідовності, поданої на 
Фіг. 1 (SEQ ID NO:1). Додатково, інгібітором 
RTP801 може бути експресуючий вектор, який міс-
тить полінуклеотид, що має послідовність, яка є 
антисмисловою послідовністю відносно послідов-
ності, представленої на Фіг. 1 (SEQ ID NO:1). Інгі-
бітором RTP801 відповідно до вказаних застосу-
вань може також бути антитіло, таке як 
нейтралізуюче антитіло, яке специфічно зв'язуєть-
ся з епітопом, присутнім в поліпептиді, який міс-
тить послідовні амінокислоти, послідовність яких 
представлена на Фіг. 2 (SEQ ID NO:2). Крім того, 
інгібітором RTP801 може бути молекула РНК, яка 
націлена на мРНК гена RTP801, необов'язково 
siRNA, необов'язково siRNA, що містить послідовні 
нуклеотиди, які мають послідовність, ідентичну 
будь-яким з послідовностей, представлених в таб-
лицях А-С (SEQ ID NO:3-344) і, зокрема, siRNA з 
номерами 14, 22, 23, 25, 27, 39, 41, 42, і 50 таблиці 
А, або рибозим. 

Таким чином, відповідно до описаної тут інфо-
рмації інгібітор RTP801, який повинен бути вико-
ристаний з будь-яким з описаних тут способів, в 
будь-якому з описаних тут застосувань, в будь-якій 
з описаних тут фармацевтичних композицій, може 
бути вибраний з групи, що складається з молекули 
siRNA, вектора, що містить молекулу siRNA, век-
тора, який може експресувати молекулу siRNA, і 
будь-якої молекули, яка ендогенно процесується в 
молекулу siRNA. Як детально описано тут, вказа-
ною молекулою siRNA є переважно siRNA, що міс-
тить послідовні нуклеотиди, які мають послідов-
ність, ідентичну будь-яким з послідовностей, 
представлених в таблицях А-С (SEQ ID NO:3-344), 
і, зокрема, siRNA з номерами 14, 22, 23, 25, 27, 39, 
41, 42, і 50 таблиці А. 

«Респіраторним порушенням» називають ста-
ни, захворювання або синдроми дихальної (респі-
раторної) системи, що включають, але що не об-
межуються ними, легеневі порушення всіх типів, в 
тому числі хронічну обструктивну хворобу легень 
(ХОХЛ), емфізему, хронічний бронхіт, астму і рак 
легені, inter alia. Емфізема і хронічний бронхіт мо-



33 92465 34 
 
 

 

жуть зустрічатись у вигляді частини ХОХЛ або 
незалежно. 

«Мікросудинним порушенням» називають 
будь-який стан, який впливає на мікроскопічні ка-
піляри і лімфатичні судини, зокрема, вазоспастичні 
захворювання, васкулітні захворювання і лімфати-
чні оклюзівні захворювання. Приклади мікросудин-
них порушень включають, inter alia: очні порушен-
ня, такі як сліпота скороминуща (емболічна або 
вторинна відносно системного червоного вовчака 
(SLE), apla-синдром, недостатність Prot CS і АТІІІ, 
мікросудинні патології, обумовлені IV-
застосуванням лікарських засобів, диспротеїне-
мію, скроневий артеріїт, передню ішемічну очну 
невропатію, ретробульбарний неврит (первинний 
або вторинний відносно аутоіммунних захворю-
вань), глаукому, синдром фон Гіппеля-Ліндау, кор-
неальне захворювання, відторгнення корнеально-
го трансплантату, катаракти, хворобу Ілза 
(ретинальний васкуліт), frosted branch angiitis, опе-
рацію стягування склери (при відшаруванні сітків-
ки), увеїт, в тому числі pars planitis, хороїдальну 
меланому, аплазію зорового нерва: ретинальні 
стани, такі як оклюзія ретинальної аретрії, оклюзія 
ретинальної вени, ретролетальна фіброплазія 
(синдром Террі), ВІЛ-ретипопатія, ретинопатія Пу-
рчера, ретинопатія системного васкуліту і аутоіму-
нних захворювань, діабетична ретинопатія, гіпер-
тонічна ретинопатія, радіаційна ретинопатія, 
оклюзія гілок ретинальної артерії або вени, ідіопа-
тичний ретинальний васкуліт, аневризми, нейро-
ретиніт, ретинальна емболізація, гострий ретина-
льний некроз, ретинохороїдопатія Бердшота, 
давне відшарування сітківки; системні стани, такі 
як цукровий діабет, діабетична ретинопатія (DR), 
пов'язані з діабетом мікросудинні патології (дета-
льно описані тут), синдроми підвищеної в'язкості, 
синдроми дуги аорти і очні ішемічні синдроми, ка-
ротидно-каверпозний свищ, розсіяний склероз, 
системний червоний вовчак, артеріоліт з аутоан-
титілом SS-A, гострий багатоосередковий гемора-
гічний васкуліт, васкуліт, що походить з інфекції, 
васкуліт, що походить з хвороби Бехчета, саркої-
доз, коагулопатії, невропатії, нефропатії, мікросу-
динні захворювання нирки та ішемічні мікросудинні 
стани, inter alia). 

Мікросудинні порушення можуть містити нео-
васкулярний елемент (елемент утворення нових 
судин). Термін «неоваскулярне порушення» озна-
чає стани, в яких утворення кровоносних судин 
(неоваскуляризація) є шкідливим для пацієнта. 
Приклади очної неоваскуляризації включають: 
ретинальні захворювання (діабетичну ретинопа-
тію, діабетичний набряк жовтої плями, хронічну 
глаукому, відшарування сітківки і серпасто-
клітинну ретинопатію); почервоніння радужки; 
проліферативну вітреоретинопатію; запальні за-
хворювання; хронічний увеїт; неоплазми (ретино-
бластому, псевдогліому і меланому); гетерохром-
ний іридоцикліт Фухса; неоваскулярну глаукому: 
корнеальну неоваскуляризацію (запальну, трансп-
лантаційну і пов'язану з розвитком гіпоплазію ра-
дужки); неоваскуляризацію після об'єднаної екто-
мії склоподібного тіла і ектомії кришталика: судинні 
захворювання (ретинальну ішемію, хороїдальну 
судинну недостатність, хороїдальний тромбоз та 

ішемію сонної артерії); неоваскуляризацію зорово-
го нерва; і неоваскуляризацію внаслідок проник-
нення в око або пошкодження ока внаслідок удару 
(контузії). Всі ці неоваскулярні стани можуть ліку-
ватись з використанням сполук і фармацевтичних 
композицій даного винаходу. 

«Очною хворобою» називають стани, захво-
рювання або синдроми ока, що включають, але що 
не обмежуються ними, будь-які стани, що включа-
ють хороїдальну неоваскуляризацію (CNV), вологу 
і суху AMD, синдром гістоплазмозу ока, ангіоїдні 
смуги сітківки, розриви в оболонці Бруха (базаль-
ній пластинці), міонічну дегенерацію, очні пухлини, 
ретинальні дегенеративні захворювання і оклюзію 
ретинальної вени (RVO). Деякі описані тут стани, 
такі як DR, які можуть лікуватись згідно зі спосо-
бами даного винаходу, розглядались або як мікро-
судинне порушення, або як очна хвороба, або і те, 
та інше, у представлених тут визначеннях. 

«Геном RTP801» називають відкриту рамку 
зчитування кодуючої RTP801 послідовності, пока-
зану на Фіг. 1 (SEQ ID NO:1), або її будь-яку гомо-
логічну послідовність, що переважно має щонай-
менше 70% ідентичність, більш переважно 80% 
ідентичність, навіть більш переважно 90% або 
95% ідентичність. Це включає будь-які послідов-
ності, зроблені з SEQ ID NO:1, які були піддані 
мутаціям, змінам або модифікаціям, описаним тут. 
Таким чином, в переважному варіанті здійснення 
RTP801 кодується послідовністю нуклеїнової кис-
лоти, відповідною SEQ ID NO:1. У даний винахід 
входять також нуклеїнові кислоти, які є тільки ком-
плементарними та ідентичними, відповідно, части-
ні нуклеїнової кислоти, що кодує RTP801, перева-
жно у вигляді першого ланцюга, і перший ланцюг є 
звичайно більш коротким, ніж нуклеїнова кислота 
відповідно до даного винаходу. Повинно бути та-
кож зрозуміло, що на основі амінокислотної послі-
довності RTP801 будь-яка послідовність нуклеїно-
вої кислоти, що кодує таку амінокислотну 
послідовність, може бути представлена фахівцем 
з кваліфікацією в даній галузі на основі генетично-
го коду. Однак внаслідок здогадного механізму дії 
нуклеїнових кислот за даним винаходом, найбільш 
переважно, щоб нуклеїнова кислота, яка кодує 
RTP801, переважно його мРНК, була нуклеїновою 
кислотою, присутньою в організмі, тканині і/або 
клітині, відповідно, в якій повинна бути зменшена 
експресія RTP801. 

«Поліпептидом RTP801» називають поліпеп-
тид гена RTP801, і, як це зрозуміло, цей термін 
включає, для цілей даного винаходу, терміни 
«RTP779», «REDD1», «Ddit4», «FLJ20500», «Dig2» 
і «PRF1», одержані з будь-якого організму, необо-
в'язково людини, їх сплайсингові варіанти і фраг-
менти, що зберігають біологічну активність, і їх 
гомологи, що переважно мають щонайменше 70%, 
більш переважно щонайменше 80%, навіть більш 
переважно щонайменше 90% або 95% гомологію з 
ним. Крім того, передбачається, що цей термін 
включає поліпептиди, які походять з мінорних змін 
в кодуючій послідовності RTP801, таких як, inter 
alia, точкові мутації, заміни, делеції та інсерції, які 
можуть викликати відмінність в небагатьох аміно-
кислотах між одержаним поліпептидом і RTP801, 
що природно зустрічається. Поліпептиди, що ко-
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дуються послідовностями нуклеїнових кислот, які 
зв'язуються з кодуючою послідовністю або геном-
ною послідовністю RTP801 в умовах гібридизації 
високої суворості, які добре відомі в даній галузі 
(наприклад, див. Ausubel et al., Current Protocols in 
Molecular Biology. Johm Wiley and Sons. Baltimore. 
Maryland (1988), доповнені в 1995 і 1998 роках), 
також охоплені цим терміном. У цей термін вклю-
чені також хімічно модифікований RTP801 або 
хімічно модифіковані фрагменти RTP801, поки 
зберігається біологічна активність. RTP801 пере-
важно має або містить амінокислотну послідов-
ність, відповідну SEQ ID NO:2. Зрозуміло, що мо-
жуть бути відмінності в цій амінокислотній 
послідовності серед різних тканин організму або 
серед різних організмів одного виду або серед 
різних видів, до яких нуклеїнова кислота за даним 
винаходом може бути застосована в різних варіан-
тах здійснення даного винаходу. Однак на основі 
забезпечених тут технічних описів відповідна пос-
лідовність може бути врахована відповідним чи-
ном при конструюванні будь-якої з нуклеїнових 
кислот за даним винаходом. Конкретні фрагменти 
RTP801 включають амінокислоти 1-50, 51-100, 
101-150, 151-200 і 201-232 послідовності, показа-
ної на Фіг. 2. Додаткові конкретні фрагменти 
RTP801 включають амінокислоти 25-74, 75-124, 
125-174, 175-224 і 225-232 послідовності, показа-
ної на Фіг. 2. 

RTP801 означає в даному контексті білок, опи-
саний, серед інших, в WO 99/09046. RTP801, який 
також називають RTP801, був описаний як транск-

рипційна мішень HIF-1 , Shoshani T et al. 
(Shoshani et al., 2002, Mol Cell, 22, 2283-93). Крім 
того, дослідження Ellisen et al. (Ellisen et al., Mol 
Cell, 10, 995-1005) ідентифікували RTP801 як р53-
залежний ген реакції пошкодження ДНК і як р63-
залежний ген, що бере участь в диференціюванні 
епітелію. RTP801 також відображає тканеспецифі-
чний характер члена р63 сімейства р53, є ефекти-
вним подібно ТР 63 або в доповнення до ТР 63, є 
інгібітором диференціювання in vitro і бере участь 
в регуляції молекулярних частинок активного кис-
ню. Крім того, RTP801 є чутливим до чутливого до 
гіпоксії фактора транскрипції, що індукується гіпок-
сією фактору 1 (HIF-1) і є звичайно позитивно ре-
гульованим під час гіпоксії як in vitro, так і in vivo в 
моделі ішемічного інсульту тварини. RTP801 фун-
кціонує, мабуть, в регуляції молекулярних части-
нок активного кисню (ROS), і рівні ROS і зменшена 
чутливість до окислювального стресу збільшують-
ся після ектопічної експресії RTP801 (Ellisen et al. 
Supra; Shoshani et al. 2002, supra). Переважно, 
RTP801 є біологічно активним білком RTP801, 
який переважно виявляє щонайменше одну з цих 
характеристик, переважно дві або більше і най-
більш переважно кожну і будь-яку з цих характе-
ристик. 

Спорідненим RTP801 геном є RTP801L, також 
названий "REDD2", і він був виявлений авторами 
даного винаходу, RTP801L є гомологічним RTP801 
і реагує схожим чином на окислювальний стрес: 
таким чином, RTP801L, можливо, володіє деякими 
схожими функціями з RTP801. 

Не зв'язуючи себе теорією, автори вважають, 
що RTP801, будучи стресом, що індукується біл-

ком (який відповідає на гіпоксію, окислювальний 
стрес, термічний стрес, ER-стрес), є фактором, 
діючим в тонкій настройці реакції клітин на пору-
шення балансу енергії. Як такий, він є мішенню, 
придатною для лікування будь-якого захворюван-
ня, в якому клітини повинні бути врятовані від апо-
птозу внаслідок стресових умов (наприклад, за-
хворювань, що супроводжуються загибеллю 
нормальних клітин), або в якому клітини, які адап-
товані до стресових умов внаслідок змін в експре-
сії RTP801, повинні бути вбиті. В останньому ви-
падку, RTP801 може розглядатись як фактор 
виживаності для ракових клітин, і його інгібітори 
можуть лікувати рак у вигляді монотеранії або у 
вигляді сенсибілізуючих лікарських засобів в ком-
бінації з хіміотерапією або променевою терапією. 

Термін «полінуклеотид» означає будь-яку мо-
лекулу, що складається з ДНК-нуклеотидів, РНК-
нуклеотидів або комбінації обох типів, тобто яка 
містить дві або більше з основ гуанідину, цитози-
ну, тимідину, аденіну, урацилу або інозину, inter 
alia. Полінуклеотид може включати природні нук-
леотиди, хімічно модифіковані нуклеотиди і синте-
тичні нуклеотиди або їх хімічні аналоги. Цей термін 
включає «олігонуклеотиди» і включає «нуклеїнові 
кислоти». 

Термін «амінокислота» стосується молекули, 
яка складається з будь-якої з 20 амінокислот, що 
природно зустрічаються, амінокислот, які були 
хімічно модифіковані (див. нижче) або синтетичних 
амінокислот. 

Термін «поліпептид» стосується молекули, яка 
складається з двох або декількох амінокислотних 
залишків. Цей термін включає пептиди, поліпепти-
ди, білки і пептидоміметики. 

«Пептидоміметик» є сполукою, яка містить не-
пептидні структурні елементи, що здатна імітувати 
біологічну дію (дії) природного вихідного пептиду. 
Деякі з класичних пептидних характеристик, таких 
як пептидні зв'язки, що ферментативно розріза-
ються, звичайно не присутні в пептидоміметику. 

Під терміном «домінантно негативний пептид» 
мають на увазі поліпептид, що кодується кДНК-
фрагментом, який кодує частину білка (див. 
Herskowitz I.: Functional inactivation of genes by 
dominant negative mutations. Nature. 1987 Sep 17-
23; 329(6136):219-22. Review: Roninson IB et aІ., 
Genetic suppressor elements: new tools for molecular 
oncology thirteenth Cornelius P. Rhoads Memorial 
Award Lecture. Cancer Res. 1995 Sep 15; 
55(18):4023). Цей пептид може мати функцію, яка 
відрізняється, у порівнянні з білком, з якого він 
зроблений. Він може взаємодіяти з повним білком 
та інгібувати його активність або він може взаємо-
діяти з іншими білками та інгібувати їх активність у 
відповідь на повнорозмірний (вихідний) білок. До-
мінантно негативний означає, що цей пептид зда-
тний подолати природний вихідний білок та інгібу-
вати його активність, додаючи цій клітині відмінну 
властивість, таку як резистентність або сенсибілі-
зацію відносно смерті або будь-якого клітинного 
фенотипу, який представляє інтерес. Для терапев-
тичного втручання цей пептид сам може доставля-
тись як активний інгредієнт фармацевтичній ком-
позиції або ця кДНК може бути доставлена в 
клітину з використанням відомих способів. 
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Одержанні пептидів і поліпептидів 
Поліпептиди можуть бути одержані з викорис-

танням декількох способів, наприклад: 
1) Синтетично: 
Синтетичні поліпептиди можуть бути одержані 

з використанням комерційно доступного приладу з 
використанням відомої послідовності RTP801 або 
її частини. 

2) Рекомбінантні способи: 
Переважний спосіб одержанні поліпептидів 

RTP801 або їх фрагментів полягає в клонуванні 
полінуклеотиду, що містить кДНК гена RTP801, в 
експресуючий вектор і культивуванні клітини, яка 
несе цей вектор, таким чином, щоб експресувати 
поліпептид, що кодується, і потім очищенні одер-
жаного поліпептиду, причому все виконується з 
використанням способів, відомих в даній галузі, як 
описано, наприклад, в Marshak et al., "Strategies for 
Protein Purification and Characterization. A laboratory 
course manual." CSHL Press (1996). (Крім того, див. 
Bibl Haematol. 1965; 23:1165-74 Appl Microbiol. 
1967 Jul: 15(4):851-6: Can. J. Biochem. 1968 May; 
46(5):441-4: Biochemistrty. 1968 Jul; 7(7):2574-80: 
Arch Biochem Biophys. 1968 Sep 10; 126(3):746-72: 
Biochem Biophys Res Commun. 1970 Feb 20: 
38(4):825-30). 

Цей експресуючий вектор може включати 
промотор для регуляції транскрипції гетерологіч-
ного матеріалу, і цей промотор може бути консти-
тутивним або індуцибельним промотором, щоб 
зробити можливою селективну транскрипцію. Не-
обов'язково можуть бути включені енхансери, які 
можуть вимагатись для одержання необхідних 
рівнів транскрипції. Цей експресуючий вектор мо-
же також включати ген для відбору. 

Вектори можуть бути введені в клітини або 
тканини будь-яким з різноманітних способів, відо-
мих в даній галузі. Такі способи можуть бути знай-
дені звичайно в Sambrook et al., Molecular Cloning: 
A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, 
New York (1989, 1992), в Ausubel et al., Current 
Protocols in Molecular Biology, Johm Wiley and Sons. 
Baltimore, Maryland (1989), Vega et al., Gene 
Targeting, CRC Press, Ann Arbor, Ml (1995), Vectors: 
A Survey of Molecular Cloning Vectors and Their 
Uses, Butterworths.,Boston MA (1988) і Gilboa et al., 
(1986). 

3) Очищення з природних джерел: 
Поліпептид RTP801, або його фрагменти, що 

природно зустрічаються, можуть бути очищені з 
природних джерел (таких як тканини) з викорис-
танням багатьох способів, відомих фахівцеві зі 
звичайною кваліфікацією в даній галузі, таких як, 
наприклад: імунопреципітація анти-RTP801-
антитілом або афінна хроматографія з матриксом, 
пов'язаним з будь-якою молекулою, про яку відо-
мо, що вона зв'язує RTP801. 

Очищення білка виконують, як відомо в даній 
галузі і як описано, наприклад, в Marschak et al., 
''Strategies for Protein Purification and 
Characterization. A laboratory course manual." CSHL 
Press (1996). 

Під «біологічним ефектом RTP801» або «біо-
логічною активністю RTP801» мають на увазі дію 
RTP801 в респіраторних порушеннях, яка може 
бути прямою або посередньою, і включає, без 

зв'язування теорією, дію RTP8013 на апоптоз аль-
веолярних клітин, індукований гіпоксічними або 
гіпероксичними умовами. Посередня дія включає, 
але не обмежується ними, зв'язування RTP801 з 
однією з декількох молекул або дію на одну з декі-
лькох молекул, які беруть участь в каскаді транс-
дукції сигналу, що приводить до апоптозу. 

«Апоптозом» називають фізіологічний тип 
смерті клітин, який виникає з активації деяких клі-
тинних механізмів, тобто смерті, яка регулюється 
апаратом клітини. Апоптоз може, наприклад, бути 
результатом активації апарату клітини зовнішнім 
пусковим механізмом, наприклад, цитокіном або 
анти-FАS-антитілом, який приводить до смерті 
клітин, або внутрішнім сигналом. Термін «запрог-
рамована смерть клітин» може бути також викори-
станий взаємозамінно з «апоптозом». 

«Пов'язане з апоптозом захворювання» озна-
чає захворювання, етіологія якого пов'язана або 
повністю, або частково, з процесом апоптозу. Це 
захворювання може бути викликане або порушен-
ням функції апоптотичного процесу (наприклад, у 
випадку раку або аутоімунного захворювання), або 
підвищеною активністю апоптотичного процесу 
(наприклад, у випадку деяких нейродегенератив-
них захворювань). Багато які захворювання, в яких 
бере участь RTP801, є пов'язаними з апоптозом 
захворюваннями. Наприклад, апоптоз є важливим 
механізмом в сухій AMD, за допомогою якого має 
місце повільна атрофія фоторецепторних і епіте-
ліальних клітин, яка містять пігементи, передусім в 
центральному (макулярному) районі сітківки. Ней-
роретинальний апоптоз є також важливим механі-
змом в діабетичній ретинопатії. 

«Інгібітор» є сполукою, яка здатна інгібувати 
активність гена або продукту такого гена до міри, 
достатньої для досягнення біологічного або фізіо-
логічного ефекту. «Інгібітор RTP801» є сполукою, 
яка здатна інгібувати активність гена RTP801 або 
продукту гена RTP801, зокрема, гена або продукту 
гена RTP801 людини. Такі інгібітори включають 
речовини, які впливають на транскрипцію або тра-
нсляцію цього гена, а також речовини, які вплива-
ють на активність продукту цього гена. Інгібітор 
RTP801 може бути також інгібітором промотора 
RTP801. Приклади таких інгібіторів можуть вклю-
чати, inter alia: полінуклеотиди, такі як AS-
фрагменти (антисмислові фрагменти), мала інте-
рферуюча РНК (siRNA) або вектори, які їх містять: 
поліпептиди, такі як домінантно негагивні пептиди, 
антитіла і ферменти; каталітичні РНК, такі як рибо-
зими; і хімічні молекули з низькою молекулярною 
масою, наприклад, молекулярною масою нижче 
2000 дальтон. Конкретні інгібітори RTP801 наве-
дені нижче. 

«Експресуючий вектор» є вектором, який має 
здатність включення в чужорідну клітину і експресії 
гетерологічних фрагментів ДНК в чужорідній кліти-
ні. Багато які прокаріотичні і еукаріотичні експре-
суючі вектори знаходяться в рамках кваліфікації 
фахівців в даній галузі. 

Термін «антитіло» стосується антитіла IgG, 
IgM, IgD, IgA i IgH, inter alia. Це визначення вклю-
чає поліклональні антитіла або моноклональні 
антитіла. Цей термін стосується цілих антитіл або 
фрагментів антитіл, які містять антигензв'язуваль-
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ний домен, наприклад, антитіл без Fc-частини, 
одноланцюгових антитіл, мініантитіл, фрагментів, 
що складаються по суті тільки з варіабельного 
антигензв'язувального домену антитіла, і т.д. Тер-
мін «антитіло» може також стосуватись антитіл 
проти полінуклеотидних послідовностей, одержа-
них вакцинацією кДНК. Цей термін включає також 
фрагменти антитіл, які зберігають здатність селек-
тивного зв'язування з їх антигеном або рецепто-
ром, і прикладами їх є, inter alia: 

(1) Fab, фрагмент, який містить одновалент-
ний антигензв'язувальний фрагмент молекули 
антитіла, який може бути одержаний розщеплен-
ням цілого антитіла ферментом папаїном з одер-
жанням легкого ланцюга і частини важкого ланцю-
га: 

(2) F(ab')2, фрагмент антитіла, який може бути 
одержаний обробкою цілого антитіла ферментом 
пепсином без подальшого відновлення; F(ab')2 є 
димером двох Fab-фрагментів, які утримуються 
разом двома дисульфідними зв'язками: 

(3) Fv, який визначається як генетично сконст-
руйований фрагмент, що містить варіабельну ді-
лянку важкого ланцюга, експресовану у вигляді 
двох ланцюгів; і 

(4) Одноланцюгове антитіло (SCA), що визна-
чається як генетично сконструйована молекула, 
яка містить варіабельну ділянку легкого ланцюга і 
варіабельну ділянку важкого ланцюга, пов'язані 
придатним поліпептидним лінкером у вигляді зли-
тої одноланцюгової молекули. 

Під терміном «епітоп» в контексті даного вина-
ходу мають на увазі, антигенну детермінанту на 
антигені, з якою зв'язується антитіло. Епітопні де-
термінанти звичайно складаються з хімічно актив-
них поверхневих групувань молекул, таких як амі-
нокислоти або цукрові бічні ланцюги, і звичайно 
мають специфічні структурні характеристики, а 
також специфічні характеристики зарядів. 

Одержання анти-RTP801-антитіл 
Антитіла, які зв'язуються з RTP801 або зроб-

леним з нього фрагментом, можуть бути одержані 
з використанням інтактного поліпептиду або фраг-
ментів, що містять менші поліпептиди, як імунізую-
чий антиген. Наприклад, може бути бажаним оде-
ржання антитіл, які специфічно зв'язуються з N-
кінцевим або С-кінцевим або будь-якими іншими 
придатними доменами RTP801. Поліпептид, що 
використовується для імунізації тварини, може 
бути зроблений з трансльованої кДНК або одер-
жаний хімічним синтезом і може бути необов'язко-
во кон’югований з білком-носієм. Такі носії, що 
звичайно використовуються, які хімічно пов'язані з 
поліпептидом, включають гемоціанін фісуреллі 
(KLH), тироглобулін, бичачий сироватковий аль-
бумін (БСА) і правцевий токсоїд. Потім цей пов'я-
заний поліпептид використовують для імунізації 
тварини. 

Якщо бажано, поліклональні або моноклона-
льні антитіла можуть бути додатково очищені, на-
приклад, зв'язуванням з матриксом і елюцією з 
матриксу, з яким пов'язаний поліпептид або пеп-
тид, до якого були індуковані антитіла. Фахівцям з 
кваліфікацією в даній галузі відомі різні способи, 
звичайні в імунології, для очищення і/або концент-
рування поліклональних, а також моноклональних 

антитіл (Coligan et al., Unit 9, Current Protocols in 
Immunology. Wiley Interscience. 1994). 

Способи одержання антитіл всіх типів, в тому 
числі фрагментів, відомі в даній галузі (див., на-
приклад, Harlow and Lane. "Antibodies: A Laboratory 
Manual", Cold Spring Harbor Laboratory, New York 
(1988)). Способи імунізації, в тому числі всі необ-
хідні стадії приготування імуногену у придатному 
ад'юванті, визначення зв'язування антитіл, виді-
лення антитіл, способи одержання моноклоиаль-
них антитіл і гуманізації моноклональних антитіл, є 
відомими кваліфікованому фахівцеві в даній галу-
зі. 

Антитіла можуть бути гуманізованими антиті-
лами або антитілами людини. Антитіла можуть 
бути гуманізовані різними способами, відомими в 
даній галузі, в тому числі CDR-трансплантацією 
(ЕР239400: Публікація РСТ WO 91/09967; US па-
тенти з номерами 5225539; 5530101 і 5585089), 
облицюванням або зміною поверхні (ЕР 592106; 
ЕР 519596; Padlan, Molecular Immunology 
28(4/5):489-498 (1991); Studnicka et al., Protein 
Ingineering 7(6):805-814 (1994); Roguska et al., 
PNAS 91:969-973 (1994)) і перетасовуванням лан-
цюга (Патент США з номером 5565332). 

Моноклональні антитіла за визначенням вклю-
чають антитіла, одержані з одного виду (такі як 
мишачі, кролячі, козячі, щурячі антитіла і антитіла 
людини і т.д.), а також антитіла, одержані з двох 
або більшої кількості видів, такі як химерні і гума-
нізовані антитіла. 

Повністю людські антитіла особливо бажані 
для терапевтичного лікування пацієнтів-людей. 
Антитіла людини можуть бути одержані різними 
способами, відомими в даній галузі, що включають 
способи фагового дисплею з використанням біблі-
отек антитіл, одержаних з послідовностей імуног-
лобулінів людини. Див. також Патенти США з но-
мерами 4444887 і 4716111 і Публікаціями РСТ WO 
98/46645, WO 98/50433, WO 98/24893, WO 
98/16654, WO 96/34096, WO 96/33735 і WO 
91/10741, кожна з яких включена тут як посилання 
в її повному об'ємі. 

Додаткова інформація відносно всіх типів ан-
титіл, в тому числі гуманізованих антитіл, антитіл 
людини і фрагментів антитіл може бути знайдена у 
WO 01/05998, яка включена тут як посилання в її 
повному об'ємі. 

Нейтралізуючі антитіла можуть бути одержані 
способами, що обговорюються вище, можливо, з 
додатковою стадією скринінгу на нейтралізуючу 
активність, наприклад, з використанням аналізу 
виживаності. 

Терміни «хімічна сполука», «мала молекула», 
«хімічна молекула», «мала хімічна молекула» і 
«мала хімічна сполука» використовуються тут вза-
ємозамінно і стосуються хімічних частин молекул 
будь-якого конкретного типу, які можуть бути син-
тетично одержані або одержані з природних дже-
рел і звичайно мають молекулярну масу менше 
ніж 2000 дальтон, менше ніж 1000 дальтон, або 
навіть менше ніж 600 дальтон. 

Даний винахід стосується також функціональ-
них нуклеїнових кислот, що містять дволанцюгову 
структуру, їх застосування для приготування лі-
карського засобу, фармацевтичної композиції, яка 
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містить такі функціональні нуклеїнові кислоти, і 
способу лікування пацієнта. 

Гіпоксію вважають ключовим елементом в па-
тологічному механізмі цілого ряду захворювань, 
таких як інсульт, емфізема та інфаркт, які асоційо-
вані з субоптимальною доступністю кисню і реак-
ціями пошкодження тканин у відповідь на умови 
гіпоксії. У швидко зростаючих тканинах, в тому 
числі в пухлині, субоптимальна доступність кисню 
компенсується небажаним утворенням нових кро-
воносних судин (неоангіогенезом). Таким чином, 
щонайменше у випадку ракових захворювань зро-
стання судинної сітки є небажаним. 

У зв'язку з цим, інгібування ангіогенезу і зрос-
тання судин, відповідно, є предметом інтенсивних 
досліджень. Вже сьогодні є доступними декілька 
сполук, яка інгібують небажаний ангіогенез і зрос-
тання судин. Деякі з більш важливих сполук є спо-
луками, які інгібують VEGF і рецептор VEGF. В 
обох випадках, дія VEGF усувається або блоку-
ванням VEGF як такого, наприклад, з використан-
ням антитіл, направлених проти VEGF, таких як 
Genentech антитіло, що вивчається AVASTIN (мо-
ноклональне АВ, специфічне у відношенні VEGF) 
(Ferrara N., Endocr Rev. 2004 Aug; 25(4):581-611), 
або блокуванням відповідного рецептора, тобто 
рецептора VEGF (Traxler P; Cancer Res. 2004 Jul 
15: 64(14):4931-41; або Stadler WM et al., Clin 
Cancer Res. 2004 May 15; 10(10):3365-70). 

Однак, оскільки ангіогенез і зростання судин-
ної сітки є дуже істотними і життєво важливим 
процесом в будь-якій тварині і людині, дія цього 
типу сполук повинна бути сфокусована в конкрет-
ній ділянці, де ангіогенез і зростання судин є фак-
тично небажаним, що робить відповідне націлю-
вання і придатну доставку вирішальними у зв'язку 
з цим типом терапевтичного підходу. 

Таким чином, метою даного винаходу є забез-
печення додаткових засобів для лікування захво-
рювань, в яких бере участь зростання судинної 
сітки і ангіогенез, відповідно. 

Під «малою інтерферуючою РНК» (siRNA) ма-
ють на увазі молекулу РНК, яка зменшує або здій-
снює сайленсинг (запобігає експресії) гена/мРНК її 
ендогенної клітинної копії. Передбачається, що 
цей термін включає «інтерференцію РНК» (RNAi), 
Інтерференцією РНК (RNAi) називають процес 
послідовність-специфічного посттранскрипційного 
сайленсингу генів у ссавцях, опосередковуваного 
малими інтерферуючими РНК (siRNA) (Fire et al., 
1998, Nature 391, 806). Відповідний процес в рос-
линах звичайно називають специфічним посттран-
скрипційним сайленсингом генів або сайленсингом 
РНК, а також називають набуханням в грибах. Ре-
акція інтерференції РНК може представляти ендо-
нуклеазний комплекс, що містить siRNA, звичайно 
названий комплексом сайленсингу (RISC), що 
РНК-індукується, який опосередковує розщеплен-
ня одноланцюгової РНК, яка має послідовність, 
комплементарну антисмисловому ланцюгу цього 
siRNA-дуплексу. Розщеплення РНК-мішені може 
мати місце в середині району, комплементарного 
антисмисловому ланцюгу siRNA-дуплексу (Elbashir 
et al 2001, Genes Dev., 15, 188). Відносно нещода-
вньої інформації з цих термінів і передбачуваних 
механізмів див. Bernstein Ε., Denli AM., Hannon GJ: 

The rest is silence. RNA. 2001 Nov; 7(11): 1509-21; і 
Nishikura K.: A short primer on RNAi: RNA-directed 
RNA polymerase acts as a key catalyst. Cell. 2001 
Nov 16; 107(4)415-8. Приклади молекул siRNA, які 
можуть бути використані, наведені в таблицях А-С. 

В останні роки інтерференція РНК (RNAi) з'яв-
илась як один з найбільш ефективних способів 
інактивації генів (Nature Reviews, 2002. ν. 3. p. 737-
47; Nature, 2002. ν. 418, p. 244-51). Як один спосіб, 
він оснований на здатності молекул дволанцюго-
вої РНК (dsRNA) входити у специфічний білковий 
комплекс, де вона потім діє на комплементарну 
клітинну РНК-мішень і специфічно руйнує її. Більш 
детально, dsRNA розщеплюється на короткі (17-29 
п.н.) інгібіторні РНК (siRNA) РНК-азами типу III 
(DICER, Drosha, і т.д.) (Nature. 2001. ν. 409. p. 363-
6; Nature. 2003, 425, p. 415-9). Ці фрагменти і ком-
плементарні мРНК впізнаються специфічним біл-
ковим комплексом RISC. Весь процес кульмінуєть-
ся ендонуклеазним розщеплення мРНК-мішені 
(Nature Reviews, 2002, ν. 3, p. 737-47; Curr Opin Mol 
Ther. 2003 Jun; 5(3):217-24). 

Відносно опису, як конструювати і одержувати 
siRNA до відомих генів, див., наприклад, Chalk AM, 
Wahlestedt C, Sonnhammer EL. Improved and 
automated prediction of effective siRNA Biochem. 
Biophys. Res. Commun. 2004 Jim 18;319(1):264-74; 
Sioud M. Leirdal M., Potential design rules and 
enzymatic synthesis of siRNAs, Methods Mol Biol. 
2004;252:457-69; Levenkova N, Gu Q, Rux JJ.: Gene 
specific siRNA selector Bioinformatics. 2004 Feb 
12;2()(3):430-2. and Ui-Tei K, Naito Y, Takahashi F, 
Haraguchi T, Ohki-Hamazaki H, Juni А, Ueda R, 
Saigo K., Guidelines for the selection of highly 
effective siRNA sequences for mammalian and chick 
RNA interference Nucleic Acids Res. 2004 Feb 
9;32(3):936-48. Див. також Liu Υ, Braasch DA, Nulf 
CJ, Corey DR. Efficient and isoform-selecthe 
inhibition of cellular gene expression by peptide 
nucleic acids Biochemistry, 2004 Feb 24;43(7):1921-
7. Див. також РСТ publications WO 2004Ό15107 
(Atugen) and WO 02/44321 (Tuschl et al). and also 
Chiu YL. Rana TM. siRNA function in RNAi: a 
chemical modification analysis, RNA 2003 
Sep;9(9):1034-48 and US Patent Nos.5898031 and 
6107094 (Crooke) відносно одержання модифіко-
ваних/більш стабільних siRNA. 

Були також розроблені вектори на основі ДНК, 
здатні генерувати siRNA в клітинах. Цей спосіб 
звичайно включає транскрипцію коротких шпиль-
кових РНК, які ефективно процесуються з утво-
ренням siRNA в клітинах. Paddison et al. PNAS 
2002, 8:5515-5520; і Brummelkamp et al. Science 
2002, 296:550-553. Ці повідомлення описують спо-
соби генерування siRNA, здатних специфічно на-
цілюватись на численні ендогенно і екзогенно екс-
пресовані гени. 

Відносно доставки siRNA див., наприклад, 
Shen et al (FEBS letters 539: 111-114 (2003)), Xia et 
al., Nature Biotechnology 20: 1006-1010 (2002), 
Reich et al., Molecular Vision 9: 210-216 (2003), 
Sorensen et al. (J. Mol. Biol. 327: 761-766 (2003), 
Lewis et al., Nature Genetics 32: 107-108 (2002) and 
Simeoni et al., Nucleic Acids Research 31,11: 2717-
2724 (2003). siRNA нещодавно була успішно вико-
ристана для інгібування в приматах; відносно до-
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даткових подробиць див. Tolentino et al., Retina 
24(1) February 2004 pp. 132-138. 

siRNA даного винаходу 
Загальні описи siRNA даного винаходу 
Звичайно, siRNA, що використовуються в да-

ному винаході, містять рибонуклеїнову кислоту, 
що містить дволанцюгову структуру, причому ця 
дволанцюгова структура містить перший ланцюг і 
другий ланцюг, причому перший ланцюг містить 
перший сегмент суміжних нуклеотидів і вказаний 
перший сегмент є щонайменше частково компле-
ментарним нуклеїновій кислоті-мішені, а другий 
ланцюг містить другий сегмент суміжних нуклео-
тидів і вказаний другий сегмент є щонайменше 
частково ідентичним нуклеїновій кислоті-мішені, 
причому вказаний перший ланцюг і/або вказаний 
другий ланцюг містить множину груп модифікова-
них нуклеотидів, що мають модифікацію в поло-
женні 2', причому в кожній групі цього ланцюга 
модифіковані нуклеотиди фланковані на одній або 
на обох сторонах фланкуючою групою нуклеоти-
дів, причому фланкуючі нуклеотиди, які утворюють 
фланкуючу групу нуклеотидів, є або немодифіко-
ваними нуклеотидами, або нуклеотидами, що ма-
ють модифікацію, яка відрізняється від модифікації 
вищезазначених модифікованих нуклеотидів. Крім 
того, вказаний перший ланцюг і/або вказаний дру-
гий ланцюг може містити вказану множину моди-
фікованих нуклеотидів і може містити вказану 
множину груп модифікованих нуклеотидів. 

Група модифікованих нуклеотидів і/або група 
фланкуючих нуклеотидів може містити деяку кіль-
кість нуклеотидів, причому ця кількість нуклеотидів 
вибрана з групи, що складається з 1-10 нуклеоти-
дів. У зв'язку з будь-якими діапазонами, вказаними 
тут, повинно бути зрозуміло, що кожний діапазон 
включає будь-яке окреме ціле число між відповід-
ними числами, які використовуються для визна-
чення діапазону, в тому числі вказані два числа, 
які обмежують вказаний діапазон. Таким чином, в 
цьому випадку ця група містить один нуклеотид, 
два нуклеотиди, три нуклеотиди, чотири нуклеоти-
ди, п'ять нуклеотидів, шість нуклеотидів, сім нук-
леотидів, вісім нуклеотидів, дев'ять нуклеотидів і 
десять нуклеотидів. 

Розподіл модифікованих нуклеотидів вказано-
го першого ланцюга може бути таким же, що і роз-
поділ модифікованих нуклеотидів вказаного друго-
го ланцюга, і може бути зіставлений з розподілом 
вказаного другого ланцюга. Крім того, розподіл 
вказаного першого ланцюга може бути зміщений 
на один або декілька нуклеотидів відносно розпо-
ділу другого ланцюга. 

Модифікації, що обговорюються вище, можуть 
бути вибрані з групи, що складається з аміно, 
фтору, метокси, алкокси і алкілу. 

Дволанцюгова структура siRNA може бути за-
туплена на одній стороні або на обох сторонах. 
Більш конкретно, ця дволанцюгова структура може 
бути затуплена на стороні дволанцюгової структу-
ри, яка обмежена 5'-кінцем першого ланцюга і 3'-
кінцем другого ланцюга, або ця дволанцюгова 
структура може бути затуплена на стороні двола-
нцюгової структури, яка обмежена 3'-кінцем пер-
шого ланцюга і 5'-кінцем другого ланцюга. 

Крім того, щонайменше один з цих двох лан-
цюгів може мати виступ щонайменше одного нук-
леотиду на 5'-кінці; цей виступ може складатись з 
щонайменше одного дезоксирибонуклеотиду. Що-
найменше один з цих ланцюгів може також необо-
в'язково мати виступ з щонайменше одного нукле-
отиду на 3'-кінці. 

Довжина дволанцюгової структури цієї siRNA 
звичайно дорівнює приблизно 17-21 і більш пере-
важно 18-19 основ. Крім того, довжина вказаного 
першого ланцюга і/або довжина вказаного другого 
ланцюга може незалежно одна від одної бути виб-
рана з групи, що містить приблизно 15 основ - 
приблизно 23 основи, 17 основ 21 - основа і 18 або 
19 основ. 

Крім того, комплементарність між вказаним 
першим ланцюгом і нуклеїновою кислотою-
мішенню може бути абсолютною, або дуплекс, 
утворений між першим ланцюгом і нуклеїновою 
кислотою-мішенню може містити щонайменше 15 
нуклеотидів, де є одне помилкове спарювання або 
два помилкових спарювання між вказаним першим 
ланцюгом і нуклеїновою кислотою-мішенню, які 
утворюють вказану дволанцюгову структуру. 

У деяких випадках як перший ланцюг, так і 
другий ланцюг, кожний, містять щонайменше одну 
групу модифікованих нуклеотидів і щонайменше 
одну фланкуючу групу нуклеотидів, причому кожна 
група модифікованих нуклеотидів містить щонай-
менше один нуклеотид і кожна фланкуюча група 
нуклеотидів містить щонайменше один нуклеотид, 
причому кожна група модифікованих нуклеотидів 
першого ланцюга зіставляється з фланкуючою 
групою нуклеотидів на другому ланцюгу, причому 
найбільш кінцевий 5'-нуклеотид першого ланцюга 
є нуклеотидом групи модифікованих нуклеотидів, 
а найбільш 3'-кінцевий нуклеотид другого ланцюга 
є нуклеотидом фланкуючої групи нуклеотидів. Ко-
жна група модифікованих нуклеотидів може скла-
датись з єдиного нуклеотиду і/або кожна фланку-
юча група нуклеотидів може складатись з єдиного 
нуклеотиду. 

Крім того, може бути так, що на першому лан-
цюгу нуклеотид, який утворює фланкуючу групу 
нуклеотидів, є немодифікованим нуклеотидом, 
який розташований в 3'-напрямі відносно нуклео-
тиду, який утворює групу модифікованих нуклео-
тидів, а на другому ланцюгу нуклеотид, який утво-
рює групу модифікованих нуклеотидів, є 
модифікованим нуклеотидом, який розташований 
в 5'-напрямі відносно нуклеотиду, який утворює 
фланкуючу групу нуклеотидів. 

Крім того, перший ланцюг siRNA може містити 
вісім-дванадцять, переважно дев'ять-одинадцять, 
груп модифікованих нуклеоіидів, а другий ланцюг 
може містити сім-одинадцять, переважно вісім-
десять, груп модифікованих нуклеотидів. 

Перший ланцюг і другий ланцюг можуть бути 
пов'язані структурою петлі, яка може складатись з 
полімеру, що не є нуклеїновою кислотою, такого 
як, inter alia, поліетиленгліколь. Альтернативно, ця 
структура петлі може складатись з нуклеїнової 
кислоти. 

Крім того, 5'-кінець першого ланцюга siRNA 
може бути пов'язаний з 3'-кінцем другого ланцюга 
або 3'-кінець першого ланцюга може бути пов'яза-
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ний з 5'-кінцем другого ланцюга, причому вказаний 
зв'язок здійснюється через лінкер, який являє со-
бою нуклеїнову кислоту, що звичайно має довжину 
10-2000 нуклеооснов. 

Конкретні описи siRNA даного винаходу 
Даний винахід забезпечує сполуку, яка має 

структуру (структуру А): 
5' (N)x - Ζ 3' (антисмисловий ланцюг) 
3'Ζ' - (Νє)у 5' (смисловий ланцюг) 
де кожний N і Ν' означає рибонуклеотид, який 

може бути модифікованим або немодифікованим в 
його цукровому залишку, a (Ν)х і (Ν')у означає олі-
гомер, в якому кожний послідовний N або Ν' з'єд-
наний з наступним N або Ν' ковалентним зв'язком; 

де кожний з х і у означає ціле число 19-40: 
де кожний з Ζ і Ζ' може бути присутнім або бу-

ти відсутнім, але, якщо присутній, означає dTdТ і є 
ковалентно приєднаним на 3'-кінці ланцюга, в яко-
му він присутній; і 

де послідовність (Ν)х містить антисмислову 
послідовність відносно кДНК гена RTP801. 

Зокрема, даний винахід забезпечує вищезга-
дану сполуку, в якій послідовність (N)x містить од-
ну або декілька антисмислових послідовностей, 
присутніх в таблицях А, В і С. 

Зокрема, даний винахід забезпечує вищезга-
дану сполуку, де ковалентним зв'язком є фосфоді-
ефірний зв'язок, де х=у, переважно х=у=19, де Ζ і 
Ζ' обидва відсутні, де щонайменше один рибонук-
леотид є модифікованим в його цукровому залиш-
ку в положенні 2', де групою в положенні 2' є мето-
кси (2'-О-метил), де рибонуклеотиди, які 
чергуються, є модифікованими як в антисмисло-
вому, так і в смисловому ланцюгах і де рибонукле-
отиди на 5'- і 3'-кінцях антисмислового ланцюга є 
модифікованими в їх цукрових залишках, а рибо-
нуклеотиди на 5'- і 3'-кінцях смислового ланцюга є 
немодифікованими в їх цукрових залишках. 

Зокрема, siRNA, що використовується в дано-
му винаході, є олігорибонуклеотидом, де один ла-
нцюг містить послідовні нуклеотиди, які мають, від 
5' до 3', послідовність, представлену в SEQ ID 
NO:3-52 або в SEQ ID NO:103-174 або в SEQ ID 
NO:247-295 (які є смисловими ланцюгами), де 
множина основ можуть бути модифікованими, пе-
реважно 2-О-метил-модифікацією, або її гомолог, 
де змінена основа в сегменті до 2 нуклеотидів в 
кожному кінцевому районі. 

Крім того, даний винахід забезпечує спосіб лі-
кування пацієнта, який страждає респіраторним 
порушенням, очною хворобою, мікросудинним 
порушенням або пошкодженням або захворюван-
ням спинного мозку, що передбачає введення 
цьому пацієнту фармацевтичної композиції, яка 
містить сполуку вищезгаданої структури (А) (що 
має будь-які вищезазначені специфічні ознаки), в 
терапевтично ефективній кількості з тим, щоб та-
ким чином лікувати пацієнта. Крім того, даний ви-
нахід забезпечує застосування терапевтично ефе-
ктивної кількості вищезгаданої структури (А) (що 
має будь-які вищезазначені специфічні ознаки), 
для приготування лікарського засобу для стимуля-
ції видужання пацієнта, який страждає респіратор-
ним порушенням, очною хворобою, мікросудинним 
порушенням або пошкодженням або захворюван-
ням спинного мозку. 

Додатковий аспект даного винаходу забезпе-
чує фармацевтичну композицію, яка містить спо-
луку вищезгаданої структури (А) для лікування 
будь-якого зі згаданих тут захворювань і станів. 

Крім того, цей аспект забезпечує фармацевти-
чну композицію, яка містить дві або більше сполук 
вищезгаданої структури (А) для лікування будь-
якого зі згаданих тут захворювань і станів, причо-
му вказані дві сполуки можуть бути фізично зміша-
ні разом у фармацевтичній композиції в кількостях, 
які генерують однакову або корисну в іншому від-
ношенні активність, або можуть бути ковалентно 
або нековалентно пов'язані або з'єднані разом 
ліпкером нуклеїнової кислоти з довжиною в діапа-
зоні 2-100, переважно 2-50 або 2-30 нуклеотидів. 
Таким чином, такі молекули siRNA складаються з 
дволанцюгової структури нуклеїнової кислоти, 
описаної тут, причому дві послідовності siRNA, 
вибрані з таблиць А-С і переважно з таблиці A, 
SEQ ID NO:14, 22, 23, 25, 27, 39, 41, 42, 49 і 50, є 
ковалентно або нековалентно пов'язаними або 
з'єднаними разом ліпкером з утворенням тандем-
ної молекули siRNA. Такі тандемні молекули 
siRNA, що містять дві послідовності siRNA, будуть 
звичайно мати довжину з 38-150 нуклеотидів, 
більш переважно 38 або 40-60 нуклеотидів, і біль-
шу довжину, якщо в цю тандемну молекулу вклю-
чені більше ніж дві послідовності siRNA. Вважа-
ється, що такі тандемні молекули також є 
частиною даного винаходу, і додаткова інформа-
ція, що стосується їх, наведена нижче. 

Вказані об'єднані або тандемні структури ма-
ють ту перевагу, що токсичність і/або дії кожної 
siRNA, що не стосуються націлювання, є мінімізо-
ваними, тоді як ефективність є збільшеною. 

Зокрема, siRNA, які використовуються у Прик-
ладах, були модифіковані таким чином, що 2'-О-
Ме-група була присутньою на першому, третьому, 
п'ятому, сьомому, дев'ятому, одинадцятому, три-
надцятому, п'ятнадцятому, сімнадцятому і дев'ят-
надцятому нуклеотиді антисмислового ланцюга, 
причому та ж сама модифікація, тобто 2'-О-група, 
була присутньою на другому, четвертому, шосто-
му, восьмому, десятому, дванадцятому, чотирнад-
цятому, шістнадцятому і вісімнадцятому нуклеоти-
ді смислового ланцюга. Крім того, потрібно 
зазначити, що у випадку конкретних нуклеїнових 
кислот за даним винаходом перший сегмент є іде-
нтичним першому ланцюгу, а другий сегмент є 
ідентичним другому ланцюгу, і ці нуклеїнові кисло-
ти є також затупленими. siRNA була фосфорильо-
ваною, але очікується, що нефосфорильована 
версія може бути більш простою для одержання у 
великому масштабі, і було виявлено, що вказана 
нефосфорильована REDD14, названа REDD14NP, 
є точно такою же біологічно активною, що і 
REDD14, в моделі CNV (див. Приклад 6). Послідо-
вністю цієї siRNA, що використовується в експе-
риментах у Прикладах 6-8, є послідовність 
REDD14, тобто послідовність, що має внутрішнє 
посилання № 14 (див. таблицю А). 

Кінцевим районом цього олігонуклеотиду на-
зивають основи 1-4 і/або 16-19 в 19-мірних послі-
довностях (таблиці А і В нижче) і основи 1-4 і/або 
18-21 в 21-мірних послідовностях (таблиця С ниж-
че). 
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Додатково, siRNA, що використовуються в да-
ному винаході, є олігорибонуклеотидами, причому 
один ланцюг містить послідовні нуклеотиди, які 
мають, від 5'-кінця до 3'-кінця, послідовність, пред-
ставлену SEQ ID NO:53-102 або SEQ ID NO:175-
246 або SEQ ID NO:296-344 (антисмислові ланцю-
ги), або її гомолог, в якому змінена основа в сег-
менті до 2 нуклеотидів в кожному кінцевому райо-
ні. Таким чином, в конкретних аспектах цей 
олігонуклеотид містить дволанцгогову структуру, 
причому така дволанцюгова структура містить 
перший ланцюг і другий ланцюг, причому перший 
ланцюг містить перший сегмент суміжних нуклео-
тидів, а другий ланцюг містить другий сегмент су-
міжних нуклеотидів, причому цей перший сегмент 
є або комплементарним, або ідентичним послідо-
вності нуклеїнової кислоти, що кодує ген RTP801, 
причому другий сегмент є або ідентичним, або 
комплементарним послідовності нуклеїнової кис-
лоти, що кодує RTP801. Вказаний перший сегмент 
містить щонайменше 14 нуклеотидів, переважно 
щонайменше 18 нуклеотидів і навіть більш пере-
важно 19 нуклеотидів або навіть щонайменше 21 
нуклеотид. В одному варіанті здійснення цей пер-
ший сегмент містить приблизно 14-40 нуклеотидів, 
переважно приблизно 18-30 нуклеотидів, більш 
переважно приблизно 19-27 нуклеотидів і най-
більш переважно приблизно 19 нуклеотидів - 23 
нуклеотиди. В одному варіанті здійснення цей дру-
гий сегмент містить приблизно 14-40 нуклеотидів, 
переважно приблизно 18-30 нуклеотидів, більш 
переважно приблизно 19-27 нуклеотидів і най-
більш переважно приблизно 19 нуклеотидів - 23 
нуклеотиди або навіть приблизно 19 нуклеотидів -
21 нуклеотид. В одному варіанті здійснення пер-
ший нуклеотид першого сегмента відповідає нук-
леотиду послідовності нуклеїнової кислоти, що 
кодує RTP801, внаслідок чого останній нуклеотид 
цього першого сегмента відповідає нуклеотиду 
послідовності нуклеїнової кислоти, що кодує 
RTP801. В одному варіанті здійснення перший 
сегмент містить послідовність щонайменше 14 
суміжних нуклеотидів олігонуклеотиду, причому 
такий олігонуклеотид вибраний з групи, що скла-
дається з SEQ ID NO:3-344, переважно з групи, що 
містить олігонуклеотиди, які мають послідовність 
будь-якого з послідовних номерів 14, 22, 23, 25, 
27, 39, 41, 42, 49 і 50 в таблиці А. Додаткові описи 
молекул siRNA, що використовуються в даному 
винаході, можуть забезпечувати олігорибонуклео-
тид, в якому динуклеотид dTdT ковалентно приєд-
наний до 3'-кінця і/або щонайменше в одному нук-
леотиді цукровий залишок є модифікованим, 
можливо, модифікацією, що містить 2'-О-метил-
модифікацію. Крім того, 2'-ОН-група може бути 
замінена групою або частиною молекули, вибра-
ною з групи, що складається з -Н, -ОСН3, -
ОСН2СН3, -ОСН2СН2СН3, -NH2 і -F. Крім того, пе-
реважні сполуки даного винаходу, як описано ви-
ще, можуть бути фосфорильованими або нефос-
форильованими. 

Крім того, siRNA, що використовуються в да-
ному винаході, можуть бути олігорибонуклеоти-
дом, в якому в нуклеотидах, що чергуються, мо-
дифіковані цукри розташовані в обох ланцюгах. 
Конкретно, цей олігорибонуклеотид може містити 

один зі смислових ланцюгів, в якій цукор є немо-
дифікованим в 5'- і 3'-нуклеотидах, або один з ан-
тисмислових ланцюгів, в якому цукор модифікова-
ний в кінцевих 5'- і 3'-нуклеотидах. 

Крім того, додаткові нуклеїнові кислоти, які 
можуть бути використані в даному винаході, міс-
тять щонайменше 14 суміжних нуклеотидів будь-
якої з SEQ ID NO:3-344, і більш переважно 14 су-
міжних пар нуклеотидних основ на будь-якому 
кінці дволанцюгової структури, що складається з 
першого сегмента і другого сегмента, як описано 
вище. Фахівцеві з кваліфікацією в даній галузі по-
винно бути зрозуміло, що за наявності потенційної 
довжини нуклеїнової кислоти відповідно до даного 
винаходу і, зокрема, окремих сегментів, які утво-
рюють таку нуклеїнову кислоту відповідно до дано-
го винаходу, можливі деякі зміщення відносно ко-
дуючої послідовності гена RTP801, як показано в 
SEQ ID NO:1, в кожну сторону, причому такі змі-
щення можуть бути на 1, 2, 3, 4, 5 і 6 нуклеотидів в 
обох напрямах, причому генеровані таким чином 
дволанцюгові молекули нуклеїнових кислот будуть 
також знаходитись в рамках даного винаходу. 

Додатковий аспект даного винаходу стосуєть-
ся функціональної нуклеїнової кислоти, що містить 
дволанцюгову структуру, де така дволанцюгова 
структура містить 

перший ланцюг і другий ланцюг, причому 
перший ланцюг містить перший сегмент сумі-

жних нуклеотидів, а другий ланцюг містить другий 
сегмент суміжних нуклеотидів, причому 

цей перший сегмент є або комплементарним, 
або ідентичним послідовності нуклеїнової кислоти, 
що кодує RTP801, а другий сегмент є або ідентич-
ним, або комплементарним послідовності нуклеї-
нової кислоти, що кодує RTP801. 

В одному варіанті здійснення ця нуклеїнова 
кислота негативно регулюється RTP801, причому 
ця негативна регуляція RTP801 вибрана з групи, 
що складається з негативної регуляції функції 
RTP801, негативної регуляції білка RTP801 і нега-
тивної регуляції експресії мРНК RTP801. 

В одному варіанті здійснення перший сегмент 
містить щонайменше 14 нуклеотидів, переважно 
щонайменше 18 нуклеотидів і навіть більш пере-
важно 19 нуклеотидів. 

В одному варіанті здійснення перший сегмент 
містить приблизно 14-40 нуклеотидів, переважно 
приблизно 18-30 нуклеотидів, більш переважно 
приблизно 19-27 нуклеотидів і найбільш переваж-
но приблизно 19 нуклеотидів - 23 нуклеотиди. 

В одному варіанті здійснення другий сегмент 
містить приблизно 14-40 нуклеотидів, переважно 
приблизно 18-30 нуклеотидів, більш переважно 
приблизно 19-27 нуклеотидів і найбільш переваж-
но приблизно 19 нуклеотидів - 23 нуклеотиди. 

В одному варіанті здійснення перший нуклео-
тид першого сегмента відповідає нуклеотиду пос-
лідовності нуклеїнової кислоти, що кодує RTP801, 
причому останній нуклеотид першого сегмента 
відповідає нуклеотиду послідовності нуклеїнової 
кислоти, що кодує RTP801. 

В одному варіанті здійснення один сегмент мі-
стить послідовність з щонайменше 14 суміжних 
нуклеотидів послідовності нуклеїнової кислоти, 
причому така послідовність нуклеїнової кислоти 
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вибрана з послідовностей, описаних в таблицях А-
С, переважно з групи, що містить SEQ ID NO:53, 
66, 67, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 91, 92, 93, 94, 96, 101 і 
102, більш переважно вибраних з групи, що міс-
тить SEQ ID NO:66, 75, 79, 91, 94, 101 і 102, і най-
більш переважно вибраних з групи, що містить 
SEQ ID NO:66, 74, 75 і 79. 

В одному варіанті здійснення інший сегмент 
містить послідовність з щонайменше 14 суміжних 
нуклеотидів послідовності нуклеїнової кислоти, 
причому така послідовність нуклеїнової кислоти 
вибрана з послідовностей, описаних в таблицях А-
С, переважно з групи, що містить SEQ ID NO:3, 16, 
22, 23, 24, 25, 26, 27, 29, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 51 і 
52, більш переважно вибрана з групи, що містить 
SEQ ID NO:16, 24, 25, 29, 41, 44, 51 і 52, і найбільш 
переважно вибрана з групи, що містить SEQ ID 
NO:16, 24, 25 і 29. 

В одному варіанті здійснення 
перший сегмент має послідовність згідно з 

SEQ ID NO:53, а другий сегмент має послідовність 
згідно з SEQ ID NO:3: 

перший сегмент має послідовність згідно з 
SEQ ID NO:66, а другий сегмент має послідовність 
згідно з SEQ ID NO:16; 

перший сегмент має послідовність згідно з 
SEQ ID NO:67, а другий сегмент має послідовність 
згідно з SEQ ID NO:17: 

перший сегмент має послідовність згідно з 
SEQ ID NO:72, а другий сегмент має послідовність 
згідно з SEQ ID NO:22; 

перший сегмент має послідовність згідно з 
SEQ ID NO:73, а другий сегмент має послідовність 
згідно з SEQ ID NO:23; 

перший сегмент має послідовність згідно з 
SEQ ID NO:74, а другий сегмент має послідовність 
згідно з SEQ ID NO:24; 

перший сегмент має послідовність згідно з 
SEQ ID NO:75, а другий сегмент має послідовність 
згідно з SEQ ID NO:25; 

перший сегмент має послідовність згідно з 
SEQ ID NO:76, а другий сегмент має послідовність 
згідно з SEQ ID NO:26: 

перший сегмент має послідовність згідно з 
SEQ ID NO:77, а другий сегмент має послідовність 
згідно з SEQ ID NO:27; 

перший сегмент має послідовність згідно з 
SEQ ID NO:79, а другий сегмент має послідовність 
згідно з SEQ ID NO:29; 

перший сегмент має послідовність згідно з 
SEQ ID NO:91, а другий сегмент має послідовність 
згідно з SEQ ID NO:41; 

перший сегмент має послідовність згідно з 
SEQ ID NO:92, а другий сегмент має послідовність 
згідно з SEQ ID NO:42; 

перший сегмент має послідовність згідно з 
SEQ ID NO:93, а другий сегмент має послідовність 
згідно з SEQ ID NO:43: 

перший сегмент має послідовність згідно з 
SEQ ID NO:94, а другий сегмент має послідовність 
згідно з SEQ ID NO:44; 

перший сегмент має послідовність згідно з 
SEQ ID NO:95, а другий сегмент має послідовність 
згідно з SEQ ID NO:45; 

перший сегмент має послідовність згідно з 
SEQ ID NO:96, а другий сегмент має послідовність 
згідно з SEQ ID NO:46: 

перший сегмент має послідовність згідно з 
SEQ ID NO:101, а другий сегмент має послідов-
ність згідно з SEQ ID NO:51: і 

перший сегмент має послідовність згідно з 
SEQ ID NO:102, а другий сегмент має послідов-
ність згідно з SEQ ID NO:52. 

В одному варіанті здійснення перший сегмент 
має послідовність нуклеїнової кислоти, яка вибра-
на з групи, що містить SEQ ID NO:53, 66, 72, 73, 
74, 75, 76, 77, 79, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 101 і 102. 

Повинно бути зрозуміло, що, хоча терміни 
«перший» і «другий» сегмент використовуються 
разом з нуклеїновими кислотами даного винаходу, 
вони використовуються тільки для зручності, і 
будь-яка молекула нуклеїнової кислоти цього ви-
находу, яка описана як така, що має перший сег-
мент з послідовністю X і другий сегмент з послідо-
вністю Y, могла б бути також описана як така, що 
має перший сегмент з послідовністю Υ і другий 
сегмент з послідовністю X, поки є ясним, що один 
сегмент міститься в антисмисловому ланцюгу, 
який повинен бути антисмисловим відносно части-
ни кодуючої послідовності гена RTP801, а інший 
сегмент міститься в смисловому ланцюгу, який 
повинен бути компліментарним (хоча і не на 100% 
комплементарним) антисмисловому ланцюіу, від-
повідно до визначень і описів, представлених тут. 

В одному варіанті здійснення перший і/або 
другий ланцюг містить щонайменше виступ з од-
ного нуклеотиду на 3'-кінці, який є комплементар-
ним або ідентичним відповідному нуклеотиду пос-
лідовності нуклеїнової кислоти, що кодує RTP801. 

В одному варіанті здійснення перший і/або 
другий ланцюг містить виступ з 1-15 нуклеотидів 
на 3'-кінці, переважно перший і/або другий ланцюг 
містить виступ з 1-10 нуклеотидів на 3'-кінці, більш 
переважно перший і/або другий ланцюг містить 
виступ з 1-5 нуклеотидів на 3'-кінці, і найбільш пе-
реважно перший і/або другий ланцюг містить ви-
ступ з 1-2 нуклеотидів на 3'-кінці. 

В одному варіанті здійснення перший і/або 
другий ланцюг містить щонайменше виступ з од-
ного нуклеотиду, який відрізняється від відповідно-
го нуклеотиду послідовності нуклеїнової кислоти, 
що кодує RTP801. 

В одному варіанті здійснення перший ланцюг 
містить виступ з двох нуклеотидів, які відрізняють-
ся від відповідного нуклеотиду послідовності нук-
леїнової кислоти, що кодує RTP801. 

В одному варіанті здійснення перший ланцюг 
складається тільки з першого сегмента. 

В одному варіанті здійснення другий ланцюг 
складається тільки з другого сегмента. 

В одному варіанті здійснення перший сегмент 
і/або перший ланцюг містить рибонуклеотиди. 

В одному варіанті здійснення другий сегмент 
і/або другий ланцюг містить рибонуклеотиди. 

В одному варіанті здійснення перший сегмент 
і/або другий ланцюг складаються з рибонуклеоти-
дів. 

В одному варіанті здійснення деякі або все ці 
нуклеотиди є модифікованими. 
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В переважному варіанті здійснення така мо-
дифікація стосується нуклеооснови нуклеотиду, 
цукрової частини нуклеотиду і/або фосфатної час-
тини нуклеотиду. 

У більш переважному варіанті здійснення цією 
модифікацією є модифікація цукрової частини, і ця 
модифікація знаходиться в положенні 2', причому 
2'-ОН-група замінена групою або частиною моле-
кули, вибраною з групи, що містить -Н, -ОСН3, -
ОСН2СН3, -ОСН2СН2СН3, -NH2 і -F. 

В одному варіанті здійснення цією модифікаці-
єю є модифікація нуклеооснови, або модифікова-
на нуклеооснова вибрана з групи що містить іно-
зин, ксантин, гіпоксантин, 2-аміноаденін, 6-метил-, 
2-пропіл- та інші алкіладеніни, 5-галогенурацил, 5-
галогенцитозин, 5-галогеназацитозин, 6-
азацитозин, 6-азатимін, псевдоурацил, 4-
тіоурацил, 8-галогенаденін, 8-аміноаденін, 8-
тіоладенін, 8-тіоалкіладеніни, 8-гідроксиладенін та 
інші 8-заміщені аденіни, 8-галогенгуаніни, 8-
аміногуаніни, 8-тіолгуанін, 8-тіоалкілгуанін, 8-
гідроксилгуанін та інші заміщені гуаніни, інші аза- і 
деазааденіни, інші аза- і деазагуаніни, 5-
трифторметилурацил і 5-трифторцитозин. 

В одному варіанті здійснення цією модифікаці-
єю є модифікація фосфатної частини молекули, 
причому модифікована фосфатна частина вибра-
на з групи, що містить фосфотіоат. 

В одному варіанті здійснення перший сегмент 
і/або другий сегмент містить множину груп моди-
фікованих нуклеотидів, що мають модифікацію в 
положенні 2', причому в цьому сегменті кожна гру-
па модифікованих нуклеотидів фланкована на 
одній або на обох сторонах фланкуючою групою 
нуклеотидів, причому ці фланкуючі нуклеотиди, які 
утворюють фланкуючу групу нуклеотидів, є або 
немодифікованими нуклеотидами, або нуклеоти-
дами, що мають модифікацію, яка відрізняється 
від модифікації модифікованих нуклеотидів. 

У переважному варіанті здійснення перший се-
гмент і/або другий сегмент складається з рибонук-
леотидів. 

У більш переважному варіанті здійснення пе-
рший сегмент і другий сегмент містять множину 
груп модифікованих нуклеотидів. 

В одному варіанті здійснення перший сегмент 
містить вказану множину груп модифікованих нук-
леотидів. 

В одному варіанті здійснення другий сегмент 
містить вказану множину груп модифікованих нук-
леотидів. 

В одному варіанті здійснення кожна група мо-
дифікованих нуклеотидів і/або кожна група флан-
куючих нуклеотидів містить деяку кількість нуклео-
тидів, причому ця кількість нуклеотидів вибрана з 
групи, що містить 1 нуклеотид - 10 нуклеотидів. 

В одному варіанті здійснення перший сегмент 
містить перший розподіл модифікованих нуклео-
тидів, а другий сегмент містить другий розподіл 
модифікованих нуклеотидів. 

В одному варіанті здійснення перший розподіл 
є тим же самим розподілом, що і другий розподіл. 

В іншому варіанті здійснення перший розподіл 
зіставляється з другим розподілом. 

У переважному варіанті здійснення перший 
розподіл зміщений на один або декілька нуклеоти-
дів відносно другого розподілу. 

В одному варіанті здійснення кожна з груп мо-
дифікованих нуклеотидів складається з одного 
модифікованого нуклеотиду і кожна з груп флан-
куючих нуклеотидів складається з одного немоди-
фікованого нуклеотиду, що має модифікацію, яка 
відрізняється від модифікації модифікованих нук-
леотидів. 

У переважному варіанті здійснення модифіко-
ваний нуклеотид має групу ОМе в положенні 2'. 

У переважному варіанті здійснення фланкую-
чим нуклеотидом є рибонуклеотид, який має 2'-
ОН-групу. 

В одному варіанті здійснення перший сегмент 
починається з модифікованого нуклеотиду на 5'-
кінці і кожний інший нуклеотид цього сегмента є 
також модифікованим нуклеотидом, тоді як другий 
нуклеотид від 5'-кінця і кожний інший нуклеотид є 
немодифікованим нуклеотидом або нуклеотидом, 
що має модифікацію, яка відрізняється від моди-
фікації цього модифікованого нуклеотиду (модифі-
кованих нуклеотидів). 

В одному варіанті здійснення перший сегмент 
знаходиться в антисмисловій орієнтації відносно 
послідовності нуклеїнової кислоти, що кодує 
RTP801. 

Додатковий аспект даного винаходу стосуєть-
ся фармацевтичної композиції, яка містить нуклеї-
нову кислоту відповідно до першого аспекту дано-
го винаходу і/або вектор згідно з другим аспектом 
даного винаходу і переважно фармацевтично при-
йнятний носій; причому вказана композиція приз-
начена необов'язково для системного або місце-
вого застосування. 

В одному варіанті здійснення ця композиція 
призначена для лікування захворювання, причому 
це захворювання вибране з групи, що містить пух-
линні захворювання. 

У додатковому аспекті проблема, яка лежить в 
основі даного винаходу, вирішується з викорис-
танням способу профілактики і/або лікування паці-
єнта, потребуючого такого попередження і/або 
лікування, що передбачає введення нуклеїнової 
кислоти відповідно до даного винаходу і/або век-
тора відповідно до даного винаходу і/або компози-
ції відповідно до даного винаходу. 

У додатковому варіанті здійснення нуклеїнову 
кислоту відповідно до даного винаходу і/або век-
тор відповідно до даного винаходу використову-
ють для приготування лікарського засобу. Цей 
лікарський засіб може бути призначений для про-
філактики і/або лікування захворювання, причому 
таке захворювання вибране з групи, що містить 
пухлинні захворювання. Це пухлинне захворюван-
ня може бути вибране з групи, що містить солідні 
пухлини, метастатичні пухлини, в тому числі 
PTEN-негативні пухлини, пухлини, які є стійкими 
до лікарських засобів, і пухлини, в яких інгібування 
RTP801 може бути використано для сенсибілізації. 
Крім того, цим пухлинним захворюванням може 
бути пухлинне захворювання останньої стадії або 
це пухлинне захворювання може включати кліти-
ни, які є нечутливими до пухлинного супресора; 
вказаним пухлинним супресором може бути PTEN. 
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Додатковий аспект даного винаходу вирішу-
ється способом конструювання нуклеїнової кисло-
ти або скринінгу на нуклеїнову кислоту, яка прида-
тна для негативної регуляції RTP801, що 
передбачає наступні стадії: 

a) конструювання або скринінг нуклеїнової ки-
слоти, яка придатна для негативної регуляції 
RTP801; 

b) оцінку дефекту нуклеїнової кислоти відпові-
дно до будь-якого з вищезгаданих аспектів даного 
винаходу; 

c) порівняння дії нуклеїнової кислоти стадії а) з 
дією нуклеїнової кислоти стадії b). 

В одному варіанті здійснення цією дією є нега-
тивна регуляція RTP801. 

Додатковим аспектом даного винаходу є за-
стосування нуклеїнової кислоти за даним винахо-
дом як сенсибілізатора, зокрема, як сенсибілізато-
ра у лікуванні захворювання, причому таке 
захворювання вибране з групи, що містить пухли-
ну і, більш конкретно, пухлини, які є резистентними 
до лікування з використанням хіміотерапевтичних 
і/або радіотерапевтичних засобів. Додаткові за-
хворювання, для яких нуклеїнова кислота даного 
винаходу може служити як сенсибілізатор, описані 
тут. 

Дана заявка описує, що нуклеїнова кислота, 
яка містить дволанцюгову структуру, яка є специ-
фічною у відношенні RTP801, є відповідним засо-
бом інгібування ангіогенезу/зростанпя судинної 
сітки і підтікання судин (як з існуючої кровоносної 
сітки, так та зі зростаючої судинної сітки). Крім то-
го, ця заявка описує (без зв'язування теорією), що 
RTP801, будучи індукованим стресом білком (інду-
кованим гіпоксією, окислювальним стресом, теп-
ловим стресом, ER-стресом), є фактором, який діє 
в тонкій настройці реакції клітини на порушення 
балансу енергії. Таким чином, інгібування RTP801 
такою дволанцюговою нуклеїновою кислотою є 
придатним для лікування будь-якого захворюван-
ня, в якому клітини повинні бути врятовані від апо-
птозу внаслідок стресових умов (наприклад, за-
хворювань, що супроводжуються загибеллю 
нормальних клітин) або в якому клітини, адаптова-
ні до стресових станів внаслідок змін в експресії 
RTP801, повинні вбиватись (наприклад, пухлинні 
клітини). В останньому випадку, після інгібування 
RTP801 такою дволанцюговою нуклеїновою кисло-
тою фактор виживання з антиапоптотичною функ-
цією в гіпоксічних клітинах, більш конкретно, в гі-
поксічних ракових клітинах, стає неефективним, 
дозволяючи, отже, клітинам, позбавленим 
RTP801-опосередкованого захисту, перейти в 
апоптоз. Це може зустрічатись також, коли прису-
тні інші стимулюючі апоптоз фактори. Такі інші 
стимулюючі апоптоз фактори включають, серед 
інших, хіміотерапію і променеву терапію. Іншими 
словами, дволанцюгова нуклеїнова кислота відпо-
відно до даного винаходу може бути ефективною у 
лікуванні раку (як монотерапія), а також як додат-
кова терапія. 

Така дволанцюгова структура містить перший 
ланцюг і другий ланцюг, причому перший ланцюг 
містить перший сегмент суміжних нуклеотидів, а 
другий ланцюг містить другий сегмент суміжних 
нуклеотидів, причому цей перший сегмент є або 

комплементарним, або ідентичним послідовності 
нуклеїнової кислоти, що кодує ген RTP801, причо-
му другий сегмент є або ідентичним, або компле-
ментарним послідовності нуклеїнової кислоти, що 
кодує RTP801. Таким чином, з використанням, 
зокрема, RTP801 як мішені для такого типу двола-
нцюгової нуклеїнової кислоти можна також безпо-
середньо діяти на мішень в каскаді, що бере 
участь у зростанні і розвитку судинної сітки і ангіо-
генезі, відповідно, і, отже, відмінним шляхом у по-
рівнянні з шляхом, що використовується інгібіто-
рами VEGF, такими як антитіла до VEGF. Не 
бажаючи зв'язувати себе теорією, автори даного 
винаходу передбачають, що нуклеїнова кислота 
відповідно до даного винаходу може проявляти 
свою функцію в клітинах, які забезпечують фон, 
який бере участь або спостерігається у зв'язку з 
будь-яким захворюванням, при якому має місце 
небажаний, зокрема, індукований гіпоксією ангіо-
генез і/або зростання або розвиток судинної сітки. 
Це розуміння підтверджується виявленням того, 
що миші з нокаутом RTP801 не виявляють ніякого 
фенотипу, який відрізняється від фенотипу мишей 
дикого типу, при негіпоксічних станах. Тільки після 
індукції гіпоксії, як спостерігалось в патологічному 
стані, такому як, наприклад, пухлинне зростання, 
нокаут RTP801 приводить до патології, схожої з 
патологією, що спостерігається у людей, які стра-
ждають від цього типу захворювання. 

Повинно бути зрозуміло, що нуклеїнова кисло-
та відповідно до даного винаходу є переважно 
функціональною нуклеїновою кислотою. В даному 
контексті, термін функціональна нуклеїнова кисло-
та переважно означає нуклеїнову кислоту, функція 
якої відрізняється від функції бути активною в клі-
тині як матриця для транскрипції будь-якої гетеро-
генної ядерної РНК (гяРНК), мРНК або іншого про-
дукту транскрипції, причому або вказана гяРНК, 
мРНК або будь-який інший продукт транскрипції, 
відповідно, або нуклеїнова кислота відповідно до 
даного винаходу піддається процесу трансляції, 
переважно клітинному процесу трансляції, що 
приводить до біологічно активного білка RTP801. 
Повинно бути зрозуміло, що функціональна кисло-
та, як та, що переважно використовується тут, 
здатна зменшувати експресію нуклеїнової кислоти-
мішені. Більш конкретно, таке зменшення основа-
не на посттранскрипційному процесі сайленсингу 
гена нуклеїнової кислоти-мішені. Ще більш пере-
важно, таке зменшення основане на інтерференції 
РНК. Найбільш переважною формою функціона-
льної нуклеїнової кислоти є молекула siRNA або 
будь-яка інша молекула, що має ту ж саму дію, що 
і молекула siRNA. Така додаткова молекула виб-
рана з групи, що містить siRNA, синтетичні siRNA, 
shRNA і синтетичні shRNA. В даному контексті, 
siRNA можуть додатково містити одержані з екс-
пресуючого вектора siRNA, причому цим експре-
суючим вектором є в переважному варіанті здійс-
нення вірус, такий як аденовірус, аденоасоційовані 
віруси, герпесвірус і лентивіруси. В даному кон-
тексті, shRNA переважно означають «шпилькові» 
РНК (які утворюють петлю РНК). Такі shRNA мо-
жуть бути одержані синтетично або генеровані з 
використанням систем експресії, що кодуються 
вектором, переважно з використанням промоторів 
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РНК-полімерази III. У зв'язку з цим повинно бути 
зрозуміло, що функціональна нуклеїнова кислота 
відповідно до даного винаходу направлена на бі-
лок RTP801, який також переважно називають тут 
мішенню, а нуклеїнову кислоту, що кодує вказану 
мішень, називають нуклеїновою кислотою-
мішенню. 

У переважному використанні тут, дволанцюго-
ва структура нуклеїнової кислоти за даним вина-
ходом містить будь-яку дволанцюгову структуру, 
причому така дволанцюгова структура переважно 
генерована першим сегментом і другим сегмен-
том, що забезпечується нуклеїновою кислотою, 
яка має цю базову конструкцію. Ця дволанцюгова 
структура може містити одне або декілька помил-
кових спарювань. Така дволанцюгова структура 
утворена спарюванням основ за правилами спа-
рювання Уотсона-Крика і/або спарюванням основ 
по Хугстіну і/або з використанням схожих механіз-
мів спарювання основ. На основі базової констру-
кції нуклеїнової кислоти даного винаходу перева-
жним є те, що один сегмент знаходиться в 
антисмисловій орієнтації відносно послідовності 
нуклеїнової кислоти, що кодує RTP801 або його 
частину, тоді як інший сегмент знаходиться у сми-
словій орієнтації відносно послідовності нуклеїно-
вої кислоти, що кодує RTP801 або його частину. 
Внаслідок цього один сегмент є комплементарним 
послідовності нуклеїнової кислоти, що кодує 
RTP801 або його частину, а інший сегмент є іден-
тичним послідовності нуклеїнової кислоти, що ко-
дує RTP801 або його частину. У зв'язку з цим, по-
винно бути зрозуміло, що термін ідентичний, 
звичайно, означає «частково ідентичний», причо-
му ця ідентичність, виражена у вигляді гомології, 
дорівнює щонайменше 80%, переважно 90%, 
більш переважно 95%, 96%, 97%, 98%, 99% або 
100%. Подібно визначенню ідентичності, компле-
ментарність може бути визначена у вигляді гомо-
логії, причому така гомологія знаходиться в тому ж 
самому діапазоні, що й ідентичність, якщо ком-
плементарний ланцюг міг би транслюватись в іде-
нтичний ланцюг відповідно до правил спарювання 
основ Уотсона-Крика. В альтернативному варіанті 
здійснення, один сегмент є ідентичним послідов-
ності нуклеїнової кислоти, що кодує RTP801 або 
його частину, а інший сегмент є комплементарним 
послідовності нуклеїнової кислоти, що кодує 
RTP801 або його частину. 

У переважному варіанті здійснення, нуклеїно-
ва кислота відповідно до даного винаходу негати-
вно регулює функцію RTP801. Негативна регуля-
ція функції RTP801 переважно здійснюється 
зменшенням рівня експресії на рівні білка і/або 
рівні мРНК, причому такий зменшений рівень екс-
пресії, переважно на рівні білка, може бути таким 
малим, як 5%, і бути таким високим, як 100%, від-
носно експресії в умовах, в яких нуклеїнова кисло-
та даного винаходу не вводиться або не є функці-
онально активною. Такі умови є переважно 
умовами системи експресії або умовами, присут-
німи в системі експресії, переважно системи екс-
пресії RTP801. Така система експресії є переваж-
но системою трансляції, яка може бути системою 
трансляції in vitro, більш переважно системою тра-
нсляції клітини, органу і/або організму. Більш пе-

реважно, цей організм є багатоклітинним організ-
мом, більш переважно ссавцем, причому такий 
ссавець переважно вибраний з групи, що містить 
людину, мавпу, мишу, щура, морську свинку, кро-
лика, кішку, собаку, вівцю, корову, коня, велику 
рогату худобу і свиню. У зв'язку з негативною ре-
гуляцією повинно бути зрозуміло, що вказана не-
гативна регуляція може бути функцією часу, тобто 
дія негативної регуляції не обов'язково спостеріга-
ється відразу ж після введення або функціональ-
ної активації нуклеїнових кислот даного винаходу, 
але може бути відстрочена у часі, а також розне-
сена в просторі, тобто може спостерігатись в різ-
них клітинах, тканинах і/або органах. Така відстро-
чка може бути в діапазоні 5%-100%, переважно 
10%-50%. Фахівцям з кваліфікацією в даній галузі 
повинно бути зрозуміло, що зменшення 5% протя-
гом більш тривалого періоду часу може бути таким 
же ефективним, що і зменшення 100% протягом 
більш короткого періоду часу. Фахівцям з кваліфі-
кацією в даній галузі повинно бути також зрозумі-
ло, що така відстрочка в сильній мірі залежить від 
конкретної функціональної нуклеїнової кислоти, 
що фактично використовується, а також від попу-
ляції клітин-мішеней і, отже, зрештою, від захво-
рювання, яке повинно лікуватись і/або запобіга-
тись відповідно до технічної ідеї даної заявки. 
Таким чином, зменшення 5% протягом більш три-
валого періоду часу може бути таким же ефектив-
ним, що і зменшення 100% протягом більш корот-
кого періоду часу. Фахівцям з кваліфікацією в 
даній галузі повинно бути також зрозуміло, що ця 
відстрочка може мати місце на будь-якому описа-
ному вище рівні, тобто відстрочка в функції, при-
чому такою функцією є будь-яка функція, що про-
являється RTP801, відстрочка експресії білка або 
відстрочка рівня експресії мРНК. 

У переважному варіанті здійснення перший се-
гмент містить щонайменше 14 нуклеотидів, пере-
важно 14 суміжних нуклеотидів. Фахівцеві з квалі-
фікацією в даній галузі буде зрозуміло, що перший 
сегмент повинен мати довжину, яка придатна для 
створення можливості напряму специфічно на 
послідовність нуклеїнової кислоти, що кодує 
RTP801, і, більш конкретно, специфічно на нуклеї-
нову кислоту, що кодує RTP801, присутню в сис-
темі трансляції, в якій повинна бути зменшена 
експресія RTP801. Знову, не бажаючи бути пов'я-
заними якою-небудь теорією, автори вважають, 
що є взаємодія між нуклеїновою кислотою за да-
ним винаходом і послідовністю нуклеїнової кисло-
ти, що кодує RTP801, переважно на рівні транск-
рипту, тобто після генерування мРНК з відповідної 
послідовності нуклеїнової кислоти, що кодує 
RTP801. Внаслідок імовірності того, що будь-яка 
послідовність нуклеїнової кислоти за даним вина-
ходом є ідентичною з послідовністю або компле-
ментарною послідовністю, що міститься в геномі 
або транскриптомі системи трансляції, довжина 
першого сегмента повинна бути, отже, такою дов-
гою, щоб гарантувати те, що при допущенні, що 
дійсно має місце деякий тип спарювання основ між 
нуклеїновою кислотою, яка кодує RTP801, і одним 
з ланцюгів нуклеїнової кислоти за даним винахо-
дом, тільки послідовність, що кодує RTP801, але 
не інша кодуюча послідовність, переважно не інша 
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суттєва кодуюча послідовність, геному або транск-
риптому, прямує для такого спарювання основ або 
таким спарюванням основ. За допомогою цієї дов-
жини може зменшуватись і переважно елімінува-
тись виникнення ефектів, які не мають відношення 
до мішені. Для збільшення суворості цього типу 
специфічного напряму на RTP801 і на кодуючу 
його нуклеїнову кислоту перший сегмент переваж-
но має довжину щонайменше 18 або 19 нуклеоти-
дів. Верхня межа для довжини першого сегмента 
дорівнює переважно менше ніж 50 нуклеотидів, 
однак ця довжина може бути значно більшою і 
може містити 100, 200 або навіть 500 нуклеотидів 
або бути будь-якої довжини між ними. Крім цього, 
фахівець з кваліфікацією в даній галузі вважатиме 
за краще мати швидше короткий перший сегмент, 
особливо у випадку, коли нуклеїнова кислота за 
даним винаходом хімічно синтезована, оскільки, 
чим коротше ця послідовність, тим менше часу і 
матеріалу буде вимагати її синтез і тим менше 
буде міра вбудовування неправильних нуклеоти-
дів у відповідну послідовність. Іншим фактором, 
який повинен враховуватись у зв'язку з фіксуван-
ням довжини першого сегмента, є той факт, що, 
звичайно при довжині вище 50 або більше нуклео-
тидів, може спостерігатись неспецифічна інтерфе-
ронова реакція. Чи переноситься цей тип неспе-
цифічної інтерферонової реакції пацієнтом або не 
переноситься, залежить від конкретного стану, що 
підлягає лікуванню. Наприклад, інтерферонова 
реакція могла б переноситись, якби ця інтерферо-
нова реакція і/або експресія генів інтерферонів 
могла бути обмежена патогенними клітинами. 

У зв'язку з цим, більш переважними довжина-
ми першого сегмента є довжини приблизно 14-40 
нуклеотидів, 18-30 нуклеотидів, 19-27 нуклеотидів, 
21-25 нуклеотидів і 19 нуклеотидів - 23 нуклеоти-
ди. 

Ті ж самі розгляди, що і описані вище для 
першого сегмента, застосовні до другого сегмента, 
який може, отже, мати будь-яку довжину, як опи-
сано тут у зв'язку з першим сегментом. Крім того, 
згідно з даним винаходом, довжина першого сег-
мента відрізняється від довжини другого сегмента, 
однак переважно обидва сегменти мають одну і ту 
ж довжину. 

Згідно з базовою конструкцією цієї нуклеїнової 
кислоти, перший сегмент і другий сегмент є части-
нами першого ланцюга і другого ланцюга, відпові-
дно, нуклеїнової кислоти відповідно до даного ви-
находу. Буде зрозуміло, що на будь-якому кінці, 
тобто на 5'-кінці, а також на 3'-кінці перший і/або 
другий сегмент може містити один або декілька 
нуклеотидів, переважно додаткових нуклеотидів, в 
будь-якій комбінації. 

У зв'язку з цим повинно бути зрозумілим, що 
нуклеотиди окремого ланцюга, які слідують за кін-
цем (за кінцями) сегмента, відповідного відповід-
ному ланцюгу, можуть бути використані для дода-
ткового сприяння комплементарності та 
ідентичності, відповідно, цього сегмента і, отже, 
специфічному направленню на послідовність нук-
леїнової кислоти, що кодує RTP801. 

Буде зрозуміло, що, по суті, на основі забез-
печеної тут технічної ідеї, нуклеїнова кислота за 
даним винаходом може бути направлена на будь-

яку частину послідовності нуклеїнової кислоти, яка 
кодує RTP801, що переважно кодує RTP80I в сис-
темі трансляції, в якій повинна бути зменшена 
експресія RTP801. Таким чином, даний винахід 
містить будь-яку нуклеїнову кислоту, що має хара-
ктеристики, визначені тут, причому комплементар-
ні та ідентичні ланцюги і сегменти нуклеїнової кис-
лоти за даним винаходом можуть по суті 
починатись з будь-якого нуклеотиду послідовності 
нуклеїнової кислоти, що кодує RTP801. Таким чи-
ном, за умови, що перший сегмент нуклеїнової 
кислоти за даним винаходом є комплементарним 
послідовності нуклеїнової кислоти, що кодує 
RTP801, тобто є її антисмисловим ланцюгом або 
знаходиться в антисмисловій орієнтації до неї, 
перший нуклеотид вказаного сегмента, тобто най-
більш 5'-кінцевий нуклеотид, відповідає, тобто 
зіставляється з останнім нуклеотидом послідовно-
сті, що кодує RTP801, на 3'-кінці. У наступному 
варіанті здійснення такий найбільш 5'-кінцевий 
нуклеотид відповідає передостанньому нуклеоти-
ду нуклеїнової кислоти, що кодує RTP801, і т.д., 
поки не досягається останнє положення, яке, за 
умови цієї довжини антисмислового сегмента, все 
ще дозволяє цьому антисмисловому ланцюгу нук-
леїнової кислоти за даним винаходом бути ком-
плементарним послідовності нуклеїнової кислоти, 
що кодує RTP801. Таким чином, в рамках даного 
винаходу знаходиться будь-яка нуклеїнова кисло-
та за даним винаходом, яка могла б бути генеро-
вана скануванням послідовності нуклеїнової кис-
лоти, що кодує RTP801, починаючи від найбільш 
5'-кінцевого нуклеотиду, і накладенням на базову 
конструкцію нуклеїнової кислоти за даним винахо-
дом і виявленням характеристик для такої нуклеї-
нової кислоти відповідно до даного винаходу. Ті ж 
самі розгляди застосовні до описаних тут варіантів 
здійснення, де комплементарність та ідентичність 
нуклеїнової кислоти за даним винаходом забезпе-
чується не тільки першим сегментом і другим сег-
ментом, відповідно, але така комплементарність 
та ідентичність включає також один або декілька 
нуклеотидів за межами першого сегмента і другого 
сегмента, відповідно, що є частиною першого лан-
цюга і другого ланцюга, відповідно. 

З різних нуклеїнових кислот відповідно до да-
ного винаходу, описаних тут, особливо переваж-
ними є нуклеїнові кислоти з внутрішніми посила-
льними номерами 14, 22, 23, 25, 27, 39, 41, 42, 49 і 
50 (див. Таблицю А). У зв'язку з цим, потрібно за-
значити, що нуклеїнові кислоти за даним винахо-
дом, які можуть бути використані як в людині, так і 
в моделі тварини, такій як щур і/або миша, є особ-
ливо переважними. Несподівана перевага цих 
конкретних нуклеїнових кислот за даним винахо-
дом основана на тому факті, що вони є ефектив-
ними як в людині, так і в моделі тварини, що озна-
чає, що тест-результати, одержані в моделі 
тварини, можуть бути безпосередньо перенесені з 
моделі тварини на людину і, більш конкретно, без 
необхідності здійснювати які-небудь зміни віднос-
но послідовності людини, які в іншому випадку 
стають необхідними у випадку, коли нуклеїнову 
кислоту даного винаходу конструювали таким чи-
ном, щоб вона містила (а) послідовність (послідо-
вності), яка відрізняється (які відрізняються) між 
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видами, більш конкретно, видами, що використо-
вуються для тестування моделі тварини і людини 
як кінцеві переважні організми або пацієнт. Крім 
того, переважно, щоб ці нуклеїнові кислоти мали 
розподіл модифікацій, описаний також у прикла-
дах. 

Однак в рамках даного винаходу знаходиться 
також будь-яка з послідовностей, відповідних SEQ 
ID NO:3, 16-17, 22-27, 29, 41-46, 51-53, 66-67, 72-
77, 79, 91-96 і 101-102, і відповідні комбінації, що 
приводять до молекул нуклеїнових кислот відпові-
дно до даного винаходу, які мають внутрішні поси-
лальні номери 14, 22, 23, 25, 27, 39, 41, 42, 49 і 50, 
тільки частково містяться в додатковій нуклеїновій 
кислоті відповідно до даного винаходу. Переваж-
но, додаткові нуклеїнові кислоти за даним винахо-
дом містять щонайменше 14 суміжних нуклеотидів 
SEQ ID NO:3, 16-17, 22-27, 29, 41-46, 51-53, 66-67, 
72-77, 79, 91-96 і 101-102, і більш переважно 14 
суміжних пар нуклеотидних основ на будь-якому 
кінці дволанцюгової структури, що складається з 
першого сегмента і другого сегмента, описаного в 
попередній таблиці. Фахівцям з кваліфікацією в 
даній галузі буде зрозуміло, що за умови потен-
ційної довжини нуклеїнової кислоти за даним ви-
находом і, зокрема, окремих сегментів, які утво-
рьоють таку нуклеїнову кислоту, за даним 
винаходом, можливі деякі зміщення відносно ко-
дуючої послідовності RTP801 в кожну сторону, 
причому такі зміщення можуть бути зміщеннями на 
1, 2, 3, 4, 5 і 6 нуклеотидів в обох напрямах, при-
чому генеровані таким чином дволанцюгові моле-
кули нуклеїнових кислот будуть також знаходитись 
в рамках даного винаходу. 

У переважному варіанті здійснення даного ви-
находу перший сегмент і перший ланцюг мають 
одну і ту ж довжину. Подібним чином, переважно 
другий ланцюг має ту ж саму довжину, що і другий 
сегмент, причому навіть більш переважно перший 
сегмент і другий сегмент мають однакову довжину. 
У ще більш переважному варіанті здійснення пер-
ший ланцюг містить тільки перший сегмент і дру-
гий ланцюг містить тільки другий сегмент. У навіть 
більш переважному варіанті здійснення ані пер-
ший сегмент і, отже, перший ланцюг, ані другий 
сегмент і, отже, другий ланцюг, не містять виступу. 
Іншими словами, в рамках даного винаходу знахо-
диться також те, що дволанцюгові нуклеїнові кис-
лоти за даним винаходом є затупленими на кінцях, 
переважно на кожному кінці дволанцюгової струк-
тури нуклеїнових кислот відповідно до даного ви-
находу. Така затуплена на кінцях структура може 
бути здійснена у зв'язку з будь-якими іншими варі-
антами нуклеїнових кислот відповідно до даного 
винаходу, зокрема, варіантами, в яких нуклеїнові 
кислоти за даним винаходом мають розподіл мо-
дифікацій, більш переважний розподіл модифіка-
цій, описаний тут. 

У наступному аспекті, нуклеїнова кислота від-
повідно до даного винаходу має, отже, базову 
конструкцію, яка забезпечує тупі кінці на обох сто-
ронах дволанцюгової структури нуклеїнової кисло-
ти даного винаходу. Однак в рамках даного вина-
ходу є також те, що є виступ, тобто сегмент з 
одного або декількох нуклеотидів, виступаючий з 
цієї дволанцюгової структури. Цей виступ може 

знаходитись, в принципі, на 5'-кінці антисмислово-
го ланцюга, на 3'-кінці антисмислового ланцюга, на 
5'-кінці смислового ланцюга і/або на 3'-кінці смис-
лового ланцюга. Потрібно зазначити, що здійснен-
ня будь-якої з вказаних можливостей, а також 
будь-якої їх комбінації знаходиться в рамках дано-
го винаходу. Більш переважною є комбінація, при-
чому цей виступ розташований на 3'-кінці антис-
мислового ланцюга і на 3' кінці смислового 
ланцюга. У рамках даного винаходу знаходиться 
також те, що цей виступ знаходиться на 5'-кінці 
антисмислового ланцюга і на 5'-кінці смислового 
ланцюга. Крім того, в рамках даного винаходу зна-
ходиться також те, що цей виступ розташований 
тільки на антисмисловому ланцюгу дволанцюгової 
структури, більш переважно на 3'-кінці антисмис-
лового ланцюга дволанцюгової структури. 

У зв'язку з цими виступами потрібно зазначи-
ти, що виступ плюс сегмент переважно утворюють 
ланцюг, і довжини, забезпечені для цих сегментів 
тут, застосовні також до цих варіантів здійснення. 
Однак окремий виступ може містити так багато, як 
10 нуклеотидів, і переважно має довжину два нук-
леотиди. У рамках даного винаходу знаходиться 
також те, що відповідний нуклеотид (відповідні 
нуклеотиди), який утворює виступ (які утворюють 
виступи), є (є) також комплементарним (компле-
ментарними) послідовності нуклеїнової кислоти, 
що кодує RTP801, у випадку, коли перший ланцюг 
є комплементарним вказаній послідовності нуклеї-
нової кислоти, що кодує RTP801, і цей виступ зна-
ходиться на 3'- або 5'-кінці антисмислового ланцю-
га, або те, що виступ (виступи) є (є) ідентичним 
(ідентичними) послідовності нуклеїнової кислоти, 
що кодує RTP801, у випадку, коли перший ланцюг 
є ідентичним вказаній послідовності нуклеїнової 
кислоти, що кодує RTP801. Це стосується будь-
якого виступу, розташованого на другому сегменті 
базової конструкції нуклеїнової кислоти відповідно 
до даного винаходу, причому повинно бути зрозу-
міло, що конструкція виступу на другому сегменті 
може бути незалежною від конструкції виступу 
першого сегмента. 

У рамках даного винаходу знаходиться також 
те, що нуклеотиди, які утворюють виступ, не є ані 
комплементарними, ані ідентичними відповідним 
нуклеотидам послідовності нуклеїнової кислоти, 
що кодує RTP801. В даному контексті і переважно 
в цьому варіанті здійснення, «відповідні» означає 
відповідні нуклеотиди, які слідують на 5'-кінці і/або 
3'-кінці сегмента, що має нуклеотидну копію на 
нуклеїновій кислоті, що кодує RTP801. 

Переважно, перший ланцюг містить на її 3'-
кінці два нуклеотиди, переважно дезоксинуклеоти-
ди, і більш переважно два ТТ і/або цей тип нуклео-
тидів також на 3'-кінці другого ланцюга, причому 
більш переважно довжина першого сегмента і дру-
гого сегмента дорівнює 19 нуклеотидам. Таким 
чином, ці ланцюги складаються з сегмента і висту-
пу. У цьому варіанті здійснення дволанцюгова 
структура складається з 19 пар основ і виступу з 
двох нуклеотидів на кожному 3'-кінці окремого сег-
мента. 

У переважному варіанті здійснення перший се-
гмент і/або перший ланцюг містять рибонуклеоти-
ди, причому особливо переважно, перший сегмент 
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складається весь з рибонуклеотидів. Те ж саме 
застосовне до другого сегмента і до другого лан-
цюга, відповідно. Однак, у зв'язку з цим кожний і 
будь-який з нуклеотидів першого сегмента і друго-
го сегмента, відповідно, є модифікованим в пере-
важному варіанті здійснення. Те ж саме застосов-
не до першого ланцюга і другого ланцюга, 
відповідно. Зокрема, кінцеві нуклеотиди, незалеж-
но від того, чи є вони рибонуклеотидами або дезо-
ксирибонуклеотидами, можуть мати ОН-групу, яка 
сама може бути модифікована. Така ОН-група 
може походити або з цукрової частини нуклеотиду, 
більш переважно з 5'-положення у випадку 5'-ОН-
групи і/або 3'-положення у випадку 3'-ОН-групи, 
або з фосфатної групи, приєднаної до цієї цукро-
вої частини відповідного кінцевого нуклеотиду. 
Фосфатна група може бути, в принципі, приєднана 
до ОН-групи цукрової частини цього нуклеотиду. 
Переважно, фосфатна група приєднана до 5'-ОН-
групи цукрової частини у випадку вільної 5'-ОН-
групи і/або до 3'-ОН-групи цукрової частини у ви-
падку вільної 3'-ОН-групи, все ще із забезпечен-
ням того, що називається тут вільною 5'- або 3'-
групою. 

У контексті будь-якої стратегії для конструю-
вання siRNA або будь-якого варіанту siRNA, опи-
саного тут, термін кінцева модифікація означає 
хімічну частинку, додану до найбільш 5'- або 3'-
кінцевого нуклеотиду першого і/або другого лан-
цюга. Приклади таких кінцевих модифікацій вклю-
чають, але не обмежуються ними, 3'- або 5'-
фосфатом, інвертовані (дезокси) нуклеотиди, які 
не містять нуклеооснов, аміно, фтор, хлор, бром, 
CN, CF, метокси, імідазол, карбоксилат, тіоат, ни-
жчий С1-С6 алкіл, заміщений нижчий алкіл, алка-
рил або аралкіл, ОСF3, OCN, О-, S- або N-алкіл; О-
, S- або N-алкеніл; SO2CH3; SO2CH3; ONO2; NO2, 

N3; гетероциклоалкіл; гетероциклоалкарил; аміно-
алкіламіно; поліалкіламіно або заміщений силіл, 
описані, серед інших, в Європейських патентах ЕР 
0586520 В1 або ЕР 0618925 В1. 

У даному контексті алкіл або будь-який термін, 
що містить «алкіл», переважно означає будь-який 
ланцюг атомів вуглецю, який містить 1-12, пере-
важно 1-6 або більше, переважно 1-2 атоми вугле-
цю. 

Додатковою кінцевою модифікацією є група 
біотину. Така група біотину може бути переважно 
приєднана або до найбільш 5' (лівого), або до або 
найбільш 3' (правого) нуклеотиду першого і/або 
другого ланцюга або до обох кінців. У більш пере-
важному варіанті здійснення група біотину пов'я-
зана з поліпептидом або білком. В обсязі даного 
винаходу знаходиться те, що цей поліпептид або 
білок приєднаний через будь-яку з інших вищезга-
даних кінцевих модифікацій. Цей поліпептид або 
білок може надавати додаткові характеристики 
молекулам нуклеїнових кислот даного винаходу. 
Серед інших властивостей, цей поліпептид або 
білок може діяти як ліганд для іншої молекули. 
Якщо вказаною іншою молекулою є рецептор, фу-
нкція і активність рецептора можуть бути активо-
вані за допомогою зв'язування ліганду. Цей рецеп-
тор може виявляти активність інтерналізації, яка 
робить можливою трансфекцію ліганд-пов'язаних 
молекул нуклеїнових кислот відповідно до даного 
винаходу. Прикладом ліганду для зв'язування з 
молекулою нуклеїнової кислоти даного винаходу є 
VEGF, а відповідним рецептором є рецептор 
VEGF. 

Різні можливі варіанти siRNA даного винаходу, 
що мають різні типи кінцевої модифікації (кінцевих 
модифікацій), представлені в наступній таблиці 1. 

 
Таблиця 1 

  
Різні варіанти інтерферуючої рибонуклеїнової кислоти відповідно до даного винаходу 

  

    1-ий ланцюг/1-ий сегмент 2-ий ланцюг/2-ой сегмент 

1) 
5'-кінець вільний OН вільний ОН 

3'-кінець вільний OН вільний ОН 

2) 
5'-кінець вільний ОН вільний ОН 

3'-кінець кінцева модифікація кінцева модифікація 

3) 
5'-кінець вільний ОН вільний ОН 

3'-кінець вільний ОН кінцева модифікація 

4) 
5'-кінець вільний ОН вільний ОН 

3'-кінець кінцева модифікація вільний ОН 

5) 
5'-кінець вільний OН кінцева модифікація 

3'-кінець вільний ОН вільний ОН 

6) 
5'-кінець вільний ОН кінцева модифікація 

3'-кінець кінцева модифікація вільний ОН 

7) 
5'-кінець вільний ОН кінцева модифікація 

3’-кінець вільний ОН кінцева модифікація 

8) 
5'-кінець вільний кінець кінцева модифікація 

3'-кінець кінцева модифікація кінцева модифікація 

 
Різні кінцеві модифікації, описані тут, перева-

жно розташовані на рибозній частині нуклеотиду 
нуклеїнової кислоти даного винаходу. Більш конк-
ретно, кінцева модифікація може бути приєднана 
до ОН-груп або може замінювати ОН-групи рибоз-

ної частини молекули, в тому числі, але не тільки, 
в положенні 2’ОΗ, 3'ОН і 5’ОН, за умови, що мо-
дифікований таким чином нуклеотид є кінцевим 
нуклеотидом. Інвертовані нуклеотиди, які не міс-
тять нуклеооснов, є дезоксирибонуклеотидами або 
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рибонуклеотидами, які не містять частини, що є 
нуклеоосновою. Цей тип сполуки, серед інших, 
описаний в Sternberg, Μ., Schmiedeknecht, Α., 
Kretschner, Α., Gebhardt, F., Leenders, F., 
Czauderna, F., Von Carlowitz, I., Engle. M., Giese. K., 
Beigelman, L. & Klippel, A. (2002). Antisense Nucleic 
Acid Drug Dev, 12, 131-43. 

Будь-які з вищезгаданих кінцевих модифікацій 
можуть бути використані в зв'язку з різними варіа-
нтами siRNA, зображеними в таблиці 1; потрібно 
зазначити, що 5'-кінцеві модифікації, вказані вище, 
присутні звичайно тільки в смисловому ланцюгу 
молекули siRNA. 

Додаткові модифікації можуть бути пов'язані з 
частиною-нуклеоосновою, цукровою частиною або 
фосфатною частиною окремого нуклеотиду. 

Така модифікація частини-нуклеооснови може 
виконуватись таким чином, що похідні аденіну, 
гуаніну, цитозину і тимідину і урацилу є модифіко-
ваними. Особливо переважні модифіковані нукле-
ооснови вибрані з групи, що містить інозит, ксан-
тин, гіпоксантин, 2-аміноаденін, 6-метил-, 2-пропіл- 
та інші алкіладеніни, 5-галогенурацил, 5-
галогенцитозин, 5-галогеназацитозин, 6-
азацитозин, 6-азатимін, псевдоурацил, 4-
тіоурацил, 8-галогенаденін, 8-аміноаденіл, 8-
тіоладенін, 8-тіоалкіладеніни, 8-гідроксиладенін та 
інші 8-заміщені аденіни, 8-галогенгуаніни, 8-
аміногуанін, 8-тіолгуанін, 8-тіоалкілгуанін, 8-
гідроксилгуанін та інші заміщені гуаніни, інші аза- і 
деазааденіни, інші аза- і деазагуаніни, 5-
трифторметилурацил і 5-трифторцитозин. 

В іншому переважному варіанті здійснення цу-
крова частина нуклеотиду є модифікованою, при-
чому така модифікація знаходиться переважно в 
положенні 2' рибозної або дезоксирибозної части-
ни молекули, відповідно. Більш переважно, 2'ОН-
група замінена групою або частиною молекули, 
вибраною з групи, що містить аміно, фтор, алкокси 
і алкіл. Переважно, алкокси є метокси або бутокси. 
Також переважно алкіл означає метил, етил, про-
піл, ізобутил, бутил та ізопропіл. Навіть більш пе-
реважно, незалежно від типу модифікації цим нук-
леотидом є переважно рибонуклеотид. 

Модифікація фосфатної частини молекули пе-
реважно вибрана з групи, що містить фосфотіоати. 

Фахівцеві з кваліфікацією в даній галузі буде 
зрозуміло, що нуклеїнова кислота даного винахо-
ду, яка складається з множини нуклеотидів, може 
бути, отже, утворена нуклеотидами, які пов'язані 
через фосфодіефірний зв'язок або через фосфоті-
оатний зв'язок, або комбінацією обох вздовж дов-
жини нуклеотидної послідовності окремого ланцю-
га і сегмента, відповідно. 

Додатковою формою нуклеотидів, що викори-
стовується, може бути фактично siRNA, яка, серед 
інших, описана в Міжнародній заявці на патент WO 
03/070918. 

Нуклеотиди, які утворюють перший сегмент і 
перший ланцюг, відповідно, нуклеїнової кислоти 
даного винаходу можуть містити один або декілька 
модифікованих нуклеотидів, причому окремий, 
модифікований нуклеотид має модифікацію, яка 
переважно є модифікацією, описаною тут. Крім цієї 
конкретної модифікації, ця модифікація може бути 
міткою або може містити мітку певного сорту, при-

чому ця мітка вибрана з групи хемілюмінесцентних 
міток, флуоресцентних міток і радіоактивних міток. 
Ці типи міток відомі фахівцеві з кваліфікацією в 
даній галузі і, наприклад, описані в Ausubel et al., 
Current Protocols in Molecular Biology, Johm Wiley 
and Sons, Baltimore, Maryland, 1998. Мічена таким 
чином нуклеїнова кислота даного винаходу може 
бути використана також для діагностичних цілей 
або для моніторингу місця дії, а також для демон-
страції будь-якого лікування, переважно пов'язано-
го з будь-яким з описаних тут захворювань. 

У переважному варіанті здійснення нуклеїнову 
кислоту відповідно до даного винаходу модифіку-
ють таким чином, що піримідинові нуклеотиди в 
смисловому сегменті або смисловому ланцюгу є 
2'О-метилпіримідиновими нуклеотидами і, або 
додатково, або альтернативно, пуринові нуклео-
тиди в смисловому сегменті або смисловому лан-
цюгу є 2'-дезоксипуриновими нуклеотидами. У до-
датковому варіанті здійснення піримідинові 
нуклеотиди, присутні в смисловому сегменті або 
смисловому ланцюгу, є 2-дезокси-2'-
фторпіримідиновими нуклеотидами. 

В альтернативному варіанті здійснення моди-
фікація не основана на хімії нуклеотиду, тобто 
модифікація залежить від того, чи є нуклеотид, 
який підлягає модифікації, пуриновим або піримі-
диновим нуклеотидом, але переважно основана 
на просторовому розміщенні окремого нуклеотиду 
в загальній дволанцюговій структурі базової конс-
трукції нуклеїнової кислоти відповідно до даного 
винаходу. 

Більш конкретно, або перший ланцюг і перший 
сегмент, або другий ланцюг і другий сегмент вияв-
ляють просторовий розподіл модифікації нуклео-
тидів, які утворюють вказані сегменти і ланцюги, 
відповідно. 

Фокусуючи спочатку увагу на першому сегмен-
ті, потрібно зазначити, що є розподіл груп модифі-
кованих нуклеотидів і груп немодифікованих нук-
леотидів. Ці групи немодифікованих нуклеотидів 
називають тут також фланкуючими групами нукле-
отидів. Більш переважно, цей розподіл складаєть-
ся з груп модифікованих і немодифікованих нукле-
отидів. Навіть більш переважно, цей розподіл є 
регулярним розподілом і, навіть більш переважно, 
розподілом, що чергується, вздовж довжини пер-
шого сегмента нуклеїнової кислоти даного вина-
ходу. Група модифікованих нуклеотидів може 
складатись або з одного, або з декількох нуклео-
тидів, які є модифікованими і які є переважно нук-
леотидами, які модифіковані в положенні 2', тобто 
мають модифікацію в цукровій частині молекули. 
Більш переважно, цією модифікацією є 2'-О-Ме-
модифікація. 

Група немодифікованих нуклеотидів може 
складатись з одного або декількох нуклеотидів, які 
або є немодифікованими, причому немодифіковані 
нуклеотиди є переважно рибонуклеотидами, або ці 
немодифіковані нуклеотиди є нуклеотидами, що 
мають модифікацію, причому така модифікація є 
відмінною від модифікації, яка виявляється нукле-
отидами, що утворюють групу модифікованих нук-
леотидів. Навіть більш переважно, немодифіковані 
нуклеотиди є рибонуклеотидами. Потрібно зазна-
чити, що термін немодифіковані і немодифіковані 
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використовується взаємозамінно, якщо немає ін-
шої вказівки. Перший сегмент нуклеїнової кислоти 
за даним винаходом може починатись або з групи 
модифікованих нуклеотидів, або з групи немоди-
фікованих нуклеотидів, визначених тут. Однак пе-
реважно перший сегмент починається з групи мо-
дифікованих нуклеотидів. Найбільш переважно, 
група модифікованих нуклеотидів складається з 
єдиного нуклеотиду. У зв'язку з цим варіантом 
здійснення перший сегмент знаходиться переваж-
но в антисмисловій орієнтації відносно нуклеїнової 
кислоти, що кодує RTP801. В рамках даного вина-
ходу знаходиться також те, що модифікація, яка 
проявляється нуклеотидами, що утворюють групу 
модифікованих нуклеотидів, є однаковою для всіх 
груп модифікованих нуклеотидів, присутніх на 
першому сегменті. Однак в рамках даного винахо-
ду знаходиться також те, що деяка група модифі-
кованих нуклеотидів має іншу модифікацію, ніж 
модифікація однієї або декількох груп модифіко-
ваних нуклеотидів, присутніх на першому сегменті. 

На другому сегменті нуклеїнової кислоти за 
даним винаходом може також знаходитись розпо-
діл, описаний для першого сегмента. Такі ж харак-
теристики, які описані в зв'язку з першим сегмен-
том, можуть бути також представлені у варіанті на 
другому сегменті, причому, переважно, за умови, 
що другий сегмент знаходиться у смисловій орієн-
тації відносно послідовності нуклеїнової кислоти, 
що кодує RTP801, другий ланцюг нуклеїнової кис-
лоти за даним винаходом починається з групи не-
модифікованих нуклеотидів. 

Нуклеїнова кислота відповідно до даного ви-
находу, яка містить дволанцюгову структуру, може 
містити перший сегмент, що має описаний тут ро-
зподіл модифікацій. Альтернативно, дволанцюгова 
нуклеїнова кислота за даним винаходом може міс-
тити другий сегмент, що має розподіл модифіка-
цій, описаний вище. Однак, найбільш переважно, 
дволанцюгова нуклеїнова кислота за даним вина-
ходом складається з першого сегмента і другого 
сегмента, причому як перший сегмент, так і другий 
сегмент мають просторовий розподіл модифікацій, 
як описано тут. 

У рамках даного винаходу знаходиться те, що 
характеристики просторового розподілу модифіка-
цій є однаковими на обох сегментах за розмірами 
груп модифікованих нуклеотидів і груп немодифі-
кованих нуклеотидів і типу модифікацій, що фак-
тично використовуються. Переважно, просторовий 
розподіл модифікацій на першому сегменті зміще-
ний таким чином, що група модифікованих нуклео-
тидів на першому сегменті знаходиться навпроти 
групи немодифікованих нуклеотидів на другому 
сегменті і vice versa. Однак в рамках даного вина-
ходу знаходиться також те, що ці розподіли точно 
зіставляються, тобто що група модифікованих ну-
клеотидів на першому сегменті знаходиться на-
впроти групи немодифікованих нуклеотидів на 
другому сегменті, а група немодифікованих нукле-
отидів на першому сегменті знаходиться навпроти 
групи немодифікованих нуклеотидів на другому 
сегменті. В рамках даного винаходу знаходиться 
також те, що просторовий розподіл модифікацій на 
першому сегменті і другому сегменті зміщений 
відносно один одного таким чином, що перша час-

тина групи модифікованих нуклеотидів на одному 
сегменті знаходиться навпроти частини групи не-
модифікованих нуклеотидів на іншому сегменті, 
тоді як друга частина групи модифікованих нукле-
отидів знаходиться навпроти іншої групи модифі-
кованих нуклеотидів. В рамках даного винаходу 
знаходиться також те, що наведений тут опис про-
сторового розподілу модифікацій сегмента (сегме-
нтів) нуклеїнової кислоти за даним винаходом за-
стосовний також до ланцюга (ланцюгів) 
нуклеїнової кислоти за даним винаходом. Однак, 
переважно, сегменти цієї нуклеїнової кислоти ма-
ють просторовий розподіл модифікацій, і ці ланцю-
ги містять такі сегменти і один або декілька висту-
пів, описаних тут. Особливо переважним є те, що 
цей виступ є фосфатною групою на 3'-кінці антис-
мисловою або смислового ланцюга або обох лан-
цюгах, причому, більш переважно, ця фосфатна 
група знаходиться на 3'-кінці як антисмислового 
ланцюга, так і смислового ланцюга. У ще більш 
переважному варіанті здійснення фосфатна група 
є описаною тут фосфатною групою. 

В рамках даного винаходу знаходиться також 
те, що нуклеїнова кислота за даним винаходом 
може мати лінкер, який з'єднує перший і другий 
ланцюг. Таким лінкером є переважно полімер. Цей 
полімер може бути будь-яким синтетичним або 
природним полімером. Можливими синтетичними 
лінкерами є, серед інших, ПЕГ або полінуклеотид. 
Такий лінкер переважно конструюють таким чи-
ном, щоб зробити можливим частковий або повний 
зворотний фолдинг першого сегмента на другий 
сегмент і vice versa. 

Нарешті, в рамках даного винаходу знахо-
диться те, що нуклеїнова кислота за даним вина-
ходом є синтетичною нуклеїновою кислотою, виді-
леною нуклеїновою кислотою або нуклеїновою 
кислотою, одержаною з будь-якого з природних 
джерел, таких як, наприклад, джерела, одержані 
способами рекомбінантної технології. У зв'язку з 
одержанням будь-якої нуклеїнової кислоти за да-
ним винаходом будь-яка модифікація, описана тут, 
може бути введена до, під час або після одержан-
ня відповідної нуклеїнової кислоти за даним вина-
ходом, як відомо фахівцям з кваліфікацією в даній 
галузі. 

Вектор відповідно до даного винаходу містить 
нуклеїнову кислоту за даним винаходом. Крім того, 
цей вектор може включати елементи для регуляції 
націлювання, експресії і транскрипцій вказаної 
нуклеїнової кислоти клітиноспецифічним чином, як 
відомо в даній галузі. Плазміда може включати 
промотор для регуляції транскрипції гетерологіч-
ного матеріалу, тобто нуклеїнової кислоти за да-
ним винаходом, і промотор може бути або консти-
тутивним, або індуцибельним промотором для 
створення можливості селективної транскрипції. 
Можуть бути також необов'язково включені енхан-
сери, які можуть вимагатись для одержання необ-
хідних рівнів експресії. Енхансерами є звичайно 
будь-які ДНК-послідовності, які не транслюються, 
які працюють суміжно з кодуючою послідовністю, 
отже, in cis, для зміни базового рівня транскрипції, 
що диктується промотором. Експресія таких конс-
трукцій відома фахівцеві з кваліфікацією в даній 
галузі і може бути виконана, наприклад, забезпе-
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ченням відповідної тандемної конструкції або вве-
денням різних промоторів транскрипції для першо-
го і другого ланцюга і першого і другого сегмента, 
відповідно, нуклеїнової кислоти відповідно до да-
ного винаходу. 

При приготуванні або експресії нуклеїнової ки-
слоти за даним винаходом, переважно експресії in 
vivo, більш переважно в пацієнтові, який потребує 
нуклеїнової кислоти даного винаходу, таке приго-
тування або така експресія переважно використо-
вують експресуючий вектор, переважно експресу-
ючий вектор ссавця. Експресуючі вектори відомі в 
даній галузі і переважно включають плазміни, кос-
міди, вірусні системи експресії. Переважні вірусні 
системи експресії включають, але не обмежуються 
ними, аденовірус, ретеровірус і лентивірус. 

В даній галузі відомі способи введення цих ве-
кторів в клітини або тканини. Такі способи можуть 
бути знайдені звичайно в Sambrook et al., 
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring 
Harbor Laboratory, New York (1989, 1992), в Ausubel 
et al., Current Protocols in Molecular Biology, Johnm 
Wiley and Sons, Baltimore, Maryland (1989). 

Придатні способи включають, серед інших, 
трансфекцію, ліпофекцію, електропорацію та ін-
фекцію рекомбінантними вірусними векторами. У 
зв'язку з даним винаходом додатковою ознакою 
цього вектора є в одному варіанті здійснення об-
межуюча експресію ознака, така як промотор і ре-
гуляторний елемент, відповідно, які є специфічни-
ми для бажаного типу клітин, отже, такими, що 
дозволяють експресію послідовності нуклеїнової 
кислоти відповідно до даного винаходу тільки піс-
ля забезпечення фону, який робить можливою 
бажану експресію. 

У наступному аспекті даний винахід стосуєть-
ся фармацевтичної композиції за даним винахо-
дом і/або вектору за даним винаходом і необов'яз-
ково фармацевтично прийнятного носія, 
розріджувача або ад’ювантів або іншого наповню-
вача (інших наповнювачів). Переважно, такий но-
сій, розчинники, ад'юванти і наповнювачі є інерт-
ними і нетоксичними. Фармацевтична композиція в 
її різних варіантах адаптована для введення різ-
ними способами. Таке введення включає системне 
і місцеве введення, а також пероральне, підшкір-
не, парентеральне, внутрішньовенне, внутрішньо-
артеріальне, внутрішньом'язове, виутрішньочере-
винне, інтраназальне та інтратекальне 
(підоболонкове) введення. 

Фахівцям з кваліфікацією в даній галузі буде 
зрозуміло, що кількість фармацевтичної композиції 
і відповідних нуклеїнової кислоти і вектора, відпо-
відно, залежить від клінічного стану пацієнта, міс-
ця і способу введеній, схеми введення, віку, статі, 
маси тіла пацієнта та інших факторів, відомих лі-
карям-практикам. Таким чином, фармацевтично 
ефективна кількість для цілей профілактики і/або 
лікування визначається з урахуванням таких фак-
торів, які відомі в цих галузях медицини. Переваж-
но, ця кількість є ефективною для досягнення по-
ліпшення, в тому числі, але не тільки, для 
поліпшення патологічного стану або для забезпе-
чення більш швидкого видужання, поліпшення або 
усунення симптомів та інших показників, вибраних 

як придатні критерії фахівцями з кваліфікацією в 
галузі медицини. 

У переважному варіанті здійснення фармацев-
тична композиція відповідно до даного винаходу 
може містити інші фармацевтично активні сполуки. 
Переважно, такі інші фармацевтично активні спо-
луки вибрані з групи, що містить сполуки, які роб-
лять можливою доставку для внутрішньоклітинно-
го поглинання, сполуки, які роблять можливим 
ендосомне вивільнення, сполуки, які роблять мож-
ливим більш тривалий час циркуляції, і сполуки, 
які роблять можливим націлювання на ендотеліа-
льні клітини або патогенні клітини. Переважними 
сполуками для ендосомного вивільнення є хлоро-
хін та інгібітори АТФ-залежних Н

+
-насосів. 

Фармацевтичну композицію переважно готу-
ють таким чином, щоб забезпечувати однократне 
введення або багаторазове введення. 

Буде зрозуміло, що фармацевтична компози-
ція за даним винаходом може бути використана 
для будь-якого захворювання, яке включає неба-
жаний розвиток або небажане зростання судинної 
сітки, в тому числі ангіогенез, а також будь-яке із 
захворювань і станів, описаних тут. Переважно, 
цим типом захворювань є пухлинні захворювання. 
Серед пухлинних захворювань наступні пухлини є 
найбільш переважними для лікування: рак ендо-
метрію, колоректальні карциноми, гліоми, ендоме-
тріальні карциноми, аденокарциноми, ендометріа-
льні гіперплазії, синдром Коудена, спадкова не-
поліпозна колоректальна карцинома, синдром Лі-
Фромені, рак молочної залози, рак передміхурової 
залози (Ali, I.U., Journal of the National Cancer 
Institute, Vol. 92, no. 11, June 07, 2000, page 861-
863), синдром Баннаяна-Зонана, LDD (синдром 
Лермітте-Дуклоса) (Macleod, K., supra), хвороби 
гамартоми-макроцефалії, в тому числі хвороба 
Коу (CD) і синдром Баннаяна-Рувалькаба-Рілі 
(BRR), шкірно-слизові пошкодження (наприклад, 
трихілемоми), макроцефалія, затримка розумового 
розвитку, шлунково-кишкові гамартоми, ліпоми, 
аденома щитовидної залози, фіброзно-кістозне 
захворювання молочної залози, мозочкова дисп-
ластична гангліоцитома і злоякісності молочної 
залози і щитовидної залози (Vazquez, F., Sellers, 
W.R., supra). 

Повинно бути зрозуміло, що будь-яке з пух-
линних захворювань, яке повинно лікуватись фар-
мацевтичною композицією відповідно до даного 
винаходу, є переважно пухлинним захворюванням 
пізньої стадії. В іншому варіанті здійснення це пух-
линне захворювання включає клітини, які є нечут-
ливими до пухлинного супресора, причому більш 
переважно цим пухлинним супресором є PTEN 
(гомолог фосфатази і тензину). 

Фармацевтична композиція за даним винахо-
дом може бути також використана у способі про-
філактики і/або лікування описаного тут захворю-
вання, причому цей спосіб передбачає введення 
нуклеїнової кислоти за даним винаходом, вектора 
за даним винаходом або фармацевтичної компо-
зиції або лікарського засобу за даним винаходом 
для будь-якого з описаних тут захворювань. 

У наступному аспекті даний винахід стосуєть-
ся способу конструювання або скринінгу нуклеїно-
вої кислоти, яка придатна для негативної регуляції 



69 92465 70 
 
 

 

RTP801, більш переважно для негативної регуля-
ції функції RTP801. Цей спосіб передбачає засто-
сування послідовності нуклеїнової кислоти, описа-
ної тут, і оцінку такої нуклеїнової кислоти у 
придатному аналізі. Такий аналіз відомий в даній 
галузі і, наприклад, описаний в частині прикладів 
цієї заявки. У наступній стадії конструюють двола-
нцюгову структуру, переважно відповідно до прин-
ципів конструювання, представлених тут, яка при-
датна для негативної регуляції RTP801, 
переважно у зв'язку з механізмом посттранскрип-
ційного сайленсингу генів, такого як інтерференція 
РНК. Одержану таким чином, тобто сконструйова-
ну або одержану скринінгом, нуклеїнову кислоту 
оцінюють також у відповідному аналізі і цей ре-
зультат, тобто дію як нуклеїнової кислоти за даним 
винаходом, так і заново сконструйованої або оде-
ржаної скринінгом нуклеїнової кислоти порівнюють 
в такому аналізі. Переважно, ця сконструйована 
або одержана скринінгом нуклеїнова кислота є 
більш придатною, якщо вона є або більш стабіль-
ною, або більш ефективною, переважно має обид-
ві ці властивості. Буде зрозуміло, що цей спосіб 
буде особливо ефективним, якщо будь-яку з нук-
леїнових кислот відповідно до даного винаходу 
використовують як вихідну точку. Таким чином, в 
рамках даного винаходу знаходиться те, що нові 
молекули нуклеїнових кислот будуть конструюва-
тись на основі описаних тут ознак, причому послі-
довність-мішень на мРНК RTP801 буде злегка 
зміщена відносно послідовності-мішені на мРНК 
RTP801 для відповідної нуклеїнової кислоти відпо-
відно до даного винаходу. Переважно, ця нова 
нуклеїнова кислота буде зміщена на щонайменше 
один або декілька нуклеотидів відносно сегмента 
на мРНК-мішені або в 5'-напрямі, або в 3'-напрямі 
мРНК, що кодує RTP801. Однак відповідно до да-
ного винаходу це зміщення має місце в обох на-
прямах одночасно, що означає, що ця нова нукле-
їнова кислота включає нуклеїнову кислоту за 
даним винаходом, що використовується як вихідна 
точка. Відповідно до даного винаходу, елонгація 
нуклеїнової кислоти за даним винаходом, що ви-
користовується як початкова точка, також зміщена 
або до 3'-, або 5'-кінця. У випадку такого зміщення 
або 3'-кінець, або 5'-кінець нової нуклеїнової кис-
лоти є більш довгим, тобто більш подовженим, ніж 
інший кінець. При генеруванні цієї нової молекули 
нуклеїнової кислоти подовженням 3'-кінця або 5'-
кінця антисмислового ланцюга і/або смислового 
ланцюга застосовують звичайно наступну послідо-
вність стадій. Якщо зміщення виконується до 5'-
кінця мРНК RTP801, 3'-кінець антисмислового ла-
нцюга повинен бути подовжений кількістю нуклео-
тидів, на яку був зміщений 5-кінець мРНК RTP801. 
Таким чином, нуклеотид або нуклеотиди, які по-
винні бути додані до 3'-кінця антисмислового лан-
цюга нової нуклеїнової кислоти, є комплементар-
ними нуклеотидам, що знаходяться на 5'-кінці 
послідовності-мішені на мРНК RTP801, що викори-
стовується для молекули нуклеїнової кислоти за 
даним винаходом як вихідна точка. Те ж саме по-
винне бути виконане для смислового ланцюга. 
Однак, нуклеотиди, які повинні бути додані до 
смислового ланцюга, повинні відповідати, тобто 
бути комплементарними нуклеотидам, що заново 

додаються до 3'-кінця антисмислового ланцюга, 
що означає, що вони повинні бути додані до 5'-
кінця смислового ланцюга. Однак ця остання ста-
дія на смисловому ланцюгу повинна виконуватись 
тільки до тієї міри, до якої буде зміщений також 
смисловий ланцюг, крім антисмислового ланцюга, 
що має місце в переважному варіанті здійснення 
даного винаходу. Хоча це зміщення може бути 
виконане до міри, що визначається фахівцями з 
кваліфікацією в даній галузі, більш переважно, це 
зміщення буде виконуватись таким чином, що та-
кож і нова нуклеїнова кислота все ще містить сег-
мент з щонайменше 14 нуклеотидів, переважно 14 
суміжних нуклеотидів, як показано будь-якою з 
описаних тут молекул нуклеїнових кислот. 

Синтез будь-якої з описаних тут нуклеїнових 
кислот знаходиться в рамках кваліфікації фахівця 
в даній галузі. Такий синтез описаний, серед ін-
ших, в Beaucage S.L. and Iyer R.P., Tetrahedron 
1992; 48: 2223-2311, Beaucage S.L. and Iyer R.P., 
Tetrahedron 1993; 49: 6123-6194 і Caruthers M.H. et 
al., Methods Enzymol. 1987; 154: 287-313, синтез 
тіоатів, серед інших, описаний в Eckstein F., Annu. 
Rev. Biochem. 1985; 54: 367-402, синтез молекул 
РНК описаний в Sproat В., in Humana Press 2005 
Edited by Herdewijn P.; Kар. 2: 17-31 і відповідні 
процеси далі по ходу описані, серед інших, в 
Pingoud A. et al., in IRL Press 1989 Edited by Oliver 
R.W.A.; Kар. 7: 183-208 і Sproat В., in Humana 
Press 2005 Edited by Herdewijn P.; Kар. 2: 17-31 
(supra). 

siRNA для RTP801 може бути одержана з ви-
користанням способів, відомих в даній галузі, опи-
саних вище, на основі відомої послідовності 
RTP801 (SEQ ID NO:1) і може бути зроблена ста-
більною різними описаними вище модифікаціями. 
Відносно додаткової інформації див. Приклад 9. 

Крім того, що стосується способів даного ви-
находу, описаних тут, додаткові молекули РНК 
можуть бути використані з вказаними способами, 
наприклад, інгібуючі молекули РНК даного вина-
ходу включають одноланцюгові олігорибонуклео-
тиди, що переважно містять сегменти з щонайме-
нше 7-10 послідовних нуклеотидів, присутніх в 
послідовностях, детально описаних в таблицях А-
С, причому вказані олігорибонуклеотиди здатні 
утворювати [і/або містять] дволанцюгові райони в 
конкретних конформаціях, які впізнаються внутрі-
шньоклітинними комплексами, що приводить до 
деградації вказаних олігорибонуклеотидів на мен-
ші молекули РНК, які здатні виявляти інгібування 
їх відповідного ендогенного гена і ДНК-молекул, 
що кодують такі молекули РНК. Відповідним ендо-
генним геном є переважно ген 801 і може бути ген 
VEGF і/або ген VEGF-R1. Даний винахід забезпе-
чує також композицію, яка містить вищезгаданий 
одноланцюговий олігорибонуклеотид в носії, пере-
важно фармацевтично прийнятному носії. 

Крім того, даний винахід забезпечує комбіно-
вану терапію для всіх описаних тут станів і, зокре-
ма, станів, що включають хороїдальну неоваску-
ляризацію. У вказаній комбінованій терапії як ген 
RTP801, так і ген VEGF інгібуються для ослаблен-
ня симптомів підлягаючого лікуванню захворюван-
ня. Ці ієни можуть бути інгібовані комбінацією 
siRNA або антитіл (в тому числі аптамерних анти-
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тіл) або обома. Таким чином, даний винахід забез-
печує також нову фармацевтичну композицію, яка 
містить інгібітор RTP801 та інгібітор VEGF або 
VEGFR-1, причому інгібітором RTP801 є переваж-
но siRNA, більш переважно siRNA, детально опи-
сана в таблицях А-С, і, зокрема, siRNA з номерами 
14, 22, 23, 25, 27, 39, 41, 42, 49 і 50 таблиці А, а 
інгібітором VEGF/VEGFR-1 необов'язково є антиті-
ло або аптамер. Комбіноване застосування вказа-
них сполук (тобто siRNA RTP801 і антитіла VEGF 
або будь-якого іншого комбінованого прикладу, 
описаного тут) у приготуванні лікарського засобу є 
також частиною даного винаходу. 

Таким чином, siRNA RTP801, такі як молекула 
siRNA, детально описана в таблицях А-С і, зокре-
ма, siRNA з номерами 14, 22, 23, 25, 27, 39, 41, 49 і 
50 таблиці А, можуть вводитись разом з агентами, 
які націлені на VEGF і рецептор 1 VEGF (VEGFR1). 
Такі агенти є в цей час на ринку або знаходяться в 
різних стадіях затвердження і дослідження за до-
помогою різних механізмів. Антитіла і фрагменти 
антитіл, такі як ранібіцумаб (Lucentis, Genentech) 
приєднують до вивільненого VEGF для інгібування 
зв'язування VEGF з активними рецепторами. Ап-
тампер, який може діяти подібно комплексу лі-
ганд/антитіло (Macugen, Eyetech/Pfizer, схвалений 
нещодавно Департаментом з контролю за якістю 
харчових продуктів, медикаментів і косметичних 
засобів (FDA), для вологої AMD), також може бути 
використаний. Макуген зв'язується з позаклітин-
ним VEGF з блокуванням його активності. Ці лі-
карські засоби вводять локально ін'єкцією в скло-
подібне тіло. Aнти-VEGF-сполуки на основі siRNA 
(такі як інгібітор VEGF Acuity's Cand5 або інгібітор 
VEGFR-1 SIRNA's 027) також є доступними. Крім 
того, повідомлялось, що низькомолекулярний амі-
ностерин Скваламін (Genaera), який вводять сис-
темно, є інтерферуючим фактором в багатьох ас-
пектах ангіогенного процесу, в тому числі інгібує 
VEGF і передачу сигналів інших факторів росту в 
ендотеліальних клітинах. 

Одночасне введення інгібітору RTP801, пере-
важно siRNA, і будь-якого з вищезгаданих інгібую-
чих агентів VEGF/VEGFR-1, може мати синергічну 
дію, причому вказане комбіноване лікування є 
більш ефективним, ніж лікування будь-якою з цих 
окремих композицій, незалежно від дози у випадку 
монотерапії. Ця синергічна дія підтверджується 
також попередніми результатами, отриманими 
цим правонаступником, як описано детально в 
Прикладі 6. 

Інгібітор RTP801 (RTP801і) має інший меха-
нізм дії і є потенційно синергічним з інгібіторами 
VEGF-VEGFR. Дослідження на мишах з нокаутом 
RTP801 показує, що захисний фенотип в мишах з 
нокаутом зберігається, не дивлячись на той факт, 
що експресія мРНК VEGF в оці є такою ж високою, 
як і в мишах дикого типу. Додаткові попередні ре-
зультати авторів даного винаходу показують, що 
інгібування RTP801 може бути синергічним з інгі-
буванням регуляторної системи VEGF-VEGFR у 
лікуванні патології сітківки. Автори даного винахо-
ду виявили у відповідних експериментах, що вве-
дення siRNA проти RTP801 в моделі AMD (див. 
Приклад 6 нижче) приводить не тільки до негатив-
ної регуляції самого RTP801, але так само, як на-

слідок, до підвищуючої регуляції антиангіогенного і 
нейропротективного фактора PEDF, а також нега-
тивної регуляції експресії МСР, хемоатрактантного 
білка макрофагів. Таким чином, інгібування 
RTP801 одночасно індукує антиангіогенну, нейро-
протективну і протизапальну дії. 

Повинно бути зрозуміло, що в контексті даного 
винаходу будь-яка з молекул siRNA, описаних тут, 
або будь-яка з дволанцюгових молекул РНК (зви-
чайно з довжиною 25-500 нуклеотидів), які проце-
суються ендогенними клітинними комплексами 
(такими як DICER - див. вище) з утворенням опи-
саних тут молекул siRNA або молекул, які містять 
описані тут молекули siRNA, можуть бути викорис-
тані у лікуванні описаних тут захворювань або по-
рушень. 

Додаткові порушення, які можуть лікуватись 
молекулами і композиціями даного винаходу, 
включають всі типи хороїдальної неоваскуляриза-
ції (CNV), яка має місце не тільки у вологої AMD, 
але також в інших очних патологіях, таких як синд-
ром очного гістоплазмозу, ангіоїдні смуги сітківки, 
розриви в оболонці Бруха, міопічна дегенерація, 
очні пухлини і деякі дегенеративні захворювання 
сітківки. 

Додатковий аспект даного винаходу забезпе-
чує способи лікування пов'язаного з апоптозом 
захворювання. Забезпечені способи терапії захво-
рювань або порушень, асоційованих з патологіч-
ним зростанням клітин, що не контролюється, на-
приклад, раку, псоріазу, аутоімунних захворювань, 
inter alia, і способи терапії захворювань, асоційо-
ваних з ішемією і відсутністю правильного крово-
току, наприклад, інфаркту міокарда (МІ) або інсу-
льту. «Раком» або «пухлиною» називають 
неконтрольовану зростаючу масу клітин, що від-
хиляються від норми. Ці терміни включають як 
первинні пухлини, які можуть бути доброякісними 
або злоякісними, так і вторинні пухлини, або мета-
стази, які розповсюдились в інші місця тіла. Прик-
лади захворювань ракового типу включають, inter 
alia: карциному (наприклад, молочної залози, обо-
дової кишки і легені), лейкоз, такий як В-клітинний 
лейкоз, лімфому, таку як В-клітинна лімфома, бла-
стому, таку як нейробластома і меланома. 

Даний винахід забезпечує також композицію, 
яка містить одну або декілька сполук даного вина-
ходу в носії, переважно фармацевтично прийнят-
ному носії. Ця композиція може містити суміш двох 
або більшої кількості siRNA для різних генів або 
різних siRNA для одного і того ж гена. Розгляда-
ється питання про композицію, яка містить siRNA 
для гена RTP801 і siRNA для гена VEGF і/або гена 
VEGF-R1. 

Інша сполука даного винаходу включає вище-
згадану сполуку даного винаходу (структуру А), 
ковалентно або нековалентно пов'язану з однією 
або декількома сполуками даного винаходу (струк-
турою А). Ця сполука може доставлятись в носії і 
може процесуватись внутрішньоклітинно ендоген-
ними клітинними комплексами з утворенням однієї 
або декількох siRNA даного винаходу. Інша сполу-
ка даного винаходу містить вищезгадану сполуку 
даного винаходу (структуру А), ковалентно або 
нековалентно пов'язану з siRNA для іншого гена, 
зокрема, гена VEGF або гена VEGF-R1. 
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Даний винахід включає також нову хімічну час-
тинку, яка є інгібітором RTP801, переважно siRNA, 
хімічно пов'язаним, ковалентно або нековалентно, 
з будь-яким з інгібуючих агентів VEGF/VEGFR-1. 
Конкретною хімічною частинкою, що розглядаєть-
ся, є інгібітор RTP801 siRNA, ковалентно пов'яза-
ний з антитілом VEGF або рецептором-1 VEGF. 
Способи одержання таких нових хімічних частинок 
відомі фахівцям з кваліфікацією в даній галузі. 

Даний винахід включає також тандемну дво-
ланцюгову структуру, яка містить дві або більшу 
кількість послідовностей siRNA, яка процесується 
внутрішньоклітинно з утворенням двох або більшої 
кількості siRNA, одна з яких інгібує 801, а друга 
інгібує VEGF/VEGFR-1. У спорідненому аспекті цей 
винахід включає також тандемну дволанцюгову 
структуру, яка містить дві або більшу кількість по-
слідовностей siRNA, яка деградується внутрішньо-
клітинно з утворенням двох або більшої кількості 
siRNA, обидві з яких інгібують 801. 

Зокрема, розглядається, що довгий олігонук-
леотид (звичайно з довжиною приблизно 80-500 
нуклеотидів), який містить одну або декілька стру-
ктур стеблини і петлі, де райони стеблини містять 
послідовності олігонуклеотидів цього винаходу, 
може доставлятись в носії, переважно фармацев-
тично прийнятному носії, і може процесуватись 
внутрішньоклітинно ендогенними клітинними ком-
плексами (наприклад, DROSHA і DICER, описани-
ми вище) з утворенням одного або декількох мен-
ших дволанцюгових олігонуклеотидів (siRNA), які є 
олігонуклеотидами даного винаходу. Цей олігону-
клеотид може бути названий тандемною конструк-
цією shRNA. Передбачається, що цей довгий олі-
гонуклеотид є одноланцюговим олігонуклеотидом, 
що містить одну або декілька структур стеблини і 
петлі, де кожний район стеблини містить смислову 
і відповідну антисмислову послідовність siRNA 
гена 801. Зокрема, передбачається, що цей оліго-
нуклеотид містить смислову і антисмислову послі-
довності siRNA, зображені в будь-якій з таблиць А-
С. Альтернативно, ця тандемна конструкція shRNA 
може містити смислову і відповідну антисмислову 
послідовність siRNA гена 801 і додаткову смислову 
і відповідну антисмислову послідовність siRNA 
іншого гена, такого як VEGF або VEGF-R1. 

Як згадувалось вище, siRNA проти RTP801 
може бути основним активним компонентом у фа-
рмацевтичній композиції або може бути одним 
активним компонентом фармацевтичної компози-
ції, яка містить дві або декілька siRNA (або моле-
кул, які кодують або ендогенно продукують дві або 
більше siRNA, будь це сумішшю молекул або одні-
єю або декількома тандемними молекулами, кож-
на з яких кодує дві або більше siRNA), причому 
вказана фармацевтична композиція додатково 
містить одну або декілька додаткових молекул 
siRNA, кожна з яких націлена на один або декілька 
додаткових генів. Одночасне інгібування RTP801 і 
вказаних додаткових гена або генів буде, можли-
во, мати адитивну або синергічну дію у лікуванні 
описаних тут захворювань згідно з наступним: 

Гостра ниркова недостатність (ARF) та інші мі-
кросудинні порушення: фармацевтична композиція 
для лікування ARF може складатись з наступних 
комбінацій сполук: 1) димери siRNA RTP801 і 

siRNA p53; 2) димери siRNA RTP801 і Fas; 3) ди-
мери siRNA RTP801 і Вах; 4) димери siRNA p53 і 
Fas: 5) димери siRNA RTP801 і Вах; 6) димери 
siRNA RTP801 і Noxa; 7) димери siRNA RTP801 і 
Puma; 8) димери siRNA RTP801 (REDD1) і 
RTP801L (REDD2); 9) siRNA RTP801, siRNA Fas і 
будь-яка з siRNA RTP801L, siRNA p53, siRNA Вах, 
siRNA Noxa або siRNA Puma для утворення три-
мерів або полімерів (тобто тандемних молекул, які 
кодують три siRNA). 

Дегенерація жовтої плями (MD), діабетична 
ретинопатія (DR), пошкодження спинного мозку: 
фармацевтичні композиції для лікування MD, DR і 
пошкодження спинного мозку можуть складатись з 
наступних комбінацій сполук: 1) siRNA, комбінова-
на з siRNA VEGF, siRNA VEGF-R1, siRNA VEGF-
R2, siRNA РКСбета, siRNA MCP1, siRNA eNOS, 
siRNA KLF2, siRNA RTP801L (фізично змішані або 
в тандемній молекулі); 2) siRNA RTP801 в комбі-
нації з двома або більше siRNA наведеного вище 
переліку (фізично змішані або в тандемній моле-
кулі, що кодує три siRNA, або їх комбінація). 

ХОХЛ і респіраторні порушення: фармацевти-
чна композиція для лікування респіраторних по-
рушень може складатись з наступних комбінацій 
сполук: siRNA RTP801, об'єднана з siRNA одного 
або декількох з наступних генів: еластаз, металоп-
ротеаз позаклітинного матриксу, фосфоліпаз, кас-
паз, сфінгомієлінази і церамідсинтази. 

Крім того, siRNA RTP801 або будь-яка моле-
кула нуклеїнової кислоти, яка містить або кодує 
siRNA RTP801, може бути пов'язана (ковалентно 
або нековалентно) з антитілами для досягнення 
посиленого націлювання для лікування описаних 
тут захворювань згідно з наступним: 

ARF: анти-Fas-антитіло (переважно, нейтралі-
зуючі антитіла). 

Дегенерація жовтої плями, діабетична ретино-
патія, пошкодження спинного мозку: анти-Fas-
антитіло, анти-МСР1-антитіло, анти-VEGF-R1- і 
анти-VEGF-R2-антитіло. Ці антитіла повинні бути, 
переважно, нейтралізуючими антитілами. 

Будь-які молекули, такі як, наприклад, антис-
мислові молекули ДПК, які містять послідовності 
siRNA, описані тут, (з відповідними модифікаціями 
нуклеїнових кислот) є особливо бажаними і мо-
жуть бути використані з тією ж самою ефективніс-
тю, що і їх відповідні siRNA, для всіх описаних тут 
застосувань і способів. 

Даний винахід включає також спосіб лікування 
пацієнта, який страждає від порушення, такого як 
описані тут порушення, що передбачає введення 
пацієнту вищезгаданих композиції або сполуки у 
терапевтично ефективній дозі таким чином, щоб 
лікувати цього пацієнта. 

Під терміном «антисмисловий» (AS) або «ан-
тисмисловий фрагмент» мається на увазі полінук-
леотидний фрагмент (який містить дезоксирибону-
клеотиди, рибонуклеотиди або їх суміш), що має 
інгібуючу антисмислову активність, причому вка-
зана активність спричиняє зменшення експресії 
ендогенної геномної копії відповідного гена (в 
цьому випадку RTP801). AS-полінуклеотид є полі-
нуклеотидом, який містить послідовні нуклеотиди, 
що мають послідовність достатньої довжини і го-
мології відносно послідовності, присутньої в послі-
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довності гена RTP801, представленої в SEQ ID 
NO:1, для створення можливості гібридизації цього 
AS з цим геном. Послідовність AS сконструйована 
таким чином, щоб бути комплементом мРНК-
мішені, яка представляє інтерес, і утворювати ду-
плекс РНК:AS. Це утворення дуплексу може запо-
бігати процесингу, сплайсингу, транспорту або 
трансляції релевантної мРНК. Крім того, деякі AS-
нуклеотидні послідовності можуть індукувати акти-
вність клітинної РНКази Η при гібридизації з їх 
мРНК-мішенню, приводячи до деградації мРНК 
(Calabretta et al., 1996: Anlisense strategies in the 
treatment of leukemias. Semin Oncol. 23(1): 78-87). 
В цьому випадку РНКаза Н буде розщеплювати 
РНК-компонент цього дуплексу і може потенційно 
вивільняти AS для додаткової гібридизації з дода-
тковими молекулами РНК-мішені. Додатковий ме-
ханізм дії відбувається з взаємодії AS з геномною 
ДНК з утворенням потрійної спіралі, яка може бути 
транскрипційно неактивною. Конкретними AS-
фрагментами є AS ДНК, що кодує конкретні фраг-
менти описаного тут RTP801. 

Багато які огляди охоплюють основні аспекти 
антисмислової (AS) технології і її терапевтичний 
потенціал (Wright & Anazodo, 1995. Antisense 
Molecules and Their Potential For The Treatment Of 
Cancer and AIDS. Cancer J. 8:185-189). Є огляди з 
хімічних аспектів цієї технології. (Crooke, 1995. 
Progress in antisense therapeutics, Hematol. Pat hoi. 
2:59; Uhlmann and Peyman, 1990. Antisense 
Oligonucleotides: A New Therapeutic Principle. Chem 
Rev 90(4): 543-584.), cellular (Wagner, 1994. Gene 
inhibition using antisense oligodeoxynucleotides. 
Nature 372:333) and therapeutic (Hanania, et al 
1995. Recent advances in the application of gene 
therapy to human disease. Am. J. Med. 99:537; 
Scanlon et al., 1995. Oligonucleotides-mediated 
modulation of mammalian gene expression. FASEB 
J. 9:1288; Gewirtz, 1993. Oligodeoxynucleotide-
based therapeutics for human leukemias, Stem Cells 
Dayt. 1 1:96). 

Антисмислове втручання в експресію конкрет-
них генів може бути досягнуте з використанням 
синтетичних послідовностей AS-оліюнуклеотидів 
(див. М! Lefebvre-d'Hellencourt et al, 1995. 
Immunomodulation by cytokine antisense 
oligonucleotides. Eur. Cytokine Netw. 6:7; Agrawal, 
1996. Antisense oligonucleotides: towards clinical 
trials, TIBTECH, 14:376; Lev-Lehman et al., 1997. 
Antisense Oligomers in vitro and in vivo. In Antisense 
Therapeutics, A. Cohen and S. Smicek, eds (Plenum 
Press, New York)). AS-олігонуклеотидні послідов-
ності сконструйовані таким чином, щоб бути ком-
плементом мРНК-мішені, яка представляє інтерес, 
і утворювати дуплекс PHK:AS. Це утворення дуп-
лексу може запобігати процесингу, сплайсингу, 
транспорту або трансляції релевантної мРНК. Крім 
того, деякі AS-нуклеотидні послідовності можуть 
індукувати активність клітинної РНКази Н при гіб-
ридизації з їх мРНК-мішенпю, приводами до де-
градації мРНК (Calabretta et al., 1996: Antisense 
strategies in the treatment of leukemias. Semin 
Oncol. 23(1): 78-87). В цьому випадку РНКаза Н 
буде розщеплювати РНК-компонент цього дуплек-
су і може потенційно вивільняти AS для додатко-
вої гібридизації з додатковими молекулами РНК-

мішені. Додатковий механізм дії відбувається з 
взаємодії AS з геномною ДНК з утворенням пот-
рійної спіралі, яка може бути транскрипційно неак-
тивною. 

Послідовність сегмента-мішені для антисмис-
лового олігонуклеотиду вибрана таким чином, що 
ця послідовність проявляє відповідні пов'язані з 
енергією характеристики, важливі для утворення 
олігонуклеотидного дуплексу з їх комплементар-
ними матрицями і виявляє низький потенціал у 
відношенні самодимеризації або самокомплемен-
тації (Anazodo et al., 1996). Наприклад, комп'ютер-
на програма OLIGO (Primer Analysis Software, 
Version 3.4) може бути використана для визначен-
ня точки плавлення антисмислової послідовності, 
властивостей вільної енергії і наближеного визна-
чення властивостей потенційного утворення само-
димерів і самокомплементарності. Ця програма 
дозволяє робити кількісну оцінку цих двох параме-
трів (потенційного утворення самодимерів і само-
комплементарності) і забезпечує показники «не-
має потенціалу» або «деякий потенціал» або «по 
суті повний потенціал». З використанням цієї про-
грами звичайно відбирають сегмепти-мішені, які 
мають оцінки «немає потенціалу» в цих парамет-
рах. Однак можуть бути використані сегменти, які 
мають «деякий потенціал», в одній з цих категорій. 
Баланс цих параметрів використовують в цьому 
відборі, як це відоме в даній галузі. Крім того, ці 
олігонуклеотиди відбирають по мірі необхідності 
таким чином, що аналогічна заміна по суті не 
впливає на функцію. 

Фосфоротіоатні антисмислові олігонуклеотиди 
звичайно не виявляють значущої токсичності в 
концентраціях, які є ефективними, і проявляють 
достатні фармакодинамічні напівперіоди існування 
у тварин (Agrawal, 1996. Antisense oligonucleotides: 
towards clinical trials, TIBTECH. 14:376) і є резисте-
нтними до нуклеаз. Антисмислові індуковані фено-
тиии з втратою функції, пов'язаної з клітинним ро-
звитком, були показані для гліального 
фібрилярного кислого білка (GFAP), для встанов-
лення утворення тектальної пластинки у курчат 
(Galileo et al., 1991. J. Cell. Biol. 112:1285) і для 
білка N-myc, відповідального за збереження клі-
тинної гетерогенності в нейроектодермальних ку-
льтурах (епітеліальних клітин у порівнянні з ней-
робластними клітинами, які відрізняються за їх 
колонієутворювальною активністю, онкогеністю і 
прикріпленням) (Rosolen et al., Cancer Res. 
50:6316: Whitesell et al., 1991. Episome-generated 
N-myc antisense RNA restricts the differentiation 
potential of primitive neuroectodermal cell lines. Mol. 
Cell. Biol. 11:1360). Інгібування антисмисловим 
олігонуклеотидом основного фактора росту фіб-
робластів (bFGF), що має мітогенні і ангіогенні 
властивості, придушувало 80% зростання в кліти-
нах гліоми (Morrison, 1991. Suppression of basic 
fibroblast growth factor expression by antisense 
oligonucleotides inhibits the growth of transformed 
human astrocytes. J. Biol. Chem. 266:728) насичую-
чим і специфічним чином. Будучи гідрофобними, 
антисмислові олігонуклеотиди добре взаємодіють 
з фосфоліпідними мембранами (Akhter et al., 1991. 
Interactions of antisense DNA oligonucleotide 
analogs with phospholipid membranes (liposomes) 
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Nuc. Res. 19:5551-5559). Після їх взаємодії з клі-
тинними плазматичними мембранами вони актив-
но (або пасивно) транспортуються в живі клітини 
(Loke et al., 1989. Characterization of oligonucleotide 
transport into lhing cells. PNAS USA 86:3474) в ме-
ханізмі, що насичується, який, як передбачено, 
включає специфічні рецептори (Yakubov et al., 
1989. PNAS USA 86:6454). 

«Рибозим» є молекулою PНK, яка має РНК-
каталітичну здатність (див. Сесh відносно огляду) і 
розщеплює специфічний сайт в РНК-мішені. 

Згідно з даним винаходом, рибозими, які роз-
щеплюють мРНК RTP801, можуть бути використа-
ні як інгібітори RTP801. Це може бути необхідним у 
випадках, коли антисмислова терапія обмежена 
стехіометричними міркуваннями (Sarver et al., 
1990. Gene Regulation and Aids. pp. 305-325). Потім 
можуть бути використані рибозими, які націлені на 
послідовність RTP801. Кількість молекул РНК, які 
розщеплюються рибозимом, більше, ніж кількість, 
передбачена стехіохімією (Hampel and Tritz, 1989; 
Uhlenbeck. 1987). 

Рибозими каталізують розщеплення фосфоді-
ефірного зв'язку РНК. Були ідентифіковані декіль-
ка структурних сімейств рибозимів, що включають 
інтрони Групи І, РНКазу Р, рибозим вірусу гепатиту 
дельта, молотоголові рибозими і шпильковий ри-
бозим, спочатку одержаний з негативного ланцюга 
сателітної РНК вірусу кільцевої плямистості тютю-
ну (sTRSV) (Sullivan, 1994; U.S. Pat. No. 5225347, 
стовпці 4-5). Два останніх сімейства одержані з 
віроїдів і вірусоїдів, в яких, як вважається, рибозим 
відділяє мономери від олігомерів, що створюються 
під час реплікації типу «кільця, що котиться» 
(Symons, 1989 і 1992). Мотиви молотоголових і 
шпилькових рибозимів є такими, що найчастіше 
адаптуються для транс-розщеплення мРНК для 
генотерапії (Sullivan, 1994). Тип рибозиму, що ви-
користовується в даному винаході, вибирають, як 
відомо в даній галузі. Шпилькові рибозими знахо-
дяться в цей час у клінічному дослідженні і є рибо-
зимами переважного типу. Звичайно цей рибозим 
має довжину 30-100 нуклеотидів. Доставка рибо-
зимів схожа з доставкою AS-фрагментів і/або мо-
лекул siRNA. 

Потрібно зазначити, що всі полінуклеотиди, які 
повинні використовуватись в даному винаході, 
можуть зазнавати модифікацій для поліпшення 
терапевтичних властивостей. Модифікації або 
аналоги нуклеотидів можуть бути введені для по-
ліпшення терапевтичних властивостей полінукле-
отидів. Поліпшені властивості включають збільше-
ну стійкість до нуклеаз і/або збільшену здатність 
проникати через клітинні мембрани. Стійкість до 
нуклеаз, коли вона необхідна, забезпечується 
будь-яким відомим в даній галузі способом, який 
не заважає біологічній активності AS-
полінуклеотиду, siRNA, кДНК і/або рибозимів, не-
обхідних для даного способу застосування і дос-
тавки (Iyer et al., 1990; Eckstein. 1985; Spitzer and 
Eckstein, 1988; Shaw et al., 1991). Модифікації, які 
можуть бути зроблені в олігонуклеотидах для збі-
льшення стійкості до нуклеаз, включають модифі-
кацію гетероатому фосфору або кисню в фосфат-
ному скелеті. Вони включають приготування 
метилфосфонатів, фосфоротіоатів, фосфородиті-

оатів і олігомерів морфоліно. В одному варіанті 
здійснення це забезпечується використанням фо-
сфоротіоатних зв'язків для зв'язування чотирьох-
шести нуклеотидних основ 3'-кінця. Альтернатив-
но, фосфоротіоатні зв'язки зв'язують всі нуклеоти-
дні основи. Можуть бути використані інші модифі-
кації, відомі в даній галузі, при яких зберігається 
біологічна активність, але стабільність до нуклеаз 
є істотно збільшеною. 

Всі аналоги або модифікації полінуклеотиду 
можуть бути використані з даним винаходом, за 
умови, що вказані аналог або модифікація по суті 
не впливають на функцію цього полінуклеотиду. Ці 
нуклеотиди можуть бути вибрані з основ, що при-
родно зустрічаються, або синтетично модифікова-
них основ. Основи, що природно зустрічаються, 
включають аденін, гуанін, цитозин, тимін і урацил. 
Модифіковані основи включають інозин, ксантин, 
гіпоксантин, 2-аміноаденін, 6-метил-, 2-пропіл- та 
інші алкіладеніни, 5-галогенурацил-5-
галогенцитозин, 6-азацитозин і 6-азатимін, псев-
доурацил, 4-тіоурацил, 8-галогенаденін, 8-
аміноаденін, 8-тіоладенін, 8-тіоалкіладеніни, 8-
гідроксиладенін, та інші 8-заміщені аденіни, 8-
галогенгуаніни, 8-аміногуаніни, 8-тіолгуанін, 8-
тіоалкілгуанін, 8-гідроксигуанін та інші заміщені 
гуаніни, інші аза- і деазааденіни, інші аза- і деаза-
гуаніни, 5-трифторметилурацил і 5-
трифторцитозин. 

Крім того, можуть бути одержані аналоги полі-
нуклеотидів, в яких структура нуклеотиду фунда-
ментально змінена і які більш підходять як терапе-
втичні або експериментальні реагенти. Прикладом 
аналога нуклеотиду є пептиднуклеїнова кислота 
(ПНК), в якій дезоксирибоза- (або рибоза)-
фосфатний скелет в ДНК (або РНК) замінений 
поліамідним скелетом, який схожий зі скелетом, 
що виявляється у пептидах. Було показано, що 
ПНК-аналоги стійкі до деградації ферментами і 
мають пролонговані періоди існування in vivo і in 
vitro. Крім того, було показано, що ПНК сильніше 
зв'язуються з комплементарною послідовністю 
ДНК, ніж молекула ДПК. Це спостереження зв'язу-
ють з відсутністю відштовхування зарядів між лан-
цюгом ПНК і ланцюгом ДНК. Інші модифікації, які 
можуть бути вироблені у відношенні олігонуклео-
тидів, включають полімерні скелети, циклічні ске-
лети або ациклічні скелети молекул. 

Поліпептиди, що використовуються в даному 
винаході, можуть бути також модифіковані, необо-
в'язково хімічно модифіковані, для поліпшення їх 
терапевтичної активності. «Хімічно модифікова-
ний», при посиланні на поліпептиди, означає полі-
пептид, в якому щонайменше один з амінокислот-
них залишків модифікований або природними 
процесами, такими як процесинг або інші посттра-
нсляційні модифікації, або хімічними способами 
модифікації, які добре відомі в даній галузі. Серед 
численних відомих модифікацій типові, але не ви-
няткові, приклади включають: ацетилування, аци-
лування, амідування, АДФ-рибозилування, гліко-
зилування, утворення GPI-якора 
(глікозилфосфатидилінозит-якорі), ковалентне 
приєднання ліпіду або похідного ліпіду, метилу-
вання, міристилування, ПЕГілування, пренілуван-
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ня, фосфорилування, убіквітинування або будь-
який подібний процес. 

Додаткові можливі поліпептидні модифікації 
(такі як ті, що походять зі зміни нуклеїнових кис-
лот) включають наступні модифікації: 

«Консервативна заміна» - означає заміну амі-
нокислоти в одному класі амінокислот амінокисло-
тою того ж самого класу, де клас визначається 
звичайними фізико-хімічними властивостями біч-
них ланцюгів амінокислот і високими зустрічностя-
ми замін в гомологічних поліпептидах, що виявля-
ються в природі, які визначаються, наприклад, з 
використанням стандартної матриці амінокислот-
них замін Дайхоффа або матриці BLOSUM. Були 
виділені шість основних класів бічних ланцюгів 
амінокислот, які включають: Клас І (Cys); Клас II 
(Ser, Thr, Pro, Ala, Gly): Клас III (Asn, Asp, GIn, Glu); 
Клас IV (His, Arg, Lys); Клас V (ІІe, Leu, Val, Met): і 
Клас VI (Phe, Туr, Trp). Наприклад, заміна залиш-
ком Asp іншого залишку класу III, такого як Asn, 
GIn або Glu, є консервативною заміною. 

«Неконсервативна заміна» - означає заміну 
амінокислоти в одному класі амінокислотою з ін-
шого класу: наприклад, заміну Ala, залишку класу 
II, залишком класу III, таким як Asp, Asn, Glu або 
GIn. 

«Делеція» - означає зміну в нуклеотидній або 
амінокислотній послідовності, в яких відсутні один 
або декілька нуклеотидів або амінокислотних за-
лишків, відповідно. 

«Інсерція» або «додавання» - означає зміну у 
нуклеотидній або амінокислотної послідовності, 
яке привело до додавання одного або декількох 
нуклеотидів або амінокислотних залишків, відпові-
дно, у порівнянні з послідовністю, що природно 
зустрічається. 

«Заміна» - заміна одного або декількох нукле-
отидів або амінокислотних залишків іншими нук-
леотидами або амінокислотами, відповідно. Що 
стосується амінокислотних послідовностей, ця 
заміна може бути консервативною або неконсер-
вативною. 

У додатковому варіанті здійснення даного ви-
находу поліпептид або полінуклеотид RTP801 мо-
же бути використаний для діагностики або детек-
тування дегенерації жовтої плями в суб'єкті. 
Спосіб детектування може звичайно включати 
аналіз мРНК RTP801 або поліпептиду RTP801 в 
пробі, одержаній з суб'єкта. 

«Детектування (детекція)» означає спосіб де-
тектування захворювання. Цей термін може стосу-
ватись детектування схильності до захворювання 
або до детектування тяжкості захворювання. 

Під «гомологом/гомологією», в даному кон-
тексті, мають на увазі щонайменше приблизно 
70%, переважно щонайменше приблизно 75% го-
мологію, переважно щонайменше приблизно 80% 
гомологію, більш переважно щонайменше прибли-
зно 90% гомологію, навіть більш переважно що-
найменше приблизно 95% гомологію, наприклад, 
щонайменше приблизно 97%, приблизно 98%, 
приблизно 99% або навіть приблизно 100% гомо-
логію. Даний винахід розглядає також те, що ці 
полінуклеотиди і поліпептиди можуть бути викори-
стані таким же чином, що і описані тут і вищеза-
значені полінуклеотиди і поліпептиди. 

Альтернативно або додатково, «гомологія», 
відносно послідовностей, може стосуватись кіль-
кості положень з ідентичними нуклеотидами або 
амінокислотними залишками, поділеній на кіль-
кість нуклеотидів або амінокислотних залишків в 
більш короткій з цих двох послідовностей, причому 
зіставлення цих двох послідовностей може бути 
виконане відповідно до алгоритму Вільбура і Ліп-
мана ((1983) Рrос. Natl. Acad. Sci. USA 80:726): 
наприклад, з використанням розміру вікна 20 нук-
леотидів, довжини слова 4 нуклеотиди і штрафу за 
геп 4, і аналіз та інтерпретація даних послідовнос-
тей, в тому числі зіставлення з використанням 
комп'ютера, можуть бути зручним чином виконані 
із застосуванням комерційно доступних програм 

(наприклад, Intelligenetics  Suite, Intelligenetics Inc., 
CA). Коли говориться, що послідовності є схожими 
або мають деяку міру ідентичності або гомології з 
послідовностями ДНК, тимідин (Т) в цій послідов-
ності ДНК розглядається як рівний урацилу (U) в 
послідовності РНК. РНК-послідовності в рамках 
даного винаходу можуть бути одержані з ДНК-
послідовностей або їх комплементів заміною тимі-
дину (Т) в ДПК-послідовиості урацилом (U). 

Додатково або альтернативно, схожість або 
гомологія амінокислотних послідовностей можуть 
бути визначені з використанням програми BlastP 
(Altschul et al., Nucl. Acids Res. 25:3389-3402), дос-
тупної в NCBI. Наступні посилання забезпечують 
алгоритми для порівняння відносної ідентичності 
або гомології амінокислотних залишків двох полі-
пептидів, і додатково або альтернативно, що сто-
сується попередніх описів, описи в цих посиланнях 
можуть бути використані для визначення процент-
ної гомології Smith et al., (1981) Adv. Appl. Math. 
2:482-489; Smith et al., (1983) Nucl. Acids Res. 
11:2205-2220; Devereux et al., (1984) Nucl. Acids 
Res. 12:387-395; Feng et al., (1987) J. Molec. Evol. 
25:351-360; Higgins et al., (1989) CABIOS 5:151-
153: and Thompson et al., (1994) Nucl. Acids Res. 
22:4673-4680. 

«Ті, що мають щонайменше Х% гомологію» - 
відносно двох амінокислотних або нуклеотидних 
послідовностей означає процент залишків, які є 
ідентичними в цих двох послідовностях при опти-
мальному зіставленні цих послідовностей. Таким 
чином, ідентичність 90% амінокислотних послідов-
ностей означає, що 90% амінокислот в двох або 
більше оптимально зіставлених поліпептидних 
послідовностях є ідентичними. 

Додатковий варіант здійснення даного вина-
ходу стосується фармацевтичної композиції, яка 
містить інгібітор RTP801 у терапевтично ефектив-
ній кількості як активний інгредієнт і фармацевтич-
но прийнятний носій. Цим інгібітором може бути 
біологічний інгібітор, органічна молекула, хімічна 
молекула і т.д., вказана фармацевтична компози-
ція може містити інгібітор RTP801, який є полінук-
леотидом, який містить послідовні нуклеотиди, що 
мають послідовність, яка є антисмисловою послі-
довністю відносно послідовності, поданої на Фіг. 1 
(SEQ ID NO:1). Крім того, інгібітором RTP801 може 
бути вектор, що містить ці полінуклеотиди. Крім 
того, інгібітором RTP801 може бути моноклональ-
не антитіло, яке специфічно зв'язується з епіто-
пом, що містить 4-25 амінокислот, представленим 



81 92465 82 
 
 

 

на Фігурі 2 (SEQ ID NO:2), або молекула РНК, яка 
націлена на мРНК гена RTP8013, така як молекула 
siRNA (необов'язково зображена в таблицях А-С, і, 
зокрема, siRNA з номерами 22, 23, 25, 27, 39, 41, 
42, 49 і 50 таблиці А) або рибозим. 

Активні інгредієнти фармацевтичної композиції 
можуть включати олігонуклеотиди, які є стійкими 
до нуклеаз, необхідні для застосування на практи-
ці даного винаходу, або їх фрагмент, який, як по-
казано, має ту ж саму дію, націлений проти відпо-
відної послідовності (відповідних послідовностей), 
або рибозим. Можуть бути використані комбінації 
активних інгредієнтів, описаних в даному винаході, 
в тому числі комбінації антисмислових послідов-
ностей. 

Додатковий варіант здійснення даного вина-
ходу забезпечує застосування терапевтично ефе-
ктивної дози інгібітору RTP801 для приготування 
лікарського засобу для стимуляції видужання в 
пацієнтові, який страждає від захворювання або 
пошкодження спинного мозку. В одному варіанті 
здійснення цим інгібітором є переважно siRNA. В 
іншому варіанті здійснення цим інгібітором є пере-
важно Структура А, зображена тут. 

Даний винахід був описаний ілюстративним 
чином, і повинно бути зрозуміло, що термінологія, 
яка була використана, призначена для опису, а не 
для обмеження. 

Очевидно, що багато які модифікації і варіації 
даного винаходу можливі в світлі наведених вище 
описів. Таким чином, повинно бути зрозуміло, що в 
межах обсягу прикладеної формули винаходу да-
ний винахід може бути використаний на практиці 
іншим чином, ніж він конкретно описаний. 

У всій цій заявці, різні публікації, в тому числі 
патенти США, використовуються з наведенням 
автора і року, а патенти з наведенням номера. 
Описи цих публікацій і патентів і заявок на патент 
в їх повному вигляді включені тим самим як поси-
лання в цю заявку для більш повного опису стану 
галузі, якої стосується цей винахід. 

Короткий опис фігур 
Фіг. 1 описує детально кодуючу послідовність 

гена RTP801 (SEQ ID NO:1): 
Фіг. 2 описує детально амінокислотну послідо-

вність поліпептиду RTP801 (SEQ ID NO:2): 
Фіг. 3 є діаграмою, що зображає екзони, CDS, 

SNP людини і положення різних молекул нуклеї-
нових кислот, які є специфічними для людини або 
специфічними для людини, миші і щурів парале-
льно; 

Фіг. 4А-Н зображає панель Вестерн-блот-
аналізу, одержану після застосування різних дво-
ланцюгових нуклеїнових кислот відповідно до да-
ного винаходу до першої лінії клітин людини, при-
чому цей експеримент проводили двічі, з 
позначенням цих експериментів як експеримент 1 і 
експеримент 2, причому рівень експресії р110а і 
р85 представлений як контролі нанесення, та інте-
нсивність (щільність) смуги RTP801 є мірою інгібу-
ючої активності конкретної застосованої дволан-
цюгової нуклеїнової кислоти; 

Фіг. 5А-Р зображає панель Вестерн-блот-
аналізу, одержану після застосування різних дво-
ланцюгових нуклеїнових кислот відповідно до да-
ного винаходу до другої лінії клітин людини, при-

чому цей експеримент проводили двічі, з позна-
ченням цих експериментів як експеримент 1 і екс-
перимент 2, причому рівень експресії р110а і р85 
представлений як контролі нанесення, та інтенси-
вність (щільність) смуги RTP801 є мірою інгібуючої 
активності конкретної застосованої дволанцюгової 
нуклеїнової кислоти; 

Фіг. 6А-С зображає панель Вестерн-блот-
аналізу, одержану після застосування різних дво-
ланцюгових нуклеїнових кислот відповідно до да-
ного винаходу до першої лінії клітин людини при 
різних концентраціях, а саме 10 нМ (5А), 5 нМ (5В) 
і 1 нМ (5С) причому цей експеримент проводили 
двічі, з позначенням цих експериментів як експе-
римент 1 і експеримент 2, причому рівень експресії 
р110а і р85 представлений у вигляді контролів 
нанесення, та інтенсивність (щільність) смуги 
RTP801 є мірою інгібуючої активності конкретної 
застосованої дволанцюгової нуклеїнової кислоти; 

Фіг. 7 зображає панель Вестерн-блот-аналізу, 
одержану із застосуванням різних дволанцюгових 
нуклеїнових кислот відповідно до даного винаходу 
до мишачої клітинної лінії, причому цей експери-
мент проводили двічі, з позначенням цих експери-
ментів як експеримент 1 і експеримент 2, причому 
рівень експресії р110а і р85 представлений у ви-
гляді контролів нанесення, та інтенсивність (щіль-
ність) смуіи RTP801 є мірою інгібуючої активності 
конкретної застосованої дволанцюгової нуклеїно-
вої кислоти: 

Фіг. 8 показує результати експерименту в ми-
шачій модельній системі AMD; 

Фіг. 9 показує результати додаїкових експери-
ментів в мишачій модельній системі AMD; 

Фіг. 10 показує результати експериментів в 
модельній системі AMD примату не людини; 

Фіг. 11А-В показує результати додаткових екс-
периментів в модельній системі AMD примату не 
людини; 

Фіг. 12А-В показує результати додаткових екс-
периментів в модельній системі AMD примату не 
людини; 

Фіг. 13А-В представляє аналіз експеримента-
льних результатів, одержаних в моделі AMD при-
мату не людини; 

Фіг. 14 представляє додатковий аналіз експе-
риментальних результатів, одержаних в моделі 
AMD примату не людини; 

Фіг. 15А-С показує результати експерименту з 
використанням інстиляції RТР801-експресуючої 
плазміди у мишей; 

Фіг. 16А-С показує результати моделі коротко-
строкового (7 днів) впливу сигаретним димом у 
мишах з нокаутом RTP801 (КО) і мишах дикого 
типу (WT): 

Фіг. 17А-С показує результати моделі впливу 
сигаретним димом у мишах дикого типу (WT), яким 
вводили інстиляцією активну анти-RTP801 
(REDD14) і контрольну (REDD8) siRNA; 

Фіг. 18 показує результати експериментів з 
мишами КО з нокаутом RTP801 в довгостроковій 
моделі CS; 

Фіг. 19 показує результати експериментів в 
мишачій моделі ARF; 
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Фіг. 20 показує результати експериментів в 
мишачій модельній системі діабетичної ретинопа-
тії; 

Фіг. 21 показує результати додаткових експе-
риментів в мишачій модельній системі діабетичної 
ретинопатії; 

Фіг. 22 показує результати додаткових експе-
риментів в мишачій модельній системі діабетичної 
ретинопатії; 

Фіг. 23 показує результати експериментів ком-
бінованого інгібування RTP801/VEGF в мишачій 
моделі CNV; 

Фіг. 24 показує результати додаткових експе-
риментів комбінованою інгібування RTP80LVEGF в 
мишачій моделі CNV; 

Фіг. 25 показує результати експериментів, що 
досліджують дію siRNA RTP801 на експресію гена 
в RPE і нейроретині; 

Фіг. 26А-В показує додаткові результати екс-
периментів, що досліджують дію siRNA RTP801 на 
експресію гена в RPE і нейроретині; 

Фіг. 27 показує результати експериментів, які 
демонструють, що RTP801NP є таким же актив-
ним, що і RTP801. 

Приклади 
Автори вважають, що без додаткового роз'яс-

нення фахівець з кваліфікацією в даній галузі мо-
же, з використанням попереднього опису, викорис-
тати даний винахід в його найбільш повній міри. 
Таким чином, наступні переважні конкретні варіан-
ти здійснення повинні розглядатись тільки як ілюс-
тративні, а не такі, що обмежують яким-небудь 
чином заявлений винахід. 

Стандартні протоколи молекулярної біології, 
відомі в даній галузі, не описані конкретно тут, 
звичайно виконуються по суті, як описано в 
Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory 
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, New York 
(1989, 1992) і Ausubel et al., Current Protocols in 
Molecular Biology, Johm Wiley and Sons, Baltimore, 
Maryland (1989). 

Стандартні протоколи органічного синтезу, ві-
домі в даній галузі, не описані конкретно тут, зви-
чайно виконуються по суті, як описано в Organic 
syntheses: Vol. 1-79. editors vary, J. Wiley. New York 
(1941-2003); Gewert et al., Organic synthesis 
workbook, Wiley-VCH, Weinheim (2000); Smith & 
March, Advanced Organic Chemistry, Wiley-
Interscience; 5th edition (2001). 

Стандартні способи медичної хімії, відомі в 
даній галузі, не описані конкретно тут, звичайно 
виконуються по суті, як описано в серії 
"Comprehensive Medicinal Chemistry" різними авто-
рами і видавцями. Pergamon, що публікується 
Press. 

Ознаки даного винаходу, описані в цьому опи-
сі, формула винаходу і/або рисунки можуть бути як 
окремо, так і в будь-якій комбінації матеріалом для 
реалізації цього винаходу в його різних формах. 

Приклад 1 
Загальні матеріали і способи 
Якщо немає інших вказівок, наступні матеріа-

ли і способи використали у Прикладах 1-5. 
Культура клітин 
Першу лінію клітин людини, а саме клітини 

HeLa (Американська Колекція Типових Культур) 

культивували таким чином: клітини HeLa (Амери-
канська Колекція Типових Культур) культивували, 
як описано в Czauderna F et al., (Czaudema, F., 
Fechtner. M., Aygun, H., Arnold, WS., Klippel. Α., 
Giese, K. & Kaufmann, J. (2003). Nucleic Acids Res, 
31, 670-82). 

Другою лінією клітин людини була клітинна лі-
нія кератиноцитів людини, яку культивували таким 
чином: кератиноцити людини культивували при 
37°С в модифікованому способом Дульбекко се-
редовищі Ігла (DMEM), що містить 10% ФТС. 

Мишачою клітинною лінією була лінія B16V 
(Американська Колекція Типових Культур), яка 
культиується при 37°С в модифікованому спосо-
бом Дульбекко середовищі Ігла (DMEM), що міс-
тить 10% ФТС. Умови культивування були такими, 
як описані в Methods Find Exp din Pharmacol. 1997 
May; 19(4):231-9. 

У кожному випадку ці клітини піддавали опи-
саним тут експериментам при щільності приблизно 
50000 клітин на ямку і дволанцюгову нуклеїнову 
кислоту за даним винаходом додавали при 20 нМ, 
причому цю дволанцюгову нуклеїнову кислоту 
об'єднували в комплекс з використанням 1 мкг/мл 
відповідного ліпіду. 

Індукція подібного гіпоксії стану 
Клітини обробляли СоСІ2 для індукції подіб-

ною гіпоксії стану таким чином: трансфекції siRNA 
проводили в планшетах 10 см (30-50% конфлюен-
тність), як описано Czauderna et al., 2003; 
Kretschner et al., 2003). Коротко, siRNA трансфіку-
вали додаванням заздалегідь приготованого 10х 
концентрованого комплексу GB і ліпіду у безсиро-
ватковому середовищі до клітин в повному сере-
довищі. Загальний об'єм трансфекції був 10 мл. 
Кінцева концентрація ліпіду була 1,0 мкг/мл; кінце-
ва концентрація siRNA була 20 нМ, якщо немає 
іншої вказівки. Індукцію гіпоксічних реакцій прово-
дили додаванням СоСІ2 (100 мкМ) безпосередньо 
до середовища для культури тканини за 24 години 
перед лізисом. 

Приготування клітинних екстрактів та імуноб-
лотинг 

Приготування клітинних екстрактів та імуноб-
лот-аналіз проводили по суті, як описано Klippel et 
al. (Klippel. Α., escobedo. Μ.Α., Wachowicz. M.S., 
Apell. G., Brown. T.W., Giedlin. M.A. Kavanaugh. 
W.M., Apell. G., Escobedo. M.A. (Williams. L.T. 
(1996). Mol Cell Biol. 16. 4117-27). Поліклональні 
антитіла проти повнорозмірного RTP801 і скерува-
ли імунізацією кроликів продукуючими рекомбінан-
тний білок RTP801 бактеріями з експресуючого 
вектора pET19-b (Merck Bioscience GmbH, 
Schwalbach, Germany). Мишачі моноклональні ан-
ти-p110a-антитіла і анти-р85-антитіла були описані 
Klippel et al. (supra). 

Приклад 2 
Зменшення експресії RTP801 в першій клітин-

ній лінії людини 
Одержували різні дволанцюгові нуклеїнові ки-

слоти. Їх локалізація відносно мРНК і CDS, а також 
SNP людини в нуклеїновій кислоті, що кодує 
RTP801 людини (номер доступу банку даних 
NM_019058), зображена на Фіг. 3. Цю першу клі-
тинну лінію людини контактували з вказаними 
дволанцюговими нуклеїновими кислотами, як опи-



85 92465 86 
 
 

 

сано у прикладі 1. Після індукції подібного гіпоксії 
стану і обробки вказаними дволанцюговими нукле-
їновими кислотами ці клітини лізували і клітинні 
лизати піддавали імуноблотингу. Ρ110а, який є 
каталітичною одиницею РІ-кінази, і р85 використа-
ли як контролі нанесення. Інтенсивність смуги 
RTP801, візуалізована з використанням полікло-
нальних антитіл до RTP801, є мірою активності 
окремих дволанцюгових нуклеїнових кислот на 
прикладі зменшення рівня експресії RTP801. 

Кожну і будь-яку з дволанцюгових нуклеїнових 
кислот модифікували таким чином, що група 2'-О-
Ме була присутньою на першому, третьому, п'ято-
му, сьомому, дев'ятому, одинадцятому, тринадця-
тому, п'ятнадцятому, сімнадцятому і дев'ятнадця-
тому нуклеотиді антисмислового ланцюга, 
причому та ж сама модифікація, тобто група 2'-О-
Ме, була присутньою при другому, четвертому, 
шостому, восьмому, десятому, дванадцятому, чо-
тирнадцятому, шістнадцятому і вісімнадцятому 
нуклеотиді смислового ланцюгу. Крім того, потріб-
но зазначити, що у випадку цих конкретних нуклеї-
нових кислот за даним винаходом перший сегмент 
є ідентичним першому ланцюгу, а другий сегмент є 
ідентичним другому ланцюгу і ці нуклеїнові кисло-
ти мають також затуплені кінці. 

Ці експерименти виконували двічі, і окремі ре-
зультати показані на Фіг. 4А-Н, де ці експерименти 
позначені як експеримент 1 і експеримент 2, від-
повідно. 

Позначення h, hr і hmr на Фіг. 4А-Η вказують 
на те, що відповідна дволанцюгова нуклеїнова 
кислота була сконструйована таким чином, щоб 
бути націленою на ділянку мРНК RTP801, яка є 
специфічною для мРНК RTP801 людини (h), щоб 
бути націленою на ділянку мРНК RTP801, яка є 
специфічною для мРНК RTP801 людини і щура 
(hr), і щоб бути націленою на ділянку мРНК 
RTP801, яка є специфічною для мРНК RTP801 
людини, миші і щурів (hmr). Дволанцюгову нуклеї-
нову кислоту, названу № 40.1, використовували як 
позитивний контроль, а необроблені клітини (UT+) 
використовували як негативний контроль. 

Відповідно до цих результатів, виявилось, що 
наступні дволанцюгові нуклеїнові кислоти є особ-
ливо застосовними в негативній регуляції експресії 
RTP801: № 14, № 15, № 20, № 21, № 22, № 23, № 
24, № 25, № 27, № 39, № 40, № 41, № 42, № 43, № 
44, № 49 і № 50 (див. таблицю А). 

Приклад 3 
Зменшення експресії RTP801 у другій клітинній 

лінії людини 
Експерименти, описані в зв'язку з Прикладом 

2, повторювали з використанням другої клітинної 
лінії людини, як описано в Прикладі 1, і ці резуль-
тати зображені на Фіг. 5А-F. 

Як можна зробити висновок з цих фігур, ре-
зультати, одержані в зв'язку з експериментами, 
описаними у Прикладі 2, були підтверджені з вико-
ристанням цієї другої клітинної лінії людини. 

Приклад 4 
Ефект дози RTP801-специфічних дволанцюго-

вих нуклеїнових кислот 
У цьому експерименті досліджували ефект до-

зи RTP801-специфічних дволанцюгових нуклеїно-
вих кислот. 

Для цієї мети клітини HeLa обробляли, як у 
зв'язку з Прикладами 2 і 3, причому концентрація 
дволанцюгової нуклеїнової кислоти в культураль-
ному бульйоні була 10 нМ, 5 нМ і 1 нМ. Як позити-
вний контроль, використали дволанцюгову нуклеї-
нову кислоту № 40.1, як негативний контроль 
необроблені клітини (UT+). Зчитування було таким 
же, як описано у зв'язку з Прикладами 2 і 3. Конк-
ретними дволанцюговими нуклеїновими кислота-
ми були нуклеїнові кислоти з внутрішніми посила-
льний номерами 14, 22, 23 і 27, які направлені на 
сегменти мРНК RTP801, які є спільними для лю-
дини, мишей і щурів, і дволанцюгові нуклеїнові 
кислоти з внутрішніми посилальними номерами 39 
і 42, які направлені на сегменти мРНК RTP801, 
специфічні для RTP801 людини. 

Ці результати показані на Фіг. 6А-С. З вказаних 
фігур можна бачити, що є явна концентраційна 
залежність ефекту дволанцюгових нуклеїнових 
кислот, специфічних у відношенні RTP801, причо-
му молекули нуклеїнових кислот, які мають внут-
рішні посилальні номери 1, 15, 20, 21, 24, 40, 41, 
43, 44, 22, 23, 27, 39, 42, 40.1, 44.1 і 14, переважно, 
22, 23, 27, 39, 42, 40.1 і 44.1 і, більш переважно, 
14, 23 і 27 і, переважно, кожна з вказаних молекул 
нуклеїнових кислот, що мають конкретні розподіли 
модифікацій, описані для них в частині Прикладу 
тут, є особливо ефективними. 

Приклад 5 
Видова специфічність RTP801-специфічної 

дволанцюгової нуклеїнової кислоти 
Були сконструйовані дволанцюгові нуклеїнові 

кислоти за даним винаходом проти сегментів 
мРНК RTP801, які є однаковими або різними в різ-
них видах. Для випробування, чи є видова специ-
фічність RTP801-специфічної дволанцюгової нук-
леїнової кислоти, дволанцюгові нуклеїнові кислоти 
з внутрішніми посилальними номерами 14, 22, 23 і 
27, які направлені на сегмент мРНК RTP801, який 
є консервативним серед мРНК RTP801 людини, 
миші і щурів, і дволанцюгові нуклеїнові кислоти з 
внутрішніми посилальними номерами 39 і 42, які 
направлені на сегмент мРНК RTP801, який є спе-
цифічним для мРНК RTP801 людини, тобто які 
направлені на сегмент, який, як такий, не присут-
ній в миші або щурові, порівнювали відносно нега-
тивної регуляції RTP801 з використанням того ж 
самого підходу і зчитування, які описані у Прикла-
дах 1 і 2. 

Хоча всі використані дволанцюгові нуклеїнові 
кислоти є в принципі активними проти мРНК лю-
дини і, як показано у попередніх прикладах, є та-
кож придатними для негативної регуляції експресії 
RTP801. після використання мишачої клітинної 
лінії тільки ті дволанцюгові нуклеїнові кислоти, які 
є також специфічними відносно мРНК RTP801 
миші, ефективно зменшували експресію RTP801, а 
саме, дволанцюгові нуклеїнові кислоти з номерами 
14, 22, 23 і 27. 

З цього результату можна зробити висновок, 
що можна конструювати направлені на RTP801 
дволанцюгові нуклеїнові кислоти, які є специфіч-
ними тільки відносно одного або декількох видів. 
Це робить можливим застосування однієї і тієї ж 
молекули в моделях тварин, а також в людях. 

Приклад 6 
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Експериментальні моделі, способи і результа-
ти, що стосуються дегенерації жовтої плями 

Сполуки даного винаходу випробовували у на-
ступній моделі хороїдальної неоваскуляризації 
тварини (CNV). Ця відмітна ознака вологої AMD 
індукується в моделях тварин лазерною обробкою. 

А) Мишача модель 
Індукція хороїдальної неоваскуляризації (CNV) 
Хороїдальна неоваскуляризація (CNV), відміт-

на ознака вологої AMD, індукується лазерною фо-
токоагуляцією (532 нм, 200 мВ, 100 мс, 75 мкм) 
(OcuLight GL, Iridex, Mountain View, СА), що вико-
нується на обох очах кожної миші в день 0 одним 
індивідуумом, якому невідомий розподіл груп лі-
карських засобів. Лазерні «плями» наносили стан-
дартизованим чином навколо зорового нерва з 
використанням системи доставки у вигляді щілин-
ної лампи і покривного скла у вигляді контактної 
лінзи. 

Групи обробки 
CNV індукували у наступних групах мишей 

(самців у віці 6-8 тижнів): 
(1) 12 мишей WT; 
(2) 12 мишей з нокаутом RTP801; 
(3) 12 мишей WT, ін’єктованих 0,25 мкг синте-

тичної стабілізованої активної анти-RTP801-siRNA 
(REDD14) в одному оці і неактивною анти-RTP801-
siRNA (REDD8 негативний контроль) в парному оці 
в дні 0 і 7; 

(4) 12 мишей WT, ін'єктованих 0,1 мкг синтети-
чної стабілізованої активної анти-RTP801-siRNA 
(REDD14) в одному оці і ЗФР (негативний конт-
роль) в парному оці в дні 0 і 7; 

(5) 12 мишей WT, ін'єктованих 0,05 мкг синте-
тичної стабілізованої активної анти-RTP801-siRNA 
(REDD14) в одному оці і ЗФР (негативний конт-
роль) в парному оці в дні 0 і 7. 

Обидва ока кожної миші обробляли лазером. 
Ін'єктований об'єм був 2 мкл. 

Оцінка 
1. Цей експеримент закінчували в день 14. Для 

оцінки ока повністю видаляли (енуклеювали) з 
очного яблука і фіксували 4% параформальдегі-
дом протягом 30 хвилин при 4°С. Нейросенсорну 
сітківку відділяли і відрізали від зорового нерва. 
Комплекс RPE-хороїд-склера, що залишився, пло-
ско монтували в Immu-Mount (Vectashield Mounting 
Medium. Vector) і покривали покривним склом. 
Плоскі препарати досліджували скануючим лазер-
ним конфокальним мікроскопом (TCS SP, Leica, 
Germany). Судини візуалізували збудженням синім 
аргоновим лазером. Горизонтальні оптичні зрізи (з 
кроком 1 мкм) одержували з поверхні комплексу 
RPE-хороїд-склера. Найбільш глибоку фокальну 
площину, в якій могла бути ідентифікована навко-
лишня хороїдальна судинна сітка, що з'єднується з 
пошкодженням, оцінювали як дно цього пошко-
дження. Будь-яка судина в обробленій лазером 
зоні і зовнішній відносно цієї посилальної площи-
ни, оцінювали як CNV. Зображення кожного зрізу 
зберігали в цифровому вигляді. Площу пов'язаної 
з CNV флуоресценцією вимірювали комп'ютеризо-
ваним аналізом зображення з використанням про-
грами Leica TCS SP. Підсумовування всієї флуо-
ресцентної площі в кожному горизонтальному зрізі 
використали як показник для об'єму CNV. 

2. Окремих мишей дикого типу (WT) (5 очей на 
групу) використали для оцінки експресії мРНК 
RTP801 в CNV (а також експресії інших генів, що 
стосуються AMD) (оброблених і не оброблених 
siRNA) з використанням ПЛР реального часу на 
РНК, екстрагованій з RPE/хороїдів або з нейроре-
тини. 

Результати 
1. Миші з нокаутом RTP801 виявляли на 30% 

менше підтікання кровоносних судин у порівнянні з 
мишами дикого типу (WT) після індукції CNV; див. 
Фіг. 8. 

2. Синтетична стабілізована siRNA проти 
RTP801, REDD14, індукувала залежне від дози 
зменшення об'єму CNV. Максимальне ~70% інгі-
бування у порівнянні з ЗФР-ін'єктованими очима 
досягалось при дозі 0,25 мкг на око REDD14 (SEQ 
ID NO:14 в таблиці 1, SEQ ID NO:16 (смислова) і 
66 (антисмислова)). При тій же самій дозі як siRNA 
негативного контролю. REDD8, так і анти-GFP-
siRNA виявляли тільки 27% і 33% зменшення 
об'єму CNV, відповідно, що підтверджує перевер-
шуючу ефективність REDD14, а також специфіч-
ність її дії. 

В) Модель примату не людини 
Індукція CNV 
Вісім самців собакоголових мавп (Масаса 

fascicularis) у віці 2-6 років використали для цього 
дослідження. Хороїдальну неоваскуляризацію 
(CNV) індукували навколомакулярною лазерною 
обробкою обох очей перед введенням дози. У жо-
втій плямі вміщували дев'ять пошкоджень лазером 
[OcuLight GL (532 nm) Laser Photo-coagulator with 

an IRIS Medical  Portable Slit Lamp Adaptor] і лазе-
рні «плями» в правом оці були дзеркальним відо-
браженням розміщення плям в лівому оці. Приб-
лизні параметри лазера були наступними: розмір 
плями: діаметр 50-100 мкм; потужність лазера: 
300-700 миліват; час експонування: 0,1 секунди. 

Обробка 
Відразу ж після лазерної обробки обидва ока 

всіх тварин піддавали єдиній ін'єкції в склоподібне 
тіло. У ліве око вводили дозу 350 мкг синтетичної 
стабілізованої siRNA проти RTP801 (тієї ж самої 
siRNA, яку використали в дослідженні з мишами) в 
кінцевому об'ємі 50 мкл, тоді як в контралатераль-
не око вводили 50 мкл ЗФР (носія). 

Оцінка 
1. Всіх тварин піддавали щоденному обсте-

женню відносно споживання їжі і вимірюванням 
маси тіла. 

2. Двох мавп евтанізували в день 6 після інду-
кції CNV. Їх очі видаляли з очних яблук і задній 
полюс кришталика сплющували. Потім вирізали 
ділянку центральної ямки сітківки і розділяли на 
хороїди і нейрорегину, які окремо заморожували 
(для кожної тварини) в рідкому азоті для подаль-
шого використання для екстракції РНК і оцінки з 
використанням ПЛР реального часу експресії 
RTP801. 

3. Флуоресцентні ангіограми виконували перед 
дослідженням і в кінці тижнів 1, 2 і 3 після індукції 
CNV. Отримували фотографії з використанням 
камери fundus (TRC-50EX Retina Camera). Зобра-
ження збирали з використанням системи TOPCON 

IMAGEnet . Флуоресцеїновий барвник (10% флу-



89 92465 90 
 
 

 

оресцеїн-натрій, приблизно 0,1 мл/кг) ін’єкували 
через отвори судинного доступу. Фотографії отри-
мували при декількох інтервалах часу після ін'єкції 
барвника для включення артеріальної фази, ран-
ньої артеріовенозної фази і декількох пізніх арте-
ріовенозних фаз для оцінки неоваскуляризації і 
для моніторингу підтікання флуоресцеїну, пов'яза-
ного з пошкодженнями CNV. Інтерпретацію і аналіз 
флуоресцеїнових ангіограм проводили незалежно 
два офтальмологи. 

Неоваскуляризацію (NV) оцінювали в ранніх 
ангіограмах і кожну пляму оцінювали згідно з на-
ступною схемою: 

0 - немає ознак NV 
0,5 - підозріла пляма 
1 - «гаряча» пляма 
2 - NV в лазерному опіку 
3 - явна NV 
Підтікання оцінювали згідно з наступною схе-

мою: 
0 - немає підтікання 
0,5 - підозріла пляма 
1 - явне невелике підтікання плями 
2 - підтікання, що згодом збільшується 
3 - підтікання, більше, ніж попередні межі (яв-

но). 
Крім того, розмір кожної плями порівнювали 

між ранньою і пізньою ангіограмами з використан-
ням морфометричних вимірювань і розраховували 
збільшення розміру плями, що походить з підті-
кання. 

4. Електроретинограми (ERG) реєстрували з 
використанням електроретинографу Epic 2000 
згідно з Sierra's SOP і специфічними для даного 
дослідження SOP, що включають використання 
апарату Ганцфілда, при попередньому досліджен-
ні і в кінці тижня 3. Наведені в таблиці дані ERG 
оцінювались ветеринаром-офтальмологом. 

Це дослідження закінчували в день 21 після 
індукції CNV. Макроскопічну аутопсію і гістологічне 
дослідження виконували на органах і тканинах, в 
тому числі очах. 

Результати 
1. siRNA проти RTP801 зменшувала експресію 

RTP801 в RPE-хороїдах оброблених лазером тва-
ринах, як виміряно в день 6 після індукції з викори-
станням ПЛP реального часу (див. Фіг. 10). 

2. Порівняння оцінки плям відносно підтікання і 
неоваскуляризації між парними очима в кожній 
окремій мавпі виявило, що обидві з цих патологіч-
них характеристик зменшувались в очах, ін'єкто-
ваних siRNA RTP801, у порівнянні з контролем 
(відносно результатів підтікання див. Фіг. 11: від-
носно результатів неоваскуляризації див. Фіг. 12). 

3. Розрахунок загальної кількості плям з більш 
високими клінічно-релевантними оцінками (2 і 3) 
підтікання або неоваскуляризації у всіх ін'єктова-
них siRNA очах знову виявив, що ін'єктовані siRNA 
очі були менш ураженими (див. Фіг. 13, а+b). 

4. Всі дані оцінки відносно підтікання плям і 
неоваскуляризації піддавали статистичній обробці. 
Існування відмінностей між обробкою siRNA і кон-
трольними обробками аналізували розрахунком 
дельта між середніми рангами плям контрольного 
правого (R) ока та ін'єктованого siRNA лівого (L) 
ока (дельта=R-L). Значущість цієї відмінності роз-

раховували з використанням непараметричного 
статистичного методу, критерію знакових рангів 
Уілкоксона одностороннього критерію. Різні фази 
ангіограм (ранню артеріальну, артеріовенозну і 
пізню венозну) аналізували окремо протягом кож-
ного тижня (1, 2 і 3). 

Таблиця 1 показує значущість (односторонній 
критерій) рангової відмінності підтікання від 0 для 
кожної групи (р-величини <0,05 підкреслені). Зна-
чуще рангове зменшення підтікання було виявле-
не в лівих очах (оброблених siRNA) відносно пра-
вих (оброблених плацебо) в тижні 2 і 3 в пізніх 
ангіограмах. 

  
Таблиця 1 

  

Підтікання Величина Ρ 

Ангіограми Тиждень 
Критерій знакових 
рангів Уілкоксона 

Рання 

1 0,2500 

2 0,5000 

3 0,5000 

Артеріовенозна 

1 0,3438 

2 0,1250 

3 0,2344 

Пізня 

1 0,1250 

2 0,0313 

3 0,0156 

  
Зверніть увагу, що для оцінки параметрів під-

тікання звичайно використовуються пізні ангіогра-
ми. 

Таблиця 2 показує значущість (односторонній 
критерій) рангової відмінності неоваскуляризації 
(NV) від 0 для кожної групи (р-величини <0,05 під-
креслені). 

  
Таблиця 2 

  

NV Величина Ρ 

Ангіограми Тиждень 
Критерій знакових 
рангів Уілкоксона 

Рання 

1 0,0781 

2 0,0313 

3 0,0313 

Артеріовенозна 

1 0,0625 

2 0,0313 

3 0,1563 

Пізня 

1 0,2500 

2 0,3438 

3 0,2500 

  
Значуще рангове зменшення NV було виявле-

не в лівих очах відносно правих в тижні 2 і 3 в ран-
ньому періоді і в артеріовенозному періоді в тижні 
2. 

Зверніть увагу, що для оцінки параметрів нео-
васкуляризації звичайно використовуються ранні 
ангіограми. 

5. Кількісна морфометрична оцінка збільшення 
площі плям, що має місце між ранньою (артеріа-
льна фаза) і пізньою (венозна фаза) ангіограмами 
внаслідок підтікання виявила, що цей параметр 
значуще зменшувався в лазерних плямах в ін'єк-
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тованих siRNA очах (ліві очі, OS) у порівнянні з 
контролем (праві очі. OD). На Фіг. 14 показані два 
приклади. Ці діаграми демонструють відносне збі-
льшення (в %) площі кожної плями в лівому і пра-
вому оці тварин №3315 і 3300. 

Крім того, у всіх вищеописаних дослідженнях 
зазначалось, що анти-RTP801-siRNA не надавала 
шкідливих дій на електроретинограми (ERG), гіс-
тологію очей або на структуру і функцію інших ор-
ганів і систем. 

Підсумовування наведених вище експеримен-
тів і результатів: 

1. Як генетичне (RTP801-/-), так і терапевтичне 
siRNA-інгібування експресії RTP801 в моделі інду-
кованої лазером CNV вологої пов'язаної з віком 
дегенерації жовтої плями (вологої AMD) приводить 
до значущого зменшення об'єму CNV. 

2. Позитивні результати були одержані в ми-
шачій моделі і моделі примату не людини. 

3. Патологічне і ERG-дослідження на мавпах 
не виявляло ніякої siRNA-опосередкованої токсич-
ності ані в очах, ані в яких-небудь інших органах 
або системах. 

С) Ефективність комбінованої терапії siRNA 
RTP801 (REDD14) і анти-VEGF-антитіла 

Ефективність комбінованої терапії siRNA 
RTP801 (REDD14) і анти-VEGF-антитіла у лікуван-
ні захворювань, в яких має місце CNV, досліджу-
вали в описаній вище мишачій моделі CNV. 

A) Дослідження об'єму CNV 
Об'см хороїдальної неоваскуляризації (CNV) 

через 3 тижні після лазерного пошкодження роз-
раховували з використанням конрфокальної флу-
оресцентної мікроскопії, як описано раніше 
(Sakurai et al. IOVS 2003; 44:3578-85 і Sakurai et al. 
IOVS 2003; 44: 2743-2749). У попередніх дослі-
дженнях автори виявили, що анти-VEGF-A-
антитіло (Аb) зменшувало об'см CNV залежним від 
дози чином. Доза 1 нг VEGF-A-Ab була вибрана 
для комбінованих досліджень REDD14+VEGF-A-
Ab, оскільки ця доза мала проміжну інгібуючу дію: 
антитіло VEGF-A (Аb) (1 нг) зменшувало розмір 
CNV на 26,6%. 

Головними результатами дослідження 
REDD14+антитіло VEGF-A (Аb) є: 

- Додавання REDD14 при більш низькій дозі 
0,05 мкг зменшувало розмір CNV на 27±4% у порі-
внянні з одним Ab VEGF-A. 

- Додавання REDD14 при більш високій дозі 
0,25 мкг зменшувало розмір CNV на 55±3% у порі-
внянні з одним Ab VEGF-A. 

B) Дослідження підтікання CNV 
Експеримент 1 
Цей експеримент планували для ідентифікації 

потенційної адитивної або синергічної терапевтич-
ної дії інгібування VEGF і RTP801 в моделі індуко-
ваної лазером хороїдальної неоваскуляризації в 
мишах. 

Матеріали 
- REDD14 (siRNA RTP801) 
- REDD8 (негативний контроль) 
- Анти-VEGF-антитіла 
- Неспецифічний IgG (негативний контроль) 
CNV індукували в день 0, як описано вище: 

тест-матеріал ін'єктували суб'єктам в день 0 і день 
7. 

Результати оцінювали Флуоресцеїновою ангіо-
графією в тижні 1, 3 і за допомогою вимірювання 
об'ємів CNV при тижні 3. Кожна тест-група склада-
лась з 10 очей. 

Експериментальні групи: 
- VEGF-Ab 0,5 нг/око 
- VEGF-Ab 1 нг/око 
- VEGF-Ab 2 нг/око 
- VEGF-Ab 4 нг/око 
- REDD14 0,05 мкг/око 
- REDD14 0,01 мкг/око 
- REDD14 0,25 мкг/око 
- REDD14 0,05 мкг/око+VEGF-Ab 1 нг/око 
- REDD14 0,1 мкг/око+VEGF-Ab 1 нг/око 
- REDD14 0,25 мкг/око+VEGF-Ab 1 нг/око 
Контрольні групи 
- ЗФР 
- Неспецифічний IgG 2 нг/око 
- REDD8 0,1 мкг/око 
- REDD8 0,1 мкг/око+VEGF-Ab 1 нг/око 
Результати 
Результати наведеного вище експерименту 

представлені на Фігурах 23-24. Ці результати по-
казують, що одночасне інтравітреальне введення 
VEGF-Ab і REDD14 приводить до збільшеного і 
залежного від дози інгібування хороїдальної нео-
васкуляризації і підтікання хороїдальних кровоно-
сних судин, вираженого у зменшеній зустрічності 
плям Категорії 4 і зменшеної зустрічності плям 
Категорії 1. 

Ангіограми розподіляли на категорії з викорис-
танням модифікації раніше опублікованої схеми 
напівкількісного розподілу за категоріями (1-4) 
(Sakurai et al. IOVS 2003; 44: 2743-2749). Пошко-
дження Категорії 1 розглядали як такі, що ніколи 
не утворюються, тобто як еквівалент повного за-
побігання. Пошкодження Категорії 4 розглядали як 
патологічно значущі, тобто як еквівалент пошко-
джень, які могли б лікуватись у пацієнтів. Антитіло 
(Ab) VEGF-A (1 нг) зменшувало зустрічність пош-
коджень Категорії 4 на одне око на 38±8% і збіль-
шувало зустрічність пошкоджень Категорії 1 на 
одне око на 66±43%. 

Головними результатами дослідження підті-
кання з використанням комбінації REDD14+Ab 
VEGF-A є: 

- Додавання REDD14 при більш низькій дозі 
0,05 мкг зменшувало зустрічність пошкоджень Ка-
тегорії 4 на 66±12% у порівнянні з одним Ab VEGF-
A. 

- Додавання REDD14 при більш високій дозі 
0,25 мкг зменшувало зустрічність пошкоджень Ка-
тегорії 4 на 60±12% у порівнянні з одним Ab VEGF-
A. 

- Додавання REDD14 при більш високій дозі 
0,25 мкг подвоювало зустрічність пошкоджень Ка-
тегорії 1 у порівнянні з одним Ab VEGF-A. 

Експеримент 2 
Цей експеримент планували для дослідження 

дії REDD14 на експресію гена в RPE і нейроретині. 
План експерименту 
Групи: 
- ЗФР 
- REDD14 0.25 мг 
Розмір групи був 5 очей. CNV індукували ла-

зерною обробкою, як описано вище, в день 0; тест-
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матеріал також ін'єктували в день 0 і дію оцінюва-
ли кількісним ПЛР-аналізом експресії гена в RPE і 
нейроретині в дні 0 і 5. 

Результати 
Результати описаного вище експерименту 

представлені на Фігурі 25. Ці результати показу-
ють, що введення REDD14 викликає: 

- ~40% негативну регуляцію експресії RTP801 
нижче фону як в RPE, так і в нейроретині (див. 
також Фіг. 26); 

- ~70% позитивну регуляцію експресії PEDF 
над фоном в нейроретині (зверніть увагу: у ЗФР-
ін'сктованих очах експресія PEDF негативно регу-
люється на 40% нижче фону); 

- ~40% негативну регуляцію експресії 
VEGF164 нижче фону в RPE (зверніть увагу: у 
ЗФР-ін'єктованих очах експресія VEGF164 негати-
вно регулюється на 20%); 

- ~50% зменшення експресії МСР1 в 
RPE/хороїдах (Фіг. 26). 

Загальні висновки з обох експериментів: 
- Одночасне інгібування RTP801 і VEGF поси-

лювало інгібуючу дію на хороїдальну неоваскуля-
ризацію і неоваскулярие підтікання. 

- Інгібування експресії RTP801 REDD14 не 
тільки запобігає негативній регуляції PEDF в мо-
делі CNV, але і підсилює його експресію у порів-
нянні з фоном. 

- Інгібування експресії RTP801 приводить до 
одночасної негативної регуляції МСР1, яка повин-
на мати протизапальну дію. 

- Без зв'язування себе теорією, автори вважа-
ють, що збільшення експресії PEDF REDD14 може 
лежати в основі об'єднаної дії, що спостерігається, 
одночасного інгібування VEGF і RTP801. 

(Примітка: PEDF є добре відомим антиангіо-
генним і нейропротективним фактором) 

- Без зв'язування себе теорією, автори вважа-
ють, що зменшення експресії МСР1 REDD14 може 
також лежати в основі об'єднаної дії, що спостері-
гається, одночасного інгібування VEGF і RTP801. 

(Примітка: МСР1 є добре відомим прозапаль-
ним хемокіном, що бере участь в патогенезі AMD) 

Додаткові моделі AMD, які можуть бути вико-
ристані для випробування способів даного вина-
ходу: 

- Ссl-2- або Ccr-2-недостатні тварини - недо-
статність будь-якого з цих білків викликає розвиток 
деяких з основних ознак AMD. Тварини, недостатні 
за цими білками, можуть бути використані для ви-
пробування способів даного винаходу. 

Відносно додаткової інформації про моделі 
AMD тварин див.: Chader. Vision research 42 (2002) 
393-399; Ambati et al., Nature Medicine 9(11) (2003) 
1390-1397: Tolentino et al., Retina 24 (2004) 132-
138. 

D) Порівняння активності анти-RTP801-siRNA 
REDD14, що має 3'-фосфатну групу на кожному 
ланцюгу з активністю тієї ж самої молекули, що не 
має 3'-фосфату (REDD14NP) в моделі індукованої 
лазером CNV 

Цей експеримент звичайно виконували і оці-
нювали, як описано вище. Одне око кожної миші 
(12 на групу) ін'єктували 0,25 мкг siRNA REDD14, 
тоді як інше око ін'єктували siRNA REDD14NP. 

Результати 

Обидві siRNA рівним чином ефективно змен-
шували об'єм CNV (Фігура 27). 

Приклад 7 
Моделі і результати, пов'язані з ХОХЛ і емфі-

земою 
Сполуки даного винаходу випробовували в 

наступних моделях тварин: 
- Модель індукованої сигаретним димом емфі-

земи: хронічний вплив сигаретним димом викликає 
емфізему в декількох іваринах, таких як, inter alia, 
миша, морська свинка. 

- Індукована активністю легеневих протеаз 
емфізема. 

- Модель емфіземи з інгібуванням VEGFR. 
- Бронхіальна інстиляція з використанням ней-

трофілів/панекреатичної еластази в гризунах. 
- Індукована ММР (металопротеазою матрик-

су) емфізема. 
- Індукована запаленням емфізема. 
Крім того, моделі емфіземи можуть бути оде-

ржані з використанням генетичних способів (на-
приклад, миші, які несуть мутацію TSK), та емфі-
зематозні тварини можуть бути одержані з 
використанням відомих модифікаторів сприйнят-
ливості до емфіземи, таких як, inter alia, легеневе 
пошкодження, альвеолярна гіперплазія, гіпероксія, 
обробка глюкокортикоїдами і харчування. 

А. Оцінка впливу відсутності RTP801 на розви-
ток захворювання в мишачих моделях емфіземи (з 
використанням мишей з нокаутом RTP801) 

(1) Індуковані сигаретним димом (CS) запа-
лення і апоптоз ініціюють в 5 самцях мишей з но-
каутом (КО) RTP801 і 5 контрольних мишах дикого 
типу у віці 4 місяців. Цих мишей піддають інтенси-
вному CS (як описано в Rangasamy et al., див. ви-
ще) протягом 7 днів. Необроблені миші КО і WT з 
експерименту з інгібуванням VEGFR, описаного 
вище, можуть служити як необроблені контрольні 
групи для цього експерименту. Ці легені потім роз-
дувають агарозою, фіксують і заливають в пара-
фін, і окислювальний стрес, що розвивається в 
мишах КО, оцінюють за допомогою: 

a) імуногістохімічної локалізації і кількісного 
визначення 8-оксо-dG в зрізах легені; 

b) імуногістохімічної локалізації і кількісного 
визначення активної каспази 3 в зрізах легені з 
використанням специфічних антитіл або кількісної 
оцінки кількості TUNEL-позитивних клітин; 

c) вимірювання концентрації церамідів в леге-
невих екстрактах; 

d) вимірювання каспазної активності в легене-
вих екстрактах. 

(2) Довгострокова обробка сигаретним димом 
в мишах КО. 

6 самиць мишей КО і 6 самиць мишей WT того 
ж віку піддавали інтенсивній обробці сигаретним 
димом (5 годин на день) під час періоду 6 місяців. 
Потім цих мишей умертвляли і середній інтерсеп-
тальний діаметр (параметр розвитку емфіземи) 
оцінювали з використанням морфометричного 
підходу. 

В. Оцінка впливу відсутності RTP801 на про-
гресування захворювання в мишачих моделях 
емфіземи за допомогою інгібування ендогенного 
RTP801 з використанням внутрішньолегеневої 
доставки RТР801-інактивуючої siRNA 
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CS-індуковане запалення індукували 7-денною 
обробкою димом в 2 групах мишей C57BL6, 10 
мишей на групу. Група 1: CS+доставка контроль-
ної siRNA (REDD8); Група 2: CS+siRNA RTP801 
(REDD14). Контрольні групи мишей інсталювали 
будь-яким типом siRNA, але тримали в умовах 
кімнатного повітря. Цих тварин оцінювали, як в 
описаному вище експерименті з мишами КО. 

Способи 
Вплив сигаретним димом (CS) 
Вплив проводили (7 год./день. 7 днів на тиж-

день) спалюванням еталонних сигарет 2R4F (2,45 
мг нікотину на одну сигарету), куплених в Tobacco 
Research Institute, University of Kentucky, Lexington, 
KY, USA), з використанням апарату, який утворює 
сигаретний дим (Model ТЕ-10, Teage Enterprises, 
Davis, CA, USA). Кожна тліюча сигарета пускала 
клуби диму протягом 2 секунд, один раз кожну 
хвилину з одержанням всього восьми випусків ди-
му, при швидкості струму 1,05 л/хв. з одержанням 
стандартного випуску диму 35 см

3
. Ця машина для 

утворення сигаретного диму пристосована для 
утворення суміші диму бічного потоку (89%) і диму 
основного потоку (11%) спалюванням п'яти сига-
рет одночасно. Атмосферу камери піддають моні-
торингу на загальні зважені частинки і монооксид 
вуглецю, з концентраціями 90 мг/м

3
 і 350 м.ч., від-

повідно. 
Морфологічний і морфометричний аналізи 
Після піддавання мишей дії CS або інстиляції 

експресуючої RTP801 плазміди мишей анестезу-
ють галотаном і легені роздувають 0,5% низькоки-
плячою агарозою при постійному тиску 25 см, як 
описано раніше. Роздуті легені фіксують в 10% 
забуференому формаліні і заливають в парафін. 
Зрізи (5 мкм) забарвлюють гематоксиліном і еози-
ном. Середній альвеолярний діаметр, альвеоляр-
ну довжину і середні лінійні перегородки визнача-
ють морфометрією за допомогою комп'ютера з 
використанням програми Image Pro Plus (Media 
Cybernetics, Siher Spring, MD, USA). Зрізи легень в 
кожній групі шифрують і репрезентативні зобра-
ження (15 на один зріз легені) отримує дослідник, 
якому невідома ідентичність предметного скла, з 
використанням мікроскопа Nikon E800, об'єктиву 
20Х. 

Бронхоальвеолярний лаваж (BAL) і фенотипу-
вання 

Після піддавання дії CS або інстиляції експре-
суючої RTP801 плазміди мишей анестезують на-
трій-пентобарбіталом. Рідину BAL, зібрану з ле-
гень цих мишей, центрифугують (500 g при 4°С) і 
осад клітин ресуспендують в забуференому фос-
фатом сольовому розчині. Загальну кількість клі-
тин в рідині лаважу визначають і 2x10

4
 клітин ци-

тоцентрифугують (Shandon Southern Products, 
Pittsburgh, PA, USA) на скляному предметному склі 
і забарвлюють барвником Райта-Гімзи. Дифереці-
альний рахунок клітин виконують на 300 клітинах 
згідно зі стандартними цитологічними способами. 

Ідентифікація популяцій альвеолярних апоп-
тотичних клітин в легенях 

Для ідентифікації різних типів альвеолярних 
клітин, що піддаються апоптозу в легенях, імуногі-
стохімічне фарбування активної каспази 3 викону-
ють в зрізах легень з кімнатного повітря (RA), а 

також підданих CS мишах. Для ідентифікації епі-
теліальних апоптотичних клітин типу II в легенях, 
після мічення активної каспази 3 зрізи легень інку-
бують спочатку з антитілом проти мишачого сур-
фактантного білка С (SpC) і потім з антикролячим 
антитілом з Техаським червоним як маркером. 
Апоптотичні ендотеліальні клітини ідентифікують 
інкубуванням зрізів спочатку з антитілом проти 
мишачого CD 31 і потім з біотинільованим кроля-
чим антимишачим вторинним антитілом. Зрізи 
легень промивають в ЗФР і потім інкубують з 
кон’югованим комплексом стрентавідину-
Техаського червоного. Апоптотичні макрофаги в 
легенях ідентифікують інкубуванням зрізів спочат-
ку з щурячим антитілом проти мишачого Мас-3 і 
потім з антищурячим коп'югованим з Техаським 
червоним антитілом. Нарешті, на всі зрізи легень 
наносять барвник DAPI (4,6-діамідино-2-
феніліндол), інкубують протягом 5 хвилин, проми-
вають і монтують з використанням середовища 
для гістологічних препаратів Vectashield HardSet. 
DAPI і флуоресцеїн візуалізують при 330-380 нм і 
465-495 нм, відповідно. Зображення зрізів легень 
отримують з використанням мікроскопа Nikon 
E800, об'єктиву 40Х. 

Імуногістохімічна локалізація активної каспази-
3 

Імуногістохімічне фарбування в аналізі актив-
ної каспази-3 виконують з використанням антитіла 
проти активної каспази-3 і позитивні відносно ак-
тивної каспази-3 клітини підраховують з Macro з 
використанням програми Image Pro Plus. Кількості 
нормалізують за допомогою суми альвеолярних 
профілів, названих тут альвеолярною довжиною, і 
виражають в мкм. Альвеолярні довжини зворотно-
корелюють з середнім лінійним проміжком між 
септами (перегородками), тобто, коли альвеолярні 
септи (перегородки) руйнуються, середні лінійні 
проміжки між септами збільшуються у вигляді за-
гальної альвеолярної довжини, тобто загальна 
альвеолярна септальна довжина зменшується. 

Аналіз активності каспази-3 
Активність каспази 3/7 вимірюють в екстрактах 

тканини легень з використанням флуорометрично-
го аналізу відповідно до інструкцій виробника. 
Швидко заморожену тканину легені (n=3 на групу) 
гомогенізували з буфером для аналізу з подаль-
шими обробкою ультразвуком і центрифугуванням 
при 800xg. Після видалення ядер і клітинних за-
лишків супернатант (300 мкг білка) інкубували з 
пρο-флуоресцентним субстратом при кімнатній 
температурі протягом 1 години та інтенсивність 
флуоресценції вимірювали з використанням при-
ладу Typhoon phosphoimager (Amersham 
Biosciences, Inc., Piscataway. NJ. USA). Результати 
виражають у вигляді швидкості розщеплення спе-
цифічного субстрату каспази-3, вираженої в оди-
ницях ферментативної активності каспази-3. нор-
малізованих з використанням загальної 
концентрації білка. Активну рекомбінантну каспа-
зу-3 використали як стандарт аналізу (0-4 Е). Ліза-
ти тканини без субстрату, один буфер для аналізу 
і лізати з інгібітором каспази-3 використали як не-
гативні контролі. 

Імуногістохімічна локалізація 8-оксо-dG 
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Для імуногістохімічної локалізації і кількісного 
визначення 8-оксо-dG зрізи легені з мишей, підда-
них дії CS або інстальованих експресуючою 
RTP801 плазмідою, інкубували з анти-8-оксо-dG-
антитілом і забарвлювали з використанням набору 
InnoGenex TM Iso-IHC DAB з використанням ми-
шачих антитіл. 8-оксо-dG-позитивні клітини підра-
ховували з Macro (з використанням Image Pro 
Plus) і кількості клітин нормалізували з викорис-
танням альвеолярної довжини, як описано. 

Інстиляція нлазмідної ДНК в легені миші 
Експресуючі плазмідну ДНК RTP801 і контро-

льні вектори готували з використанням набору для 
виділення ДНК, яка не містить ендотоксинів. Для 
інтратрахеальной інстиляції 50 мкг плазмідної ДНК 
доставляють у 80 мкл стерильного перфторвугле-
цю. Властивості перенесення кисню перфторвуг-
лецем роблять його добре переносимим при цих 
об'ємах, в той час як його фізико-хімічні властиво-
сті роблять можливою надзвичайно ефективну 
дистальну легеневу доставку при інтратрахеальній 
інстиляції. Мишей анестезують коротким інгаля-
ційним впливом галотану, язик обережно витягу-
ють вперед пінцетом і трахею інстилюють розчи-
ном перфторвуглецю, що наноситься при основі 
язика через тупий ангіокатетер. 

Інстиляція siRNA в легені миші 
Мишей анестезують внутрішньочеревинною 

ін'єкцією Кетаміну/Ксилазину (115/22 мг/кг). 50 мкг 
siRNA інстилюють інтраназально в об'ємі 50 мкл 
0,9% NaCl доставкою п'яти послідовних порцій по 
10 мкл. В кінці інтраназальної інстиляції голову 
миші втримують в прямому положенні протягом 1 
хвилини для гарантії того, що весь інстальований 
розчин стікає всередину. 

Відносно додаткової інформації, див. 
Rangasamy Т, Cho CY, Thimmulappa, RK, Zhen L, 
Srisuma SS, Kensler TW, Yamamoto M, Petrache I, 
Tuder RM, Biswal S. Genetic ablation of Nrf2 
enhances susceptibility to cigarette smoke-iduced 
emphysema in mice. Submitted to Journal of Clinincal 
Investigation: Yasunori Kasahara, Rubin M. Tuder, 
Carlyne D. Cool, David A. Lynch, Sonia С Flores, and 
Norbert F, Voelkel, Endothelial Cell Death and 
Decreased Expression of Vascular Endothelial 
Growth Factor and Vascular Endothelial Growth 
Factor Receptor 2 in Emphysema. Am J Respir Crit 
Care Med Vol 163. pp 737-744, 2001; Yasunori 
Kasahara, Rubin M. Tuder, Laimute Taraseviciene-
Stewart, Timothy D. Le Cras, Steven Abman, Peter K. 
Hirth, Johannes Waltenberger, and Norbert F. 
Voelkel, Inhibition of VEGF receptors causes lung cell 
apoptosis and emphysema. J. Clin. Invest. 106:1311-
1319 (2000); and a review on the topic: Robin M. 
Tuder, Sharon McGrath and Enid Neptune, The 
pathological mechanisms of emphysema models: 
what do they have in common?, Pulmonary 
Pharmacology & Therpaeutics 2002. 

Результати 
1. Інстиляція експресуючої RTP801 плазміди 

приводить до емфізема-подібного фенотипу в ле-
генях миші, що доводиться (і) збільшенням кілько-
стей клітин в бронхоальвеолярному лаважі (Фіг. 
15а); апоптозом легеневих септальних клітин (Фіг. 
15b) і збільшенням альвеолярного діаметра (Фіг. 
15с). 

2. Інстиляція siRNA RTP801 (REDD14) приво-
дить до зменшення експресії RTP801 в легенях 
(Фіг. 17b). 

3. Миші з нокаутом RTP801 (КО) захищені від 
розвитку емфіземи після 6 місяців впливу сигарет-
ним димом, що доводиться відсутністю збільшен-
ня альвеолярного діаметра (Фіг. 18). 

4. Миші з нокаутом RTP801 (КО) захищені від 
індукованого впливом сигаретного диму запален-
ня, що доводиться зменшеною кількістю запаль-
них клітин в бронхоальвеолярному лаважі після 1 
тижня впливу сигаретним димом (Фіг. 16, а-b). 

5. Миші з нокаутом RTP801 (КО) захищені від 
індукованого впливом сигаретного диму апоптозу 
септальних клітин, що доводиться фарбуванням 
легеневих зрізів на активовану каспазу (Фіг. 16с). 

6. Інстальовані REDD14 миші частково захи-
щені від індукованого впливом сигаретного диму 
запалення, що доводиться зменшеною кількістю 
запальних клітин в бронхоальвеолярному лаважі 
після 1 тижня впливу сигаретним димом (Фіг. 17а). 

Приклад 8 
Моделі і результати, що стосуються мікросу-

динних порушень 
Сполуки даного винаходу випробовували в 

моделях тварин діапазону мікросудинних пору-
шень, описаного нижче. 

1. Діабетична ретинопатія 
RTP801 стимулює аионтоз нервових клітин і 

генерування молекулярних частинок активного 
кисню in vitro. Автор даного винаходу також знай-
шов, що в мишах з нокаутом RTP801 (КО), підда-
них моделі ретролетальної фіброплазії (ROP), 
патологічна неоваскуляризація NV зменшувалась 
при гіпоксічних умовах, незважаючи на підвищення 
VEGF, в той час як цей ген не впливав на фізіоло-
гічну неонатальну ретинальну NV. Крім того, в цій 
моделі відсутність RTP801 була також протектив-
ною проти гіпоксічного апоптозу нейронів і гінерок-
сичної облітерації судин. 

Експеримент 1 
Діабет індукували у 8-тижневих однопоносних 

мишах з нокаутом RTP801 (КО) і мишах дикого 
типу (WT) C57/129sv внутрішньочеревинною ін'єк-
цією STZ. Через 4 тижні одержували ERG (єдиний 
білий спалах, 1,4х10

4
 фуі-свічок. 5 мс) з лівого ока 

після 1 години темрявної адаптації. RVP оцінюва-
ли з обох очей з використанням способу проник-
нення Evans-blue-альбуміну. 

Результати 
Глюкоза крові не відрізнялась ані між діабети-

чними мишами (DM) WT і DM КО (495±109 проти 
513±76 мг/дл), ані між недіабетичними мишами 
(NDM) WT і КОР (130±10 проти 135±31 мг/дл, від-
повідно). RVP в групі DM WT збільшувався на 
138% (51,2±37,9 мкл/г/год., n=8) у порівнянні з 
NDM WT (21,5±18,8 мкл/г/год., n=6, р=0,055). На 
відміну від цього, RVP зменшувався на 80% в DM 
КО (9,5±8,5 мкл/г/год., n=6, р=0,023) у порівнянні з 
мишами DM WT, що приводило до 140% змен-
шення RVP, що індукується діабетом. В мишах DM 
WT спостерігали пролонгування (р<0,05) неявних 
періодів коливального потенціалу для ОР2 (11%), 
OP3 (12%) і ОР4 (14%) і для В-хвилі (23%) у порів-
нянні з NDM WT. Α-хвиля не була значуще зміне-
на. Ці зміни нормалізували ~100% в DM КО для 
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OP3 і ОР4 і 65% для В-хвилі у порівнянні з NDM 
КО. Висновок: Нокаут RTP801 зменшує індуковані 
діабетом RVP- і ERG-відхилення від норми в ми-
шах, що дозволяє передбачити, що цей індукова-
ний гіпоксією ген може грати важливу роль в пато-
генезі раннього діабетичного захворювання 
сітківки. 

Експеримент 2 
Діабет індукували в мишах з нокаутом RTP801 

і в контрольних мишах дикого типу з відповідним 
генетичним фоном. Крім того, його індукували в 
мишах С57В16, яких потім використали для внут-
рішньовенної ін'єкції стрептозотоцином (STZ 90 
мг/кг протягом 2 днів після нічного голодування). 
Фізіологію тварин піддавали моніторингу протягом 
цього дослідження на глюкозу крові, масу тіла і 
гематокрит. Ін'єктовані носієм миші служили як 
контролі. Відповідних тварин обробляли інтравіт-
реальними ін'єкціями 1 мкг анти-RTP801-siRNA 
REDD14 або 1 мкг контрольної анти-GFP-siRNA. 
siRNA ін'єктували двічі в ході цього дослідження в 
день 0, коли виконували першу ін'єкцію STZ, і в 
день 14 після ін'єкції STZ. 

Ретинальне судинне підтікання вимірювали з 
використанням способу з барвником Evans-blue 
(ЕВ) на тваринах після 4-тижневого строку діабету. 
Миші мали катетер, імплантований в праву яремну 
вену за 24 години перед вимірюваннями Evans 
blue (ЕВ). Вимірювання проникності сітківки в обох 
очах кожної тварини виконували згідно зі стандар-
тним протоколом з використанням барвника Evans 
blue. 

Результати 
1. Підтікання кровоносних судин сітківки змен-

шувалось на 70% в діабетичних мишах з нокаутом 
RTP801 (КО) у порівнянні з діабетичними мишами 
дикого типу (див. Фіг. 20). 

2. Нокаут RTP801 нормалізує ERG-відхилення 
від норми в мишах: в мишах DM WT було пролон-
гування (р<0,05) неявних періодів коливального 
потенціалу для ОР2 (11%), OP3 (12%) і ОР4 (14%) 
і для В-хвилі (23%) у порівнянні з NDM WT. Α-
хвиля не була значуще змінена. Ці зміни нормалі-
зували ~100% в мишах DM з КО RTP801 для OP3 і 
ОР4 і 65% для В-хвилі у порівнянні з мишами NDM 
КО RTP801 (див. Фіг. 21). 

3. Подібно результатам в мишах КО, підтікан-
ня кровоносних судин сітківки зменшувалось на 
50%) в діабетичних мишах, ін'єктованих інтравіт-
реально siRNA проти RTP801 REDD14 у порівнян-
ні з діабетичними мишами, ін'єктованими інтравіт-
реально контрольною siRNA проти GFP (див. Фіг. 
22). 

2. Ретролетальна фіброплазія 
Ретролетальну фіброплазію індукували підда-

ванням тест-тварин гіпоксічним і гіпероксичним 
умовам і потім тестуванням дій на сітківку. Резуль-
тати показали, що миші КО RTP801 були захищені 
від ретролетальної фіброплазії, що валідизувало 
захисну дію інгібування RTP801. 

3. Інфаркт міокарда 
Інфаркт міокарда індукували лігуванням лівої 

передньої низхідної артерії в мишах, як коротко-
строково, так і довгостроково. Результати: змен-
шення рівнів фракції ТnТ і СРK-МВ при 24 годинах 
після інфаркту в крові і поліпшена ехокардіограма 

(об'єм фракції викиду) при 28 днях після інфаркту 
в мишах з нокаутом RTP801 (КО). 

4. Мікросудинні ішемічні стани 
Моделі тварин для оцінки ішемічних станів 

включають: 
1. Закрите пошкодження голови (СНІ) Експе-

риментальна ТВІ індукує ряд подій, сприяючих 
нейрологічним і нейрометаболічним каскадам, які 
пов'язані з мірою і тривалістю біхевіористичних 
(поведінкових) порушень. СНІ індукують під анес-
тезією, коли гирі дають падати вільно із заздале-
гідь фіксованої висоти (Chen et al, J. Neurotrauma 
13, 557, 1996) на відкритий череп, що охоплює ліву 
півкулю в площині. 

2. Часову оклюзію середньої мозкової артерії 
(МСАО) - 90-120-хвилинну часову осередкову 
ішемію виконують у дорослих самцях щурів 
Sprague-Dawley, 300-370 г. Застосований спосіб 
являє собою МKАО з використанням інтралюміна-
льного шовного матеріалу (Longa et al., Stroke, 30, 
84. 1989 і Dogan et al., J. Neurochem. 72, 765, 
1999). Коротко, під анестезією галотаном 3-0-
найлоновий шовний матеріал, покритий полі-L-
лізином, вставляють в праву внутрішню сонну аре-
трію (ІСА) через отвір в зовнішній сонній артерії. 
Пайлонову нитку проштовхують в ІСА до початку 
правої МСА (20-23 мм). Через 90-120 хвилин цю 
нитку витягують, тварину зашивають і дають їй 
прийти в нормальний стан. 

3. Перманентну оклюзію середньої мозкової 
артерії (МСАО) - оклюзія є перманентною, однос-
торонньо індукованою електрокоагуляцією МСА. 
Обидва способи приводять до осередкової ішемії 
головного мозку іпсилатеральної сторони кори 
головного мозку, із залишенням інтактною контра-
латеральної сторони (контролю). Ліву МСА оголя-
ють за допомогою скроневої резекційної трепана-
ції черепа, як описано для щурів Tamura A. et al., J 
Cereb Blood Flow Metab. 1981; 1:53-60). MCA і її 
лентикуло-стриатальне відгалуження (відгалужен-
ня до кришталика і смугастого тіла) закупорюють 
проксимально відносно медіальної межі нюхового 
тракту мікробіполярною коагуляцією. Рану заши-
вають і тварин повертають в їх клітку у приміщен-
ні, що нагрівається при 26°С-28"С. Температуру 
тварин підтримують весь час за допомогою авто-
матичного термостату. 

5. Гостра ниркова недостатність (ARF) 
Випробування активної siRNA для лікування 

ARF може бути виконане з використанням індуко-
ваної сепсисом ARF або індукованої ішемією-
реперфузією ARF. 

1. Індукована сепсисом ARF 
Дві прогностичні моделі тварин індукованої 

сепсисом ARF описані Miyaji T, Нu X, Yuen PS, 
Muramatsu Υ, Iyer S, Hewitt SM, Star RA, 2003, Ethyl 
pyravate decreases sepsis-induced acute renal failure 
and multiple organ damage in aged mice, Kidney Int. 
Nov; 64(5): 1620-31. Ці дві моделі одержують вве-
денням ліпополісахариду і сліиокишковою лігую-
чою пункцією в мишах, переважно в старих мишах. 

2. Індукована ішемією-реперфузією ARF 
Ця прогностична модель тварини описана 

Kelly KJ, Plotkin Ζ, Vulgamott SL, Dagher PC, 2003 
January, P53 mediates the apoptotic response to 
GTP depletion after renal ischemia-repermsion: 



101 92465 102 
 
 

 

protective role of p53 inhibitor, J Am 
Nephrol.;14(1):128-38. 

Ішемічне-реперфузійне пошкодження індуку-
вали в щурах після 45 хвилин білатерального пе-
редавлювання артерій нирок і подальшого припи-
нення передавлювання для створення можливості 
24-годинної реперфузії. 250 мкг siRNA REDD14 
або GFP (негативний контроль) ін'єктували в яре-
мну вену за 2 години до і 30 хвилин після цього 
передавлювання. Додаткові 250 мкг вводили через 
хвостову вену при 4 і 8 годинах після передавлю-
вання. siRNA проти GFP служила як негативний 
контроль. Прогресування ARF піддавали моніто-
рингу за допомогою вимірювання сироваткових 
рівнів креатиніну до і через 24 години після хірур-
гії. В кінці цього експерименту щурів реперфузува-
ли через постійну стегнову лінію теплим ЗФР і по-
тім 4% параформальдегідом. Ліві нирки видаляли і 
зберігали в 4% параформальдегіді для подальшо-
го гістологічного аналізу. Гостра ниркова недоста-
тність часто визначається як різке збільшення рів-
ня креатиніну в сироватці відносно фону. 
Збільшення щонайменше 0,5 мг на дл або 44,2 
мкмоль на л сироваткового креатиніну вважається 
вказівкою на гостру ниркову недостатність. Сиро-
ватковий креатинін вимірюють при часі 0 до хірур-
гії і при 24 годинах після хірургії ARF. 

Для дослідження розподілу siRNA в нирці щу-
ра Су3-мічені 19-мірні затуплені молекули siRNA 
(2 мг'кг), що мають О-метил-модифікацію, що чер-
гується, в цукрових залишках, вводили іν протягом 
3-5 хвилин, після чого проводили візуалізацію in 
vivo з використанням двофотонної конфокальної 
мікроскопії. Аналіз з використанням конфокальної 
мікроскопії виявив, що основна частина siRNA в 
нирках сконцентрована в ендосомному компарт-
менті проксимальних канальцевих клітин. Як ендо-
сомна, так і цитоплазматична флуоресценція 
siRNA є відносно стабільною під час перших 2 го-
дин після доставки і зникає при 24 годинах. 

Як видно з Фігури 19, було десятиразове збі-
льшення рівня сироваткового креатиніну після 45-
хвилинної обробки білатерального затиснення 
артерій (обробки ЗФР). Чотири ін'єкції siRNA 
RTP801 (REDD14, SEQ ID NO: 16 і 66) (за 2 години 
до і при 30 хв., 4 год, і 8 год. після затиснення) 
значуще зменшували рівень креатиніну в сироват-
ці на 30% (Р<0,02). Ці результати передбачають, 
що siRNA RTP801 може захищати ниркову тканину 
від дій ішемічного-реперфузійного пошкодження і, 
отже, зменшувати серйозність ARF. 

Приклад 9 
Одержання siRNA 
З використанням патентованих алгоритмів і 

відомої послідовності гена RTP801 (SEQ ID NO:1) 
генерували послідовності багатьох потенційних 
siRNA. Молекули siRNA відповідно до наведених 
вище описів, одержували по суті, як описано тут. 

siRNA даного винаходу можуть бути синтезо-
вані будь-яким зі способів, які добре відомі в галузі 
синтезу рибонуклеїнових (або дезоксирибонуклеї-
нових) олігонуклеотидів. Наприклад, може бути 
використаний комерційно доступний прилад (дос-
тупний, inter alia, з Applied Biosystems): олігонукле-
отиди одержують відповідно до описаних тут пос-
лідовностей. Пари хімічно синтезованих 

фрагментів, що перекриваються, можуть бути лі-
говані з використанням способів, добре відомих в 
даній галузі (наприклад, див. Патент США № 
6121426). Ланцюги синтезують окремо і потім ви-
палюють один з одним в пробірці. Потім ці двола-
нцюгові siRNA відділяють від одноланцюгових олі-
гонуклеотидів, які не випалились (наприклад, 
внаслідок надлишку одного з них), за допомогою 
ВРХ. Що стосується siRNA або фрагментів siRNA 
даного винаходу, дві або більше таких послідовно-
стей можуть бути синтезовані і пов'язані разом для 
застосування в даному винаході. 

Молекули siRNA цього винаходу можуть бути 
синтезовані з використанням процедур, відомих в 
даній галузі, наприклад, процедур, описаних в 
Usman et al., 1987, J. Am. Chem. Soc., 109, 7854; 
Scaringe et al., 1990, Nucleic Acids Res., 18, 5433; 
Wincott et al., 1995, Nucleic Acids Res. 23, 2677-
2684; і Wincott et al., 1997, Methods Mol. Bio., 74, 
59, і можуть використовувати звичайні захисні і 
зв'язувальні групи нуклеїнових кислот, такі як ди-
метокситритил на 5'-кінці і фосфорамідити на 3'-
кінці. Необов'язково включені модифіковані (на-
приклад, 2'-О-метильовані) нуклеотиди і немоди-
фіковані нуклеотиди. 

Альтернативно, молекули нуклеїнових кислот 
даного винаходу можуть бути синтезовані окремо і 
з'єднані разом після синтезу, наприклад, лігуван-
ням (Moore et al., 1992, Science 256, 9923; Draper 
et al., International PCT publication No. WO93/23569; 
Shabarova et al., 1991, Nucleic Acids Research 19, 
4247; Bellon et al., 1997, Nucleosides & Nucleotides, 
16, 951; Bellon et al., 1997, Bioconjugate Chem. 8, 
204) або гібридизацією після синтезу і/або вида-
ленням захисних груп. 

Молекули siRNA цього винаходу можуть бути 
також синтезовані з використанням методології 
тандемного синтезу, описаного в публікації заявки 
на патент США з номером US2004/0019001 
(McSwiggen), де обидва ланцюги синтезують у 
вигляді єдиного суміжного олігонуклеотидного 
фрагмента або єдиного ланцюга, що розділяється 
лінкером, який розщеплюється, який потім розще-
плюють з одержанням окремих фрагментів siRNA 
або ланцюгів, які гібридизуються і роблять можли-
вим очищення цього siRNA-дуплексу. Цим лінке-
ром може бути полінуклеотидний лінкер або нену-
клеотидний лінкер. Відносно додаткової 
інформації див. Публікацію РСТ з номером WO 
2004/015107 (ATUGEN). 

Як описано вище, siRNA таблиці А (нижче) 
конструювали таким чином, що цукри, які чергу-
ються, мають 2'-О-метил-модифікацію, тобто нук-
леотиди, що чергуються, були таким чином моди-
фіковані. У цих переважних варіантах здійснення в 
одному ланцюгу цієї siRNA модифікованими нук-
леотидами були номери 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17 і 
19, а в протилежному лапцюгу модифікованими 
нуклеотидами були номери 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 
16, і 18. Таким чином, ці siRNA є затупленими на 
кінцях 19-мірними молекулами РНК з 2'-О-метил-
модифікаціями, що чергуються, описаними вище. 
siRNA таблиць 2 і 3 (нижче) конструюють також 
подібним чином; siRNA таблиці В є затупленими 
на кінцях 19-мірними молекулами РНК з 2'-О-
метил-модифікаціями, що чергуються: siRNA таб-
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лиці С є затупленими на кінцях 21-мірними моле-
кулами РНК з 2'-О-метил-модифікаціями, що чер-
гуються. 

Таблиця А детально описує нові молекули 
siRNA, які були генеровані і потім синтезовані для 
гена RTP801. Два останніх стовпці показують ре-
зультати двох експериментів, виконаних для ви-
пробування активності цих нових молекул. Корот-
ко, клітини HeLa або Hacat трансфікували 
конкретною новою siRNA, яка підлягала випробу-
ванню. Потім експресію поліпептиду RTP801 ви-
значали Вестерн-блотингом з використанням ан-

титіла проти поліпептиду RTP801. У двох правих 
стовпцях таблиці А «-» означає неактивну або ма-
ючу низьку активність молекулу (яка по суті не 
інгібує експресію гена RTP801); «+» означає моле-
кулу siRNA з деякою інгібуючою активністю (екс-
пресії гена RTP801), «++» означає молекулу з 
більш високою інгібуючою активністю, і т.д. Будь-
яка з молекул siRNA, описаних тут, і, зокрема, ак-
тивні молекули, детально описані в таблиці А, є 
новими і також розглядаються як частина даного 
винаходу. 
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Зверніть увагу, що у наведеній вищк таблиці 

А смислові ланцюги siRNA 1-50 мають SEQ ID 
NO:3-52, відповідно, а антисмислові ланцюги 
siRNA 1-50 мають SEQ ID NO:53-102, відповідно. 

Молекула, позначена REDD14 має SEQ ID NO:16 
(смисловий ланцюг) і SEQ ID NO:66 (антисмисло-
вий ланцюг). 
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Приклад 10 
Фармакологія і доставка лікарських засобів 
Нуклеотидні послідовності даного винаходу 

можуть доставлятись або безпосередньо, або ві-
русними або невірусними векторами. Нри безпо-
середній доставці ці послідовності звичайно роб-
лять стійкими до нуклеаз. Альтернативно, ці 
послідовності можуть бути включені в експресійні 

касети або конструкції, так що ця послідовність 
експресується в клітині, як обговорюється тут ниж-
че. Звичайно ця конструкція містить відповідну 
регуляторну послідовність або промотор для ство-
рення можливості експресії цієї послідовності в 
клітині-мішені. 

Сполуки або фармацевтичні композиції даного 
винаходу вводять і використовують в дозах відпо-
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відно до хорошої медичної практики, з урахуван-
ням клінічного стану індивідуального пацієнта, 
захворювання, яке підлягає лікуванню, місця і спо-
собу введення, схеми введення, віку, статі, маси 
тіла пацієнта та інших факторів, відомих лікареві-
практику. 

Таким чином, фармацевтично «ефективна кі-
лькість» для наведених тут цілей визначається 
міркуваннями, відомими в даній галузі. Ця кількість 
повинна бути ефективною для одержання поліп-
шення, в тому числі, але не тільки, поліпшеного 
коефіцієнта виживаності або більш швидкого ви-
дужання або поліпшення або усунення симптомів, 
та інших показників, які вибрані як відповідні кри-
терії фахівцями з кваліфікацією в даній галузі. 

Лікування звичайно має тривалість, пропор-
ційну тривалості процесу захворювання і ефектив-
ності лікарських засобів і виду пацієнта, що підда-
ється лікуванню. Зазначається, що людей 
звичайно лікують протягом більш тривалого періо-
ду часу, ніж мишей або інших експериментальних 
тварин, наведених тут як приклади. 

Сполуки даного винаходу можуть вводитись 
будь-яким із загальноприйнятих способів введен-
ня. Потрібно зазначити, що ця сполука може вво-
дитись у вигляді сполуки або у вигляді фармацев-
тично прийнятної солі і може вводитись окремо 
або у вигляді активного інгредієнта в комбінації з 
фармацевтично прийнятними носіями, розчинни-
ками, розріджувачами, ексципієнтами, ад'юванта-
ми або наповнювачами. Ці сполуки можуть вводи-
тись пероральню, підшкірно або парентерально, в 
тому числі внутрішньовенним, вііутрішньоартеріа-
льним, внутрішньом'язовим, внутрішньочеревин-
ним та інтраназальним введенням, а також інтра-
текальним (підоболонковим) та інфузійним 
способами. Застосовні також імплантати. Рідкі 
форми можуть бути приготовані для ін'єкції, при-
чому цей термін включає підшкірний, трансдерма-
льний, внутрішньовенний, внутрішньом'язовий, 
інтратекальний (підоболонковий) та інші паренте-
ральні способи введення. Рідкі композиції вклю-
чають водні розчини, з органічними співрозчинни-
ками або без органічних співрозчинників, водні або 
масляні суспензії, емульсії з придатними в їжу олі-
ями, а також схожими фармацевтично наповнюва-
чами. Крім того, при певних обставинах композиції 
для застосування в нових способах лікування да-
ного винаходу можуть бути приготовані у вигляді 
аерозолів для інтраназального і подібного введен-
ня. Підлягаючий лікуванню пацієнт є теплокров-
ною твариною і, зокрема, ссавцем, в тому числі 
людиною. Фармацевтично прийнятними носіями, 
розчинниками, розріджувачами, ексципієнтами, 
ад'ювантами і наповнювачами, а також носіями-
імплантатами є звичайно інертні, нетоксичні тверді 
або рідкі наповнювачі, розріджувачі або інкапсу-
люючий матеріал, які не реагують з активними 
інгредієнтами даного винаходу. 

При парентеральному введенні сполуки за да-
ним винаходом її звичайно готують в уніфікованій 
(стандартній) дозованій ін'єкційній формі (у формі 
розчину, суспензії, емульсії). Ці фармацевтичні 
готові форми, придатні для ін'єкції, включають 
стерильні водні розчини або дисперсії і стерильні 
порошки для відтворення у стерильні ін'єкційні 

розчини або дисперсії. Носієм може бути розчин-
ник або диспергуюче середовище, що містить на-
приклад, воду, етанол, поліол (наприклад, гліце-
рин, пропіленгліколь, рідкий поліетиленгліколь, і 
т.п.), їх відповідні суміші і рослинні олії. 

Необхідна текучість може підтримуватись, на-
приклад, застосуванням покриття, такого як леци-
тин, підтримуванням необхідного розміру частинок 
у випадку дисперсії і застосуванням поверхнево-
активних речовин. Як системи розчинників для 
композицій сполук можуть бути також використані 
неводні носії, такі як бавовняна олія, кунжутна 
олія, оливкова олія, соєва олія, кукурудзяна олія, 
соняшникова олія або арахісова олія і ефіри, такі 
як ізопропілміристат. Крім того, можуть бути дода-
ні різні домішки, які підвищують стабільність, по-
ліпшують стерильність та ізотонічність цих компо-
зицій, в тому числі антимікробні консерванти, 
антиоксиданти, хелатоутворювальні агенти і бу-
фери. Запобігання дії мікроорганізмів може гаран-
туватись різними антибактеріальними і протигриб-
ковими агентами, наприклад, парабенами, 
фенолом, сорбіновою кислотою, і т.п. В багатьох 
випадках бажано включати ізотонічні агенти, на-
приклад, цукор, хлорид натрію, і т.п. Пролонгована 
абсорбція фармацевтичної форми, яка ін'єктуєть-
ся, може бути одержана застосуванням агентів, які 
затримують абсорбцію (всмоктування), наприклад, 
моностеарату алюмінію і желатину. Однак, згідно з 
даним винаходом, будь-який носій, що використо-
вується, розріджувач або будь-яка домішка, що 
використовується, повинні бути сумісними із спо-
луками, що розглядаються. 

Стерильні розчини, які ін'єктуються, можуть 
бути приготовані включенням сполук, що викорис-
товуються у застосуванні на практиці даного вина-
ходу, в необхідну кількість відповідного розчинни-
ка, необов'язково з різними іншими інгредієнтами. 

Фармакологічна композиція даного винаходу 
може вводитись пацієнту в ін'єкційному препараті, 
що містить будь-який сумісний носій, такий як різні 
наповнювачі, ад'юванти, домішки і розріджувачі; 
або сполуки, що використовуються в даному вина-
ході, можуть вводитись парентерально пацієнту у 
формі підшкірних імплантатів повільного вивіль-
нення або систем націленої доставки, таких як 
моноклональні антитіла, векторна доставка, 
іон(т)офоретична доставка, полімерні матрикси, 
ліпосоми і мікросфери. Приклади систем доставки, 
застосовних в даному винаході, включають Патен-
ти США з номерами 5225182; 5169383; 5167616; 
4959217; 4925678; 4487603; 4486194; 4447233; 
4447224; 4439196 і 4475196. Багато які інші такі 
імплантати, системи доставки і модулі добре відо-
мі фахівцям з кваліфікацією в даній галузі. 

Фармакологічна композиція сполуки, що вико-
ристовується в даному винаході, може бути вве-
дена пацієнту перорально. Застосовні загальноп-
рийняті способи, такі як введення сполуки в 
таблетках, суспензіях, емульсіях, капсулах, поро-
шках, сиропах і т.п. Переважними є відомі спосо-
би, які доставляють сполуки перорально або внут-
рішньовенно і зберігають її біологічну активність. В 
одному варіанті здійснення, сполука даного вина-
ходу може вводитись спочатку внутрішньовенною 
ін'єкцією, щоб довести рівні в крові до відповідного 
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рівня. Потім ці рівні пацієнта підтримують з вико-
ристанням пероральної дозованої форми, хоча 
можуть бути також використані інші форми вве-
дення, залежні від стану пацієнта і вказані тут ви-
ще. 

Звичайно, активна доза сполуки для людей 
знаходиться в діапазоні 1 нг/кг приблизно 20-100 
мг/кг маси тіла на день, переважно приблизно 0,01 
мг приблизно 2-10 мг/кг маси тіла на день, в схемі 
одна доза на день або два рази або три рази або 
більше на день протягом періоду 1-2 тижнів або 
протягом більш тривалого часу, переважно протя-
гом 24-48 годин або безперервною інфузією протя-
гом періоду 1-2 тижнів або більше. 

Введення сполук даного винаходу в око 
Сполуки даного винаходу можуть вводитись в 

око місцево або у формі ін'єкції, такої як інтравіт-
реальна ін'єкція, субретинальна ін'єкція або біла-
теральна ін'єкція. Додаткова інформація про вве-
дення сполук даного винаходу може бути 
знайдена в Tolentino et al., Retina 24 (2004) 132-
138; Reich et al., Molecular vision 9 (2003)210-216. 

Легеневе введення сполук даного винаходу 
Терапевтичні композиції даного винаходу пе-

реважно вводять в легеню інгаляцією аерозолю, 

що містить ці композиції/сполуки, або інтраназаль-
ною або інтратрахеальною інстиляцією вказаних 
композицій. Приготування цих композицій в ліпо-
сомах може бути корисним для абсорбції. Крім 
того, ці композиції можуть включати PFC-рідину, 
таку як перфлуброн, і ці композиції можуть бути 
приготовані у вигляді комплексу сполук цього ви-
находу з поліетиленіміном (РЕІ). 

Відносно додаткової інформації відносно ле-
геневої доставки фармацевтичних композицій див. 
Weiss et al., Human gene therapy 10:2287-2293 
(1999); Densmore et al., Molecular therapy 1:180-188 
(1999): Gautam et al., Molecular therapy 3:551-556 
(2001) і Shahiwala & Misra, AAPS PharmSciTech 5 
(2004). Крім того, респіраторні форми для siRNA 
описані в Заявці на патент США з номером 
2004/0063654 Davis et al. 

Додаткові готові форми для поліпшеної доста-
вки сполук даного винаходу можуть включати не 
приготовані у вигляді композиції сполуки, сполуки, 
ковалентно пов'язані з холестерином, і сполуки, 
пов'язані з націлюючими антитілами (Song et al., 
Antibody meddiated in vivo delivery of small 
interfering RNAs via cell-surface receptors, Nat 
Biotechnol. 2005 Jun; 23(6):709-17). 
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